POST. MIKROBIOL,,
2016, 55, 2, 147-156
http://www.pm.microbiology.pl

MIKROORGANIZMY W BIOAUGMENTAC]I
ZANIECZYSZCZONYCH SRODOWISK

Agnieszka Mrozik'

! Katedra Biochemii, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wptyneto w lipcu 2015 1.
Zaakceptowano w styczniu 2016 1.

1. Wprowadzenie. 2. Mikroorganizmy w bioaugmentacji. 2.1. Pojedyncze szczepy. 2.2. Konsorcja mikroorganizméw. 2.3. Mikroorganizmy
modyfikowane genetycznie. 3. Sposoby dostarczania mikroorganizméw do $rodowiska. 4. Czynniki ograniczajace bioaugmentacje.
5. Podsumowanie

Microorganisms in bioaugmentation of polluted environments

Abstract: Bioaugmentation is defined as a technique for improving the degradative capacity of contaminated soil and water by adding
selected strains or consortia of microorganisms. In the treatment of environmental pollution by microorganisms, three approaches can
be distinguished: autochthonous bioaugmentation, in which microorganisms isolated from contaminated site as an enriched culture
are reinjected to the original environment; allochthonous bioaugmentation (bioenrichment), in which seeding material is isolated from
another place and gene bioaugmentation, in which genetically engineered microorganisms equipped with genes encoding proteins
related to some desired function are introduced into polluted site. In the selection of proper culture for biougmentation, the following
features of microorganism should be taken into consideration: fast growth, ease of culivation, capacity to withstand high concentration of
contaminants and the ability to survive in a wide range of environmental conditions. The enhancement of bioaugmentation may be also
achieved by delivering microorganisms on various carriers or by the use of activated soil. The efficiency of bioaugmentation is determined
by abiotic and biotic factors. The first include chemical structure of contaminants, their concentration and bioavailability as well as
fluctuations or extremes in temperature, pH and nutrients level. Among biotic factors, the most important are the interactions between
autochthonous and added microorganisms such a competition, predation and bacteriophages. Numerous studies have demonstrated that
bioaugmentation is a promising technology in remediation of soil, water and sediments polluted with polycyclic aromatic hydrocarbons,
nitrophenols, polychlorinated biphenyls, chlorophenols, crude oil, diesel oil and several pesticides.

Introduction. 2. Microorganisms in bioaugmentation. 2.1. Single strains. 2.2. Consortia of microorganisms. 2.3. Genetically engineered

microorganisms. 3. Methods for delivering microorganisms into environment. 4. Factors limiting bioaugmentation. 5. Summary

Stowa kluczowe: bioaugmentacja, mikroorganizmy, zanieczyszczenia

Key words: bioaugmentation, microorganisms, pollutants

1. Wprowadzenie

Wzrost zanieczyszczenia $rodowiska zwigzkami
ropopochodnymi, polichlorowanymi bifenylami (PCB),
wielopierscieniowymi weglowodorami aromatycznymi
(WWA), nitro- i chlorofenolami, pestycydami, farma-
ceutykami oraz metalami cigzkimi stwarza konieczno$¢
stosowania skutecznych metod ich detoksykacji i/lub
eliminacji. Aby ograniczy¢ ilo$¢ zwigzkow toksycznych
w roznych ekosystemach nalezy wdraza¢ przyjazne $ro-
dowisku technologie, tafisze od metod fizykochemicz-
nych i bardziej efektywne w przywracaniu $rodowiska
do stanu wiasciwego.

Obiecujaca technologia wspomagajaca usuwanie
zanieczyszczen z gleby, wody, osadow dennych czy cie-
koéw jest bioaugmentacja. Polega ona na wprowadzeniu
do skazonych miejsc wyselekcjonowanych mikroorga-
nizméw w celu wzmocnienia naturalnej aktywnosci
degradacyjnej rodzimej mikroflory [19, 30, 45, 68]. Sto-
sowanie bioaugmentacji zaleca si¢ wtedy, gdy liczba

mikroorganizméw autochtonicznych degradujacych
okreslone zanieczyszczenie jest zbyt mala do ich elimi-
nacji oraz w miejscach skazonych mieszaninami roz-
nych toksycznych zwiazkéw, wymagajacych dtuzszego
czasu aklimatyzacji i adaptacji inokulantéw do rozktadu
poszczegolnych zanieczyszczen [22]. Powinno si¢ ja
réwniez stosowac na obszarach, na ktérych koszty usu-
wania zanieczyszczen metodami fizykochemicznymi
znacznie przewyzszajg koszty bioaugmentacji. Mikro-
organizmy mozna wykorzystywac w charakterze inoku-
lum zaréwno w miejscu skazenia (in situ), jak i w spe-
cjalnie wyznaczonym do tego celu miejscu (ex situ).
Dodatkowo bioaugmentacj¢ coraz czesciej laczy sie
z innymi metodami bioremediacji inzynieryjnej w celu
intensyfikacji rozkladu zanieczyszczen, na przyklad
z biostymulacja czy biowentylacja [1, 28, 48, 51, 66].
Bioaugmentacja nie jest nowg metoda. Od wielu lat
jest praktykowana w rolnictwie, lesnictwie i oczyszcza-
niu $ciekéw. Pierwsze proby inokulacji gleby przez zasie-
dlajagce korzenie roslin straczkowych bakterie z rodzaju
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Rhizobium przeprowadzono w XIX wieku. W pozniej-
szym czasie podejmowano réwniez proby bioaugmen-
tacji gleby z uzyciem bakterii Azotobacter i Azospiril-
lum spp. w celu zwiekszenia plonéw roélin uprawnych
[43]. Innym sposobem intensyfikacji zbioréw bylo
takze zaszczepianie nasion roélin uprawnych mikro-
organizmami promujgcymi wzrost roélin (plant-growth-
-promoting microorganisms) lub mikroorganizmami
chronigcymi rosliny przed atakiem patogendéw (plant-
-protecting microorganisms) [6, 27]. Pierwsza natomiast
zakonczong sukcesem eksperymentalng bioaugmentacije
wod podziemnych skazonych trichloroetylenem z uzy-
ciem bakterii Ralstonia eutropha KT-2 przeprowadzili
w 2000 roku w Japonii Nakamura i wsp. [47].

2. Mikroorganizmy w bioaugmentacji

Mikroorganizmy w poréwnaniu z innymi orga-
nizmami charakteryzuja si¢ wyjatkowa zdolnosciag
adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow s$rodowi-
skowych i wykorzystywania zwigzkéw toksycznych
jako substratow energetycznych i budulcowych. Dzieki
tym zdolnosciom zaangazowane sg w procesy transfor-
magji i/lub eliminacji tych zwiazkow z zanieczyszczo-
nych $rodowisk.

Dobér odpowiednich szczepéw do bioaugmentacji
nie jest zadaniem tatwym. Praktyczne ich wykorzysta-
nie poprzedza zmudny etap ich izolacji, identyfikacji
i oceny aktywnosci degradacyjnej komoérek w stosunku
do konkretnego zanieczyszczenia. Idealne mikroorga-
nizmy do bioaugmentacji powinny charakteryzowac sie
niezbyt dlugim czasem generacji, odpowiednia szyb-
koscig dziatania, mobilnoscia, zdolnoscig do adhezji
i chemotaksji dodatniej w kierunku atraktanta, odpor-
noscig na zmiany czynnikéw srodowiskowych oraz nie-
wielkim kosztem ich uzyskania [45, 60, 65].

Znanych jest kilka sposobdw selekeji mikroorganiz-
mow do bioaugmentacji. Jednym z nich jest izolacja
mikroorganizméw o pozadanych wlasciwosciach z za-
nieczyszczonego $rodowiska, namnozenie w warun-
kach laboratoryjnych i ponowne wprowadzenie do
miejsca, z ktérego naturalnie pochodzily. Zabieg ten
nosi nazwe bioaugmentacji autochtonicznej lub reino-
kulacji mikroorganizmami autochtonicznymi (auto-
chthonous bioaugmentation; re-inoculation) [21, 25,
39]. Mozna réwniez wprowadzaé wyselekcjonowane
mikroorganizmy do miejsc, w ktérych zwiazek stano-
wigcy skazenie ma podobne wiasciwosci chemiczne do
tego, jaki zanieczyszczal pierwotne zrédlo ich pocho-
dzenia. Metoda ta znana jest pod nazwa bioaugmenta-
cji allochtonicznej lub biowzbogacenia (allochthonous
bioaugmentation; bioenrichment) [3, 55]. Kolejna stra-
tegi jest introdukcja do srodowiska mikroorganizmow
zmodyfikowanych genetycznie (GEM) o wzmozonej
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Rys. 1. Rodzaje bioaugmentacji jako jednej z metod bioremediacji
inzynieryjnej (opracowanie wasne)

aktywnosci degradacyjnej, czy wprowadzanie wektordw
niosacych geny kodujgce enzymy szlakow katabolicz-
nych réznych zwigzkéw, co nosi nazwe bioaugmentacji
genetycznej (gene bioaugmentation) [16, 25, 32, 50].
Istnieje takze mozliwos$¢ stosowania gotowych prepara-
téw handlowych (np. B8, B10 i Devoroil), zawierajacych
mikroorganizmy i/lub biosurfaktanty [23, 58]. Opisane
rodzaje bioaugmentacji ilustruje Rys. 1.

W bioaugmentacji stosuje si¢ gloéwnie bakterie
Gram-ujemne z rodzajow: Pseudomonas [29, 69],
Sphingobium [12], Novosphingobium [11], Burkholde-
ria [36], Alcaligenes [26] czy Achromobacter [54]. Poza
nimi coraz powszechniej stosowane sg bakterie Gram-
-dodatnie, reprezentowane przez rodzaje: Rhodococ-
cus [32, 72], Bacillus [14] czy Paracoccus [64]. Mozna
réwniez introdukowa¢ do skazonych srodowisk grzyby
mikroskopowe z rodzajow: Achremonium [57], Asper-
gillus [15], Penicillium [40] i Mucor [62]. Zaden z tych
mikroorganizméw nie jest uniwersalnym dla potrzeb
bioaugmentacji, cho¢ wiele z nich przejawia rézno-
rodne cechy metaboliczne i jest zdolnych do degradacji
szeregu roznych zanieczyszczen.

2.1. Pojedyncze szczepy

W ciagu ostatnich kilku lat przeprowadzono wiele
badan dotyczacych intensyfikacji rozkladu WWA,
PCB, BTEX, pestycydoéw, herbicydow, zwiazkéw ropo-
pochodnych i skladnikéw oleju napedowego z wyko-
rzystaniem pojedynczych szczepow bakterii (Tabela I).
Teng i wsp. [64] po inokulacji gleby silnie skazonej
WWA szczepem Paracoccus sp. HPD-2 uzyskali po
28 dniach eksperymentu spadek ogodlnej zawartosci
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Tabela I
Pojedyncze szczepy bakterii i grzybéw w bioaugmentacji skazonych srodowisk
Mikroorganizm Zanieczyszczenie Lokalizacja Zrodlo
Pseudomonas sp. WBC-3 paration gleba, Chiny [69]
Sphingobium sp. 22B fenantren gleba, Argentyna [39]
Burkholderia xenovorans LB400 | PCB gleba, USA [36]
Bacillus sp. PS11 fenol gleba, Serbia [14]
Amycolatopsis tucumanensis Cu gleba, Argentyna (2]
Paracoccus sp. HPD-2 WWA gleba, Chiny [64]
Novosphingobium DY4 2,4-D gleba, Chiny [11]
Pseudomonas sp. JS150 fenol gleba, Polska [46]
Aspergillus niger ARIFCC 1053 | endosulfan gleba, Turcja (7]
Lentinus crinitus CCIBt2611 PCP gleba, Brazylia (4]
Phanerochaete velutina FBCC941 | WWA gleba, Finlandia [70]
Pseudomonas monteilli SB3078 | BTEX osad czynny, Dania [17]
Rhodococcus sp. YYL tetrahydrofuran osad czynny, Chiny [72]
Sphingomonas sp. TrD23 triklosan osad czynny, USA [74]
Sphingobium sp. BiD32 bisfenol A osad czynny, USA [74]
Alcanivorax borkumensis SK2* ropa naftowa woda morska, Wlochy [28]

Objasnienia: PCB - polichlorowane bifenyle; WWA - wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne;
2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy; PCP - pentachlorofenol;
BTEX - mieszanina benzenu, toluenu, etylobenzenu i ksylenow

wszystkich WWA o 23,2% w stosunku do ich steze-
nia wyjsciowego, w tym zwigzkow 3-, 4- i 5-pierscie-
niowych odpowiednio o 35,1; 20,7 i 24,3%. W innych
badaniach Dai i wsp. [11] bioaugmentowali glebe
skazong herbicydem - kwasem 2,4-dichlorofenoksy-
octowym (2,4-D) z uzyciem nowo odkrytego szczepu
bakterii Novosphingobium DY-4. Po inokulacji gleby
tymi bakteriami stwierdzili 95% ubytek 2,4-D apliko-
wanego do gleby w stezeniu 200 mg/kg gleby w ciggu
5-7 dni. Zakonczong sukcesem bioaugmentacje gleby
skazonej pestycydem parationem metylu z uzyciem
szczepu Pseudomonas sp. WBC3 przeprowadzili Wang
iwsp. [69]. W ciagu 15 dni uzyskali catkowity rozklad
tego zwigzku w stezeniu 0,536 mg/s.m gleby w glebie
inokulowanej bakteriami, podczas gdy w glebie kon-
trolnej rozklad zachodzil wolniej i towarzyszyt mu
systematyczny wzrost stezenia p-nitrofenolu, glow-
nego intermediatu posredniego rozkladu parationu.
Pomyslnie zakoniczong bioaugmentacje gleby skazonej
pentachlorofenolem (PCP) w stezeniu 100 ug/g gleby
z uzyciem szczepu Sphingobium chlorophenolicum
przeprowadzili Dams i wsp. [12]. Wykazali, ze w glebie
bioaugmentowanej tymi bakteriami w ciagu 2 tygodni
ubyto okoto 80% wprowadzonej dawki PCP, podczas
gdy w glebie niebioaugmentowanej — okoto 40%. Bio-
augmentacje gleby skazonej fenantrenem (2 g/kg s.m.
gleby) z uzyciem autochtonicznego, wysoce odpornego
na susz¢ szczepu Sphingobium sp. 22B oraz tej samej
gleby dodatkowo poddanej biostymulacji przeprowa-

dzili Madueno i wsp. [39]. Z badan tych wynika, ze
rozklad fenantrenu w glebie inokulowanej bakteriami
i poddanej biostymulacji (BB) oraz w glebie biostymu-
lowanej, niebioaugmentowanej (BN) zalezal od zawar-
tosci w nich wody. Przy wilgotnosci gleby 10% w ciagu
150 dni nie obserwowano rozkladu tego zwigzku w obu
glebach, natomiast po jej zwiekszeniu w dniu 150 z 10
do 15% w glebie BB w ciggu 11 dni ubylo okolo 50%
wprowadzonej dawki fenantrenu, a w dniu 200-95%.
W glebie BN w tym samym czasie ubyto 5 i 95% wyjs-
ciowego stezenia tego zwigzku. Wyniki te wskazuja, ