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Recultivation of heavy metal-contaminated soils using aided phytostabilization

Abstract: The main anthropogenic sources of heavy metals in the environment are mining and smelting, refining and chemical industry,
industrial and municipal wastes, transport as well as fertilizers and pesticides used in agriculture. Among all heavy metals, Cd, Cu, Pb, Hg,
Ni and Zn are of major environmental and human health concern. The high toxicity of heavy metals causes the need to remove them from
the contaminated soil using minimally invasive remediation solutions, called gentle remediation options (GRO). One of the attractive
methods to reduce the labile fractions and toxicity of heavy metals in soil seems to be aided phytostabilization. It is a combination of
phytostabilization using plants tolerant to trace metals and stabilizing soil against erosion with the initial chemical immobilization
achieved by adding various organic and inorganic additives. The potential toxicity of trace elements depends on their specific form present
in the environment, their reactivity, mobility, concentration and their availability to living organisms. The bioavailability of heavy metals
in soil is constantly changing and depends on different physicochemical, biological and environmental parameters. Due to the fact that
microorganisms respond quickly to the presence of stressors in the environment, the changes in metabolic activity, size and structure can
be used as good indicators of the effectiveness of applied remediation technology for cleaning up contaminated sites and ecosystem quality.

1. Introduction. 2. Tolerance strategies in microorganisms and plants. 3. Concept of aided phytostabilization. 4. Microbial activity of soil

under aided phytostabilization. 5. Microbial indexes and soil quality. 6. Examples of in situ aided phytostabilization. 7. Summary
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1. Wprowadzenie

Skazenie gleby metalami ciezkimi stanowi powazny
problem w wielu uprzemystowionych krajach na swie-
cie i dotyczy terenéw silnie zurbanizowanych [43].
Gléwnymi antropogenicznymi Zrédtami metali cigz-
kich w $rodowisku sg zaklady przemystu gdérniczego
i hutniczego, petrochemicznego i chemicznego, odpady
dzialalnosci przemystowej i komunalnej, transport oraz
stosowane w rolnictwie nawozy i pestycydy [2, 14]. Spo-
$rod wszystkich metali ciezkich za najbardziej niebez-
pieczne uwazane s3 Cd, Cu, Pb, Hg, Nii Zn. Pierwiastki
te naleza do priorytetowych zanieczyszczen srodowiska,
zagrazajacych zdrowiu ludzkiemu zaréwno ze wzgledu
na wlasciwosci toksykologiczne, jak i powszechnos¢
wystepowania [29, 61].

Atrakcyjng alternatywa dla fizykochemicznych roz-
wigzan w detoksykacji i/lub eliminacji metali z gleby
wydaja sie by¢ bardziej bezpieczne i mniej ingerujace
w $rodowisko biologiczne metody, okreslane wspdlng
nazwg GRO (gentle remediation options) [16, 40].
Nalezy do nich miedzy innymi fitostabilizacja wspo-

magana, stosowana z powodzeniem w rekultywacji
terenow zanieczyszczonych odpadami pokopalnianymi
o duzej zawarto$ci metali ciezkich. Polega ona na che-
micznej stabilizacji metali z zastosowaniem réznych
nieorganicznych i organicznych dodatkéw doglebo-
wych w polaczeniu z odpowiednio dobranymi gatun-
kami roélin [7, 11, 21, 31]. Celem tej technologii jest nie
tylko usunigcie lub ograniczenie biodostgpnosci metali
ciezkich, ale takze przywrdcenie odpowiedniej jakosci
biologicznej gleby.

O potencjalnej toksycznosci metali/metaloidow
decyduje postaé, w jakiej wystepuja w srodowisku, ich
mobilno$¢ oraz stezenie i dostepnos¢ dla organizmdw
zywych [63, 80]. Biodostepnos¢ metali w glebie zmienia
sie dynamicznie i zalezy od réznych czynnikoéw fizyko-
chemicznych, biologicznych i srodowiskowych [32].
Z uwagi na to, ze mikroorganizmy charakteryzuja si¢
wyjatkowa zdolnoscig adaptacji do zmieniajacych sie
warunkoéw $rodowiskowych pomiary ich aktywnosci
metabolicznej, liczebnosci i bioréznorodnosci moga
by¢ dobrymi wskaznikami jakosci, funkcjonowania
izmian zachodzacych w glebie [8, 12, 78]. W polaczeniu
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z czynnikami fizykochemicznymi, taka kompleksowa
analiza stanu i funkcji gleby moze dostarczy¢ szcze-
gotowych informacji o kierunku zmian zachodzacych
w glebie oraz zapewni¢ ocene efektywnos$ci procesow
remediacyjnych [8, 29, 60].

1. Strategie tolerancji metali ci¢zkich
u mikroorganizmoéw i roslin

Mikroorganizmy i roéliny wyzsze odgrywaja istotng
role w modyfikowaniu wlasciwosci fizykochemicznych
gleby, wptywajac tym samym na biodostepnos¢ zawar-
tych w niej metali. Kooperacja pomiedzy mikroflorg
strefy ryzosferowej i roslinami stanowi bardzo wazny
rodzaj pozytywnego oddzialywania, majacego wpltyw
na redukcje toksycznego charakteru metali cigzkich
w glebie oraz kontrolowanie ich wnikania i akumulacje
w komorkach mikroorganizmoéw i roélin [23, 45, 69].

Aktywnos$¢ mikroorganizmoéw glebowych jest jed-
nym z istotnych czynnikéw wptywajacym na procesy
zwigzane z mobilizacjg i immobilizacjg metali. Mikro-
organizmy posiadajg zdolnos¢ wigzania form organicz-
nych i nieorganicznych metali, zaréwno rozpuszczal-
nych jak i nierozpuszczalnych, na powierzchni komérek
W procesie zwanym biosorpcja [26, 44, 53]. Grupy kar-
boksylowe peptydoglikanu bakterii Gram-dodatnich
stanowig gléwne miejsca wigzania kationdw metali na
powierzchni komoérki, natomiast u bakterii Gram-ujem-
nych taka funkeje pelnia grupy fosforanowe. U grzybow
natomiast w wigzaniu metali na powierzchni komorki
uczestniczy chityna wchodzaca w sktad sciany komor-
kowej [69]. Powinowactwo metali do powierzchni
komorek mikroorganizméw przedstawia nastepujacy
szereg: Ni>>Hg>U>>As>Cu>Cd> Co>Cr>Pb [84].

Metale ciezkie mogg réwniez ulega¢ akumulacji
wewnatrzkomoérkowej w drodze ich transportu bier-
nego/aktywnego przez blone, a nastepnie ich wigza-
niu, precypitacji i magazynowaniu przez wewnatrzko-
morkowe struktury i organelle w postaci fosforandw,
szczawianow i weglanow [26, 27, 45]. Wiele zwigzkow
bedacych produktami metabolizmu mikroorganizméw
moze wigza¢ metale cigzkie. Do niespecyficznych
zwigzkdéw o takim charakterze nalezg niskoczastecz-
kowe kwasy organiczne i alkohole oraz wielkoczastecz-
kowe polisacharydy [69]. Specyficznymi natomiast
zwigzkami syntezowanymi przez mikroorganizmy
w obecnosci toksycznych metali s3 metalotioneiny.
Te niskoczasteczkowe biatka zawierajg liczne reszty
cysteinowe, ktdre uczestnicza w wigzaniu i detoksyka-
cji jonoéw metali [58, 86]. Z kolei do precypitacji metali
moze dochodzi¢ w drodze pozyskiwania energii z utle-
niania Fe?* do Fe* lub utleniania zwiazkéw siarki do
H,SO, [27]. Redukcja U%*do U*i Cr** do Cr** prowadzi
do zmniejszenia rozpuszczalnosci tych metali. Niektore
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bakterie redukujace metale i siarczany charakteryzuja
sie zdolnoscig do wytrgcania metali glownie w postaci
wodorotlenkéw i siarczandw [26, 69].
Mikroorganizmy moga réwniez uwalnia¢ metale
ciezkie w glebie poprzez ich tugowanie, chelatacje
i metylacje. Procesy te prowadza do rozpadu nie-
rozpuszczalnych zwigzkéw metali i mineratow [26].
Aktywno$¢ bakterii heterotroficznych moze prowadzi¢
do zakwaszenia gleby i uwolnienia kationéw metali
zwigzanych na przyklad ze zwigzkami organicznymi.
Nastepuje to w wyniku miedzy innymi uwolnienia
z komorki do $rodowiska kwasow organicznych, spo-
$réd ktorych kwas cytrynowy, glukonowy i szczawiowy
moga tworzy¢ wysoce mobilne, stabilne kompleksy
z metalami [69, 73, 86]. Zdolno$¢ mikroorganizmoéow
do detoksykacji Fe, Mg, Mn, Cr, Pb, Zn, Cd, Ga i Pu
wynika ze zdolnosci do syntezowania i wydalania
z komorki niskoczasteczkowych bialkowych chelato-
roéw, zwanych sideroforami [68, 74]. Innymi metaboli-
tami bakteryjnymi zwiekszajacymi mobilno$¢ metali sg
biosurfaktanty. Te amfipatyczne czasteczki tworzg kom-
pleksy z metalami cigzkimi obecnymi w macierzy gle-
bowej, a nastepnie uwalniajg je do roztworu glebowego
zwigkszajac ich biodostepnos¢ [83]. Niektore gatunki
bakterii i grzybéw moga usuwac z gleby zwiazki Se, As
i Hg w drodze ich metylacji do lotnych pochodnych
zwigzkow, takich jak: (CH,),Se i (CH,),Se,, (CH,),HAs
i (CH,), As oraz HgCH,*i Hg(CH,), [11, 71]. Mikro-
organizmy mogg takze uwalnia¢ potencjalnie biodo-
stepne metale i metaloidy poprzez procesy oksydore-
dukcyjne. Redukcje wigkszosci metali przeprowadzaja
bakterie beztlenowe wykorzystujace Fe** jako koncowy
akceptor elektronéw. Do uwalniania metali moze
dochodzi¢ w wyniku redukeji Fe** do Fe** lub obnize-
nia pH w nastepstwie utlenienia S [27]. Redukcja Fe’*
do Fe* i Mn** do Mn** zwigksza ich rozpuszczalnos¢.
Natomiast redukcja jonéw Hg*™ do rteci metalicznej
Hg’ i jej dyfuzja poza komorke jest gléwnym mecha-
nizmem unieszkodliwiania toksycznej formy Hg** [26,
86]. Procesy immobilizacji i mobilizacji metali cigzkich
w glebie przez mikroorganizmy ilustruje rys. 1.
Rosliny wyzsze posiadaja zdolnos¢ do pochlaniania
i neutralizowania aktywnych chemicznie zanieczysz-
czen. Podczas swojego wzrostu wplywaja na stezenie
metali cigzkich w zanieczyszczonej glebie na dwa spo-
soby. Jednym z nich jest unikanie przyswajania metali
ciezkich i blokowanie ich wchlaniania przez korzenie
do tkanek roélinnych, natomiast drugim sposobem jest
zdolno$¢ do pobierania, magazynowania i immobili-
zowania metali ciezkich poprzez ich wigzanie z cza-
steczkami czynnymi biologicznie [17]. Pierwsza linia
obrony roélin przed migracja metali cigzkich do wne-
trza komorek jest poziom pozakomoérkowy. Obecnosé
zjawiska mikoryzy arbuskularnej z systemem korzenio-
wym roélin naczyniowych stanowi bariere chroniaca
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Rys. 1. Procesy immobilizacji i mobilizacji metali cigzkich w glebie przez mikroorganizmy

Me - metal, org — zwigzek organiczny [23, 26, zmodyfikowany]

przed wnikaniem metali do tkanek roslinnych. Miko-
ryza odpowiada za adsorpcje lub chelatacje biodostep-
nych w glebie form metali/metaloidéw, w szczegdlnosci
Hg, Se, Cd, Cu i Zn, ograniczajac ich dostgpnos¢ dla
roslin [17, 69]. W zapobieganiu transportu metali przez
$ciane komorki roslinnej biora udziat réwniez elementy
strukturalne $ciany zdolne do immobilizowania metali
cigzkich, jak na przyklad: pektyny, grupy histydynowe
i zewnatrzkomoérkowe weglowodany. Innym rozwia-
zaniem pozwalajgcym rodlinom na przetrwanie na
terenach zanieczyszczonych metalami ciezkimi jest
tworzenie trwatych kompleksow z wydzielinami korze-
niowymi, co ogranicza dostepnos$c i toksycznos¢ metali.
Sktadnikami tych wydzielin s3 migdzy innymi: amino-
kwasy, kwasy organiczne, jony nieorganiczne, weglowo-
dany, proste zwiazki fenolowe, wodoroweglany, polisa-
charydowy $luz roélinny, czy siderofory [17, 35]. Druga
strategig obrony roslin przed toksycznym oddziatywa-
niem metali ciezkich jest ich wewnatrzkomdrkowa
detoksykacja. Polega ona na zapobieganiu transportowi
jonéw metali w poprzek blony komérkowej i ich inak-
tywacji poprzez wigzanie w komorce i/lub modyfiko-
wanie do form mniej toksycznych. W wychwytywaniu
toksycznych jonoéw metali ciezkich w cytozolu komérek
roélinnych i ich transporcie uczestniczg bogate w grupy
- SH polipeptydy, jak fitochelatyny i metalotioneiny.
Podobne wiasciwosci wigzania metali posiada takze
glutation. Zwigzane w kompleksy metale sg transporto-
wane wzdtuz tonoplastu do wakuoli gléwnie z udziatem
antyportu metal/H* lub transportera ABC (ATP-bin-
ding cassette), czy rodziny transporteréw ZIP (iron-,

zinc-regulated transporter-like proteins). W tonoplas-
cie metale cigzkie unieruchamiane s3 w drodze ich
wigzania z kwasami organicznymi (mugeinowym,
titowym) lub siarczkami [15, 17, 36, 57, 86]. Nisko-
czasteczkowe kwasy organiczne, takie jak: cytrynian,
jablczan, szczawian, fumaran i malonian moga réwniez
chelatowa¢ metale ci¢zkie (szczegdlnie Cr**, Cd** i U"),
co prowadzi do ich akumulacji w li$ciach [73]. Mecha-
nizmy tolerancji metali ci¢zkich u roslin ilustruje rys. 2.

2. Koncepcja fitostabilizacji wspomaganej

Fitostabilizacja wspomagana jest to metoda sto-
sunkowo nowa, opracowana na przestrzeni ostatniej
dekady, polegajaca na zastosowaniu doglebowych
dodatkéw immobilizujacych metale w polaczeniu
z odpowiednio dobranymi gatunkami roslin (rys. 3).
W charakterze dodatkéw do gleby stosuje sie pojedyn-
cze lub w ukfadach kombinowanych rézne materiaty
nieorganiczne, takie jak: zwigzki wapnia (szczegélnie
CaO) i fosforany (np. apatyt, wodorofosforan amonu),
materialy ilaste (np. montmorylonit i zeolit), hematyt
czy Fe(0) i/lub zwiazki organiczne, na przyklad: wegiel
brunatny i drzewny, osady $ciekowe, kompost, torf,
popiodt, trociny czy kore drzew. Ich aplikacja alkalizuje
glebe, wzmacnia efekt wigzania mobilnej frakcji metali
ciezkich poprzez absorbowanie, kompleksowanie badz
stracanie metali, zmniejszajac tym samym ich biodo-
stepnos¢ i toksyczno$¢ oraz zwieksza zawarto$¢ materii
organicznej i zdolnos¢ zatrzymywania wody [10, 11, 29,
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Rys. 2. Mechanizmy tolerancji metali ciezkich u roslin

1) wigzanie Me ze $ciang komorkows i z wydzielinami komoérkowymi; 2) blokowanie przeptywu Me przez blone komérkows; 3) aktywny transport Me

do apoplastu; 4) wigzanie metali z wydzielinami korzeniowymi; 5) kompleksowanie metali z metalotioneinami w cytozolu; 6) chelatacja Me z fitoche-

latynami w cytozolu; 7) transport kompleksu FH-Me do wakuoli za posrednictwem transportera biatkowego wiazacego ATP; 8) antyport protonowy

i akumulacja Me w wakuoli; 9) wigzanie metali z sideroforami w apoplascie. FH - fitochelatyna, Ko-Me — kompleks kwasu organicznego z metalem,
Me - metal, MeS - siarczek metalu, MT - metalotioneina, Si - siderofory, Wk — wydzieliny korzeniowe [17, 67, zmodyfikowany]

31, 56, 59]. Obecnie nowym podej$ciem w ograniczaniu
biodostepnych form metali ciezkich w glebie jest stoso-
wanie nanomateriatow, takich jak nanoczgstki apatytu
czy wapnia i tlenku wapnia [49, 54].

Dobér odpowiednich gatunkéw roslin na potrzeby
fitostabilizacji jest najistotniejszym zadaniem poprze-
dzajacym remediacje skazonego terenu. Zaleca sie
uzywanie do tego celu roslin charakteryzujacych sie:
tolerancja na wysokie stezenia metali ciezkich i ich
magazynowaniem gléwnie w cze$ciach podziemnych,
malymi wymaganiami siedliskowymi, szybkim wzro-
stem i produkcja duzej biomasy, zdolnoscig tworzenia
zwartej okrywy roélinnej oraz posiadajacych gesty,
wigzkowy system korzeniowy [18, 29, 64]. Przyklady
roélin stosowanych w oczyszczaniu gleb skazonych
metalami ciezkimi przedstawia tabela I.

Wzmocnienie efektu fitostabilizacji mozna réwniez
osiggnac poprzez zwigkszenie wzrostu roslin z wyko-
rzystaniem bakterii promujacych wzrost roslin (PGPB,
plant growth-promoting bacteria) [10]. Moga one
stymulowa¢ proces fitoremediacji wplywajac na bio-
dostepno$¢ metali poprzez zmiany pH gleby, ula-
twianie poboru z gleby azotu, fosforu i niezbednych

mikroelementéw przez rosliny, synteze sideroforéw
i hormonoéw roslinnych (np. kwasu indolilooctowego)
oraz zwiekszenie wigzania metali ze zwigzkami chela-
tujagcymi. Stymulacja wzrostu roélin przez PGPB lub
inokulacja gleby PGPB moze skutkowa¢ zwigkszeniem
tolerancji roslin na obecnos$¢ metali cigzkich, duzym
przyrostem biomasy roslinnej oraz zmniejszeniem

Tabela I
Wybrane rosliny jako fitostabilizatory metali ciezkich
Roélina Metale Zrédto

Lolium perenne L. As [13]

Pb, Cu (37]

Pb, Cu, Zn [62]
Festuca arundinacea Schreb. | Cd, PbiZn [31]
Festuca ovina L. Pb, Cd, Zn [51]
Phaseolus vulgaris L. Pb, Cd, Zn [72]
Lactuca sativa L. As, Pb, Cd, Zn [43]
Triticum aestivum L. Zn, Cd, Pb, Cu, Ni [82]
Spinacia oleracea L. Cu, Cd, Zn [33]
Trifoliun repens L. Pb, Cd, Zn [52]
Miscanthus giganteus L. As [34]
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Rys. 3. Fitostabilizacja wspomagana metali ciezkich w glebie

Me - metal [opracowanie wlasne]

stresu $rodowiskowego. Takie podejscie pozwala na
zastosowanie mniejszej dawki dodatkéw stabilizujg-
cych metale ciezkie i stanowi¢ moze potencjalne zrodlo
oszczednosci finansowych [1, 19, 30, 75]. Liu i wsp. [50]
badali na przyklad wptyw PGPB z rodzajow: Pseudo-
monas, Microbacterium, Klebsiella, Stenotrophomonas,
Agrobacterium i Ochrobactrum, wyselekcjonowanych
ze strefy ryzosferowej roslin rosngcych na odpadach
zanieczyszczonych Cu, na przyrost biomasy Pennise-
tum purpureum Schumach., Oenothera erythrosepala
Borbas i Medicago sativa L. Po 60 dniach wzrostu roélin
w obecnosci PGPB stwierdzili 4-krotnie wieksza bio-
mas¢ czg¢sci nadziemnych P purpureum i 2-krotnie
wiegksza O. erythrosepala i M. sativa w stosunku do
biomasy roélin kontrolnych. Inokulacje gleby skazonej
As, Cu, Pb i Zn bakteriami PGPB przeprowadzili row-
niez Grandlic i wsp. [30]. Celem tego eksperymentu
bylo zbadanie wplywu trzech szczepéw PGPB: Clavi-
bacter sp. (MTR-21A), Rhodanobacter sp. (MTR-45B)
i Arthrobacter sp. (K4-10C i MTR-44) na wzrost dwdch
rodzimych, pustynnych gatunkéw traw Atriplex lenti-
formis Torr. i Buchloe dactyloides Nutt. Po uplywie 72
dni od wysiewu traw stwierdzili, ze biomasa A. lenti-
formis w glebie inokulowanej PGPB byta 1,6-3-krot-
nie wieksza, a B.dactyloides 1,5-5-krotnie wigksza
w pordéwnaniu z biomasg traw w glebie kontrolne;j.
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3. Aktywnos$¢ mikrobiologiczna gleby
w warunkach fitostabilizacji wspomaganej

Utrzymanie wysokiej jakosci gleby zapewniaja
organizmy glebowe, w tym przede wszystkim mikro-
organizmy odpowiedzialne za zachodzace w niej pro-
cesy biogeochemiczne oraz za jej strukture i produk-
cyjno$¢ [24]. Ze wzgledu na to, ze mikroorganizmy
szybko reaguja i dostosowuja si¢ do nowych warun-
kow srodowiskowych, sktad i aktywno$¢ mikroflory
gleby odzwierciedla interakcje pomiedzy czynnikami
biotycznymi i abiotycznymi [9, 79]. Obecno$¢ w gle-
bie metali/metaloidéw moze powodowac w diuzszym
czasie powazne skutki w funkcjonowaniu ekosystemu
i negatywnie wplywac na biologiczne procesy glebowe
[12, 78]. Aby rzetelnie oceni¢ skutecznos¢ podjetych
dziatan remediacyjnych w przywracaniu glebie jej funk-
cji 1 wlasciwosci, wynikajacych ze standardow jakosci
okreslonych w Rozporzadzeniu Ministra Srodowiska
z 9 wrzesnia 2002 r. [20] powinno brac si¢ pod uwage
nie tylko parametry fizykochemiczne gleby, ale réwniez
koniecznie uwzglednia¢ jej aktywnos¢ biologiczng [43].
Takie podejscie daje mozliwo$¢ poznania stabo dotad
zbadanych reakcji mikroflory gleby w odpowiedzi na
dziatanie czynnika zanieczyszczajacego w zakresie
zachodzgcych zmian w bioréznorodnosci funkcjonalnej
i strukturalnej zespotéw mikroorganizméw. Na podsta-
wie uzyskanych z takich badan informacji mozna wnio-
skowa¢ o charakterze zmian w calym ekosystemie oraz
ocenia¢ jakos¢ biologiczna gleby [41, 58, 79]. Mimo,
ze takie podejscie ma swoje uzasadnienie, wcigz sto-
sunkowo niewiele jest prac o charakterze komplekso-
wym, poszerzajacych zakres prowadzonych pomiaréow
parametrow fizykochemicznych o szczegotowe analizy
mikrobiologiczne i biochemiczne.

Mimo przewagi analiz fizykochemicznych nad
mikrobiologicznymi, znane sg doniesienia literaturowe
o bardziej kompleksowym podej$ciu w ocenie odpo-
wiedzi mikroflory gleby na zmiany stezenia metali
podczas fitostabilizacji wspomaganej. Przykladem
takich badan moze by¢ rekultywacja gleby skazonej
Cd, Pb i Zn, wzbogaconej w kompost z odpadéw rol-
niczych (ok. 269 tha™ gleby) z wysiang trawg Panicum
virgatum L. [6]. Wyniki tych badan wskazuja, ze po
711 dniach prowadzenia eksperymentu stezenia bio-
dostepnych frakeji Zn, Cd i Pb w rekultywowanej glebie
zmniejszyly si¢ odpowiednio o 20, 301 75% w poréw-
naniu do gleby kontrolnej. Dodatkowo stwierdzono,
ze catkowita biomasa mikroorganizméw (oznaczona
na podstawie zawarto$ci PLFAs) w tej glebie wyno-
sifa 80,3 umol kg™' s.m.™ gleby i bylta 2,5-krotnie wyz-
sza od ich biomasy w glebie kontrolnej. W calkowitej
biomasie mikroorganizméw biomasa bakterii Gram-
-dodatnich w glebie z dodatkiem kompostu stanowita
53% i byla ponad 3,5-krotnie wyzsza od ich biomasy
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w kontroli. Natomiast biomasy bakterii Gram-ujem-
nych, promieniowcow i grzybdw stanowity odpowied-
nio 30, 2,5 i 20% i byly 2-krotnie wyzsze niz w glebie
kontrolnej. Ponadto w glebie z dodatkiem kompostu
wykazano 4-, 3-, 2 i 1,5-krotny wzrost aktywno$ci enzy-
mow, odpowiednio arylsulfatazy, fosfatazy zasadowej,
B-glukozydazy i fosfatazy kwasnej w stosunku do ich
aktywnosci w kontroli. W innych badaniach Ascher
iin. [5] stwierdzili, ze biodostgpnos¢ As w glebie pod-
danej chemicznej stabilizacji przez okres 6 lat w obec-
nosci beringitu (5%) i Fe (0) (1%) oraz ich mieszaniny
byta mniejsza niz w kontroli (11,4 pmol kg™ s.m. gleby)
i wynosita odpowiednio 8,14, 0,63 i 0,88 pmol kg™ s.m.
gleby. Dodatkowo w liSciach sataty (Lactuca sativa L.)
po 2 miesigcach uprawy roslin w glebie z dodatkiem
Fe (0) oraz Fe(0) i beringitu wykazano, Ze st¢zenie As
bylto nizsze odpowiednio o 50 i 79% niz w liSciach
roslin kontrolnych. Ponadto w ukladach tych ozna-
czono ponad 2-krotnie wyzsza w odniesieniu do kon-
troli aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej, fosfodiesterazy,
B-glukozydazy i proteazy. W podobnych badaniach
dotyczacych wykorzystania Fe(0) (1%) i beringitu (5%)
oraz kompostu (5%) w dlugoterminowej (4 lata) fito-
stabilizacji wspomaganej gleby skazonej As Rajkumar
iwsp. [69] stwierdzili 2,5-4-krotny wzrost stezenia bio-
dostepnej frakeji tego metalu w stosunku do gleby kon-
trolnej. Jednoczesnie w glebie z tymi dodatkami ozna-
czono znacznie wyzsza aktywnos$¢ wybranych enzymow
glebowych w stosunku do kontroli. W szczegdlnosci
wprowadzenie wszystkich dodatkéw w postaci skoja-
rzonej wplyneto na wzrost aktywnos$ci w glebie fosfa-
tazy zasadowej (4-krotny), fosfodiesterazy (7-krotny),
B-glukozydazy (5-krotny) i ureazy (10-krotny). Dodatki
doglebowe stymulowaly réwniez wzrost 2 rodzimych
gatunkow roslin kloséwki welniastej (Holcus lanatus L.)
i sosny nadmorskiej (Pinus pinaster Aiton). Z kolei
bogactwo gatunkowe bakterii wyrazone wartosciami
indeksu Shannona bylo najwigksze w rekultywowanej
glebie wzbogaconej w kompost.

Z badan Kohlera i wsp. [39] wynika, ze aktywnosci
dehydrogenaz i fosfatazy kwasnej w glebie skazonej
Zn, Cd, Cu i Pb, pochodzacej z terenéw kopalni srebra
i poddanej fitostabilizacji wspomaganej, uzaleznione
byly takze od rodzaju dodatku doglebowego i gatunku
hodowanej roéliny. Najwigksza aktywno$¢ badanych
enzymow stwierdzono w glebie z dodatkiem sfermen-
towanego odpadu z przetwdrstwa buraka cukrowego,
a najmniejsza w glebie z dodatkiem kompostu zielo-
nego. Najwyzsza aktywnos$cig dehydrogenaz charakte-
ryzowala sie gleba z wysianym rodzimym gatunkiem
Bituminaria bituminosa L., natomiast aktywno$¢ fos-
fatazy byta najwyzsza w glebie z wysiang trawa Pip-
tatherum miliaceum L. Dla pordéwnania aktywno$ci
tych enzymoéw w kontroli byly nizsze o 47% dla dehy-
drogenaz i 0 19% dla fosfatazy. W innych badaniach
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Mingorance i wsp. [59] mierzyli z kolei aktywno$¢ dehy-
drogenaz i fosfatazy alkalicznej w glebie skazonej Zn
i Pb oraz stabilizowanej osadami §ciekowymi, na ktorej
prowadzili uprawy pomidora jadalnego (Lycopersicon
esculentum Mill.) i zycicy trwalej (Lolium perenne L.).
Podczas badan stwierdzili stymulujacy wplyw osadow
$ciekowych na aktywnosci oznaczanych enzymow gle-
bowych. Aktywnosci dehydrogenaz i fosfatazy zasado-
wej wzrastaly w glebie wraz z aplikowanym stezeniem
osadu. Ich aktywnosci w glebie z dodatkiem osadu
w najwyzszym stezeniu (10%) wynosily odpowiednio
3664 ug INTF g™' godz.™' 1 530 ug PNP g™! godz.™, nato-
miast w kontroli byly znacznie nizsze i wynosity 60 pg
INTF g godz.”' 12,63 pg PNP g godz.™ Istotny wplyw
na wzrost aktywnosci ureazy oraz fosfatazy w glebie
skazonej Cd w wyniku aktywnosci gérniczej miato row-
niez wzbogacenie jej w kompost oraz uprawa pszenicy
zwyczajnej (Triticum aestivum L.) [46]. W glebie tej
z dodatkiem kompostu w najwyzszej dawce (216 tha™)
w odniesieniu do kontroli oznaczono 4-krotnie wyz-
sz aktywno$¢ ureazy, natomiast po dodaniu kompo-
stu w najnizszej dawce (27 tha™) stwierdzono w niej
2-krotnie wyzszg aktywnos¢ fosfatazy. Podobny mate-
rial doglebowy w celu oceny jego wplywu na aktyw-
nos$¢ ureazy zastosowali Zornoza i wsp. [89]. Najwyzsza
aktywnos¢ enzymu oznaczyli w glebie z wysiang trawa
Piptatherum miliaceum L. i loboda solniskowa (Atriplex
halimus L.), natomiast w glebie kontrolnej ureaza byla
nieaktywna. Baker i wsp. [6] oceniali rowniez w glebie
skazonej Zn, Pb i Cd wplyw réznych stezen nawozu
krowiego na aktywnos¢ fosfataz kwasnej i zasadowej
w obecnosci prosa rézgowego (Panicum virgatum L.)
Stwierdzili, Ze dodanie nawozu w dawce 269tha™
powodowalo ponad 2-krotny wzrost aktywnosci fos-
fatazy zasadowej i ponad 3-krotny aktywnosci fosfa-
tazy kwasnej niz w glebie z dawka nawozu 45tha™.
Po 18 miesigcach eksperymentu aktywnosci fosfatazy
kwasnej i zasadowej w glebie z najwyzsza aplikowana
dawka nawozu wzrosly odpowiednio o 24% i 34%
w stosunku do ich aktywnosci w glebie kontrolne;j.
Badaniom dotyczgcym wplywu réznorodnych ma-
terialéw wprowadzanych do gleby na aktywnos¢ enzy-
matyczng i bioréznorodno$¢ funkcjonalng mikroorga-
nizméw towarzysza niejednokrotnie analizy biomasy
mikroorganizméw, oznaczanej na podstawie zawartosci
markerowych dla wybranych grup mikrobiologicznych
fosfolipidowych kwasow ttuszczowych (PLFAs) [25].
Przykladem takich badan moze by¢ analiza biomasy
bakterii i grzybow w glebie skazonej Pb-Ag i Zn z dodat-
kiem sfermentowanych odpadéw roslinnych i popiotu
lotnego [28]. Na podstawie analizy stezent markerowych
PLFAs dla bakterii, promieniowcow i grzybdw stwier-
dzono najwieksza biomase bakterii (383,60 ugkg™),
promieniowcow (39 ugkg™) i grzybow (9,30 pgkg™)
w glebie z dodatkiem odpadu organicznego, a najmniej-
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sz3 w glebie wymieszanej z popiolem (odpowiednio
174,00 pg kg™, 26,5 pgkg™ i 1,00 pug kg'). Z kolei Lee
i wsp. [42] obserwowali 2-krotny wzrost biomasy mikro-
organizméw w glebie z dodatkiem kompostu w poréow-
naniu z ich biomasa w glebie kontrolnej. Podobnie
Treonis i wsp. [81] stwierdzili wzrost calkowitej bio-
masy mikroorganizmoéw (o 37%) w nastepstwie wpro-
wadzenia do gleby kompostu zielonego w poréwnaniu
z ich biomasg w glebie kontrolnej. Odmienne natomiast
wyniki uzyskali Watzinger i wsp. [85], ktorzy po wpro-
wadzeniu do gleby wegla drzewnego stwierdzili spadek
catkowitego stezenia PLFAs izolowanych z gleby o 13%.

Przykladem innych badan, w ktérych przepro-
wadzono analizy PLFAs izolowanych bezpo$rednio
z gleby skazonej Zn i Pb, poddanej rekultywacji metoda
fitostabilizacji wspomaganej w warunkach in situ na
terenie kopalni, byl eksperyment Zornoza i wsp. [89].
Badano w nim wplyw nawozu zwierzecego dodanego
do gleby na biomas¢ mikroorganizméw. Wyniki tych
badan okazaly si¢ interesujace, poniewaz najwiekszg
biomase calkowitg bakterii oznaczono nie w glebie sta-
bilizowanej, ale w glebie kontrolnej skazonej metalami
(okoto 6,0 umol g™ C). W glebie tej biomasy bakterii
Gram-dodatnich (1,6 umolg™ C) i Gram-ujemnych
(1,4 umol g™' C) byly zblizone. Dla poréwnania zawar-
to$¢ calkowita PLFAs w rekultywowanej glebie wynosita
3-4pmol g™ C, niezaleznie od uprawianego gatunku
roéliny. Ponadto dominowaly w niej bakterie Gram-
-ujemne, ktérych biomasa zawierala si¢ w przedziale
0,5-0,9 umol g™! C. W innych badaniach Baker i wsp.
[6] oceniali miedzy innymi wplyw nawozu krowiego
dodanego do gleby zanieczyszczonej Zn, Pb i Cd na
sklad populacji mikroorganizméw. Rekultywacje
gleby prowadzono metoda fitostabilizacji wspomaga-
nej w miejscu pierwotnego skazenia z wykorzystaniem
prosa rozgowego (Panicum virgatum L.) Analiza pro-
fili PLFAs wykazala, ze w glebie z najwieksza dawka
materialu organicznego (269 tha™) biomasa mikro-
organizmoéw wynosila 80,3 umol kg™ s.m. gleby i byta
0 62% wyzsza niz w kontroli. W glebie tej dominowaty
bakterie, przy czym biomasa bakterii Gram-dodatnich
byta wigksza 0 36% niz Gram-ujemnych. Z gleby tej
wyizolowano réowniez najwig¢cej markerowych PLFAs
dla promieniowcdw i grzybow, ktdrych biomasy wyno-
sity odpowiednio 2,0 i 16,4 umol kg™ s.m. gleby i byly
wyzsze 0 40% i 47% niz w kontroli.

4. Wskazniki mikrobiologiczne a jakos¢ gleby

Koncepcja ,jakosci gleby” powstata w latach 90.
XX wieku. Termin ten definiowany jest jako ,zdol-
no$¢ gleby do pelnienia swoistych dla niej funkcji” lub
»stan funkcjonowania gleby odpowiedni do jej prze-
znaczenia® [38]. Dlatego tez w ocenie skutecznosci
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podjetych dzialan w oczyszczaniu gleby skazonej
metalami cigzkimi powinno sie uwzglednia¢ nie tylko
parametry fizyczne gleby, ale takze czynniki chemiczne
i biologiczne [29, 59]. Dotychczas nie opracowano uni-
wersalnej formuly pozwalajacej w sposob mierzalny
przedstawic jakos¢ gleby. Przyczyna tego moze by¢ brak
standaryzacji wielu metod, powszechne stosowanie roz-
nych metod na $wiecie, a takze heterogeniczno$¢ gleby
i warunki naturalne (ro$linno$¢ i klimat) [8].

Z danych literaturowych wynika, ze do oceny ja-
kosci gleby mozna stosowa¢ rdzne wskazniki. Jednym
z nich jest indeks jakosci gleby, definiowany jako naj-
mniejszy zestaw parametrow gleby, ktore w powigzaniu
ze sobg dostarczaja informaciji o jej jakosci i zdolnosci
pelnienia okreslonej funkgcji. Parametry te obejmuja
najczesciej: odczyn pH, zawarto$¢ substancji orga-
nicznych, biomase mikroorganizmoéw, wydajnos¢ pro-
cesdw oddechowych oraz aktywnos$¢ enzymatyczna.
Dotychczas wsrod tych parametréw w charakterze
jednej ze zmiennych indeksu jakos$ci gleby nie znala-
zty zastosowania wskazniki molekularne. Takie wskaz-
niki moglyby by¢ niezwykle przydatne w ustaleniu roli
konkretnych mikroorganizméw w glebie oraz w selekcji
kluczowych enzymoéw zwigzanych z funkcjonowaniem
gleby. Opracowanie takich wskaznikéw prawdopodob-
nie bedzie mozliwe dzigki osiggnieciom wspolczesnej
genomiki, transkryptomiki i proteomiki [8].

Innym wskaznikiem zaproponowanym przez Wysz-
kowska i Wyszkowskiego [87] w badaniach wptywu Cd
i Mg na aktywno$¢ enzymoéw w glebie jest wskaznik
zyznosci gleby M, (soil fertility index). Jest on iloczy-
nem procentowej zawartosci wegla organicznego (%C)
i sumy aktywnosci ureazy, dehydrogenaz, fosfatazy
alkalicznej i kwasnej. Kolejnym wskaznikiem jakosci
gleby, opracowanym we wczesnych latach 90., jest
indeks jakosci gleby SQI (soil quality index), bedacy
sumg i-tego wskaznika wyrazonego jako iloczyn wspot-
czynnika regresji i linearnej lub nielinearnej wartosci
i-tego wskaznika [55, 76]. Jako$¢ gleby mozna takze
wyraza¢ indeksem zmian w glebie SAI (soil alteration
index), w ktérym zmiennymi mogg by¢ aktywnosci
wybranych enzyméw glebowych lub stezenie okreslo-
nych fosfolipidowych kwasow tluszczowych (PLFAs).
Indeks ten jest suma iloczynu wspotczynnika a rowna-
nia korelacji kanonicznej (raw canonical coefficients)
i aktywnosci enzymoéw/stezenn PLFAs istotnych staty-
stycznie w danych badaniach [66, 67].

Wyszkowska i Wyszkowski [87] na podstawie war-
tosci indeksu M, stwierdzili mniejszg zyzno$¢ gleby
w obecnosci Cd. Poza tym nie stwierdzili wptywu ogra-
niczenia mobilnosci tego metalu w glebie na jej Zyzno$¢.
Puglisi i wsp. [67] wykazali wzrost wartosci SAI w gle-
bie pochodzacej z terendw kopalnianych, na ktérych
prowadzono zabiegi zmierzajace do przywrdcenia
szaty ro$linnej. Z kolei w innych badaniach indeks SAI
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przyjmowal nizsze wartos$ci dla gleb poddanych dziatal-
nosci antropogenicznej i intensywnemu nawozeniu niz
dla gleb niezmienionych dziatalnoscig cztowieka [66].
Jedynym opracowanym indeksem wigzacym para-
metry fizykochemiczne z biologicznymi jest indeks
jakosci gleby SQI. Badania Erkossa i wsp. [22] wyka-
zaly najwigkszy wzrost jakosci gleby po wzbogaceniu
jej w nawoz organiczny w pordwnaniu z innymi gle-
bami poddanymi réznym zabiegom antropogenicznym.
Indeks SQI znalazt rowniez zastosowanie w badaniach
dotyczacych oceny wplywu rodzaju uprawianych roslin
[77], czestotliwosci [4] i rodzaju nawozenia [56] na
jakos¢ gleby. Pomimo, ze autorzy réznych doniesien
zwracajg uwage na istotno$¢ wyznaczania jakosci gleby
w oparciu o parametry fizyczne, chemiczne i biolo-
giczne, to nie jest to powszechnie stosowana praktyka.

5. Przyklady in situ fitostabilizacji wspomagane;j

Fitostabilizacja wspomagana znalazla gléwnie za-
stosowanie w remediacji gleb terendw dziatalnosci
powydobywczej i hutniczej. Byla i jest ona szeroko
praktykowana w wielu krajach Unii Europejskiej oraz
w innych czg¢éciach $wiata. Badania w tym zakresie sg
jednak ograniczone czg$ciej do kontrolowanych warun-
koéw laboratoryjnych niz do eksperymentéw polowych.
Takie badania pilotazowe majg swoje uzasadnienie,
gdyz umozliwiajg poznanie loséw zanieczyszczen w gle-
bie i optymalizacje fitotechnologii przed jej praktycz-
nym zastosowaniem, ale niejednokrotnie nie sg wdra-
zane na szerszg skale [7].

Mimo potwierdzonej w wielu badaniach labora-
toryjnych skutecznosci fitostabilizacji wspomaganej
w remediacji gleb skazonych metalami ciezkimi, wcigz
niewiele jest publikacji na temat jej stosowania i efek-
tywnosci w warunkach polowych. Pavel i wsp. [64]
przeprowadzili badania w warunkach in situ na tere-
nach przyleglych do zamknietej huty cynku i ofowiu
w Rumunii. Autorzy pracy zmieszali glebe z czerwonym
szlamem i zalozyli na niej plantacje trawy miskanta
chinskiego (Miscanthus giganteus L.) W wyniku tych
zabiegdw udalo si¢ zmniejszy¢ stezenia biodostepnych
frakcji Pb, Cd i Zn w glebie oraz uzyska¢ zmniejszona
akumulacje metali cigzkich w korzeniach i czesciach
nadziemnych trawy. W innych badaniach prowa-
dzonych bezposrednio na terenach skazonych odcie-
kami kopalnianymi w Hiszpanii oceniano potencjat
kompostu bogatego w kwasy humusowe, leonardytu
o duzej zawartoéci kwaséw humusowych oraz wapna
jako stabilizatoréw Cd, Cu i Zn w glebie [88]. Apli-
kacja tych materiatéw nie tylko znaczaco wplynela
na zmniejszenie stezen biodostepnych frakcji metali
cigzkich w skazonej glebie, ale rowniez spowodowata
ekspansje endemicznego gatunku Cyndona dactylon L.
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na objetym badaniami terenie. Ponadto stwierdzono,
ze w obecnosci kompostu akumulacja CuiZn w tkan-
kach nadziemnych tej rosliny byla niewielka. Fitosta-
bilizacje wspomagang wykorzystano rowniez w warun-
kach polowych w Afryce do remediacji terendéw silnie
zanieczyszczonych Cu w wyniku dziatania huty [76].
Dodany do gleby wapien i kompost ograniczyty w niej
mobilno$¢ jondéw tego metalu. Dodatki doglebowe
stymulowaly takze wzrost rodzimej rosliny Microchloa
altera Rendle i ograniczaty poziom akumulacji Cu w jej
lisciach. Probe immobilizacji Cd w glebie na terenie
kopalni w Chinach poprzez intensywne jej nawozenie
kompostem i uprawe pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.) podjeli Li i wsp. [46]. Z badan tych wynika,
ze zabiegi te doprowadzily do redukcji biodostepnej
frakcji Cd w glebie oraz zmniejszenia akumulacji tego
metalu w fodygach roslin.

6. Podsumowanie

Zanieczyszczenie gleby metalami cigzkimi stanowi
powazny problem ekologiczny, wymagajacy nie tylko
monitorowania ich loséw w $rodowisku, ale takze
opracowania i wdrazania innowacyjnych rozwigzan
ich eliminacji i detoksykacji. Sposréd réznych metod
titotoremediacji obiecujaca technologia w ogranicza-
niu mobilnosci metali cigzkich w glebie jest fitostabi-
lizacja wspomagana, wykorzystujaca zdolnosci roslin
do redukgji stezen bioprzyswajalnych zanieczyszczen
w obecnosci réznych dodatkéw doglebowych. Klu-
czowe znaczenie w intensyfikacji procesow usuwania
metali z gleby oraz poprawy jej jako$ci ma dokladne
poznanie relacji pomigdzy mikroorganizmami a rosli-
nami, zbadanie mechanizméw unieruchamiania
metali w obecno$ci réznych materialéw oraz okres-
lenie wplywu czynnikéw srodowiskowych na zakres
tych zaleznosci i przebieg proceséw. Znajomo$¢ takich
zagadnien jest niezbedna, aby rekultywowa¢ skazone
gleby zgodnie z unijnymi i krajowymi programami oraz
strategiami w dziedzinie ochrony gleb i zapobieganiu
dalszemu jej zanieczyszczeniu.

Aby okresli¢ stopien efektywnosci podjetych dziatan
bioremediacyjnych na danym terenie z praktycznego
punktu widzenia istnieje potrzeba wdrazania dlugo-
terminowego monitoringu ekologicznego. Monitoring
obejmuje systematyczne prowadzenie empirycznych
pomiaréw wybranych parametréw i ich analize przez
okres minimum 10 lat. Taki dlugoterminowy program
jest potrzebny, aby regularnie oceniaé efekt zanie-
czyszczenia na zdrowie ludzi i srodowisko [3, 19, 47].
Rozszerzeniem monitoringu ekologicznego jest zapro-
ponowany przez Lindenmayera i wsp. [48] tzw. ,,moni-
toring adaptacyjny”. Obejmuje on powtarzajace si¢
cyklicznie w trakcie trwania remediacji danego obszaru
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nastepujace dzialania: rozwdj modeli koncepcyjnych,
projektowanie eksperymentu, zbidr i analize danych
oraz ich interpretacje. ,,Monitoring adaptacyjny” jest
jedyna koncepcja, ktdra moze si¢ rozwija¢ w odpowie-
dzi na pojawiajgce sie problemy, nowe informacje, sytu-
acje lub warunki i wprowadza¢ w trakcie jego trwania
stosowne rozwigzania.
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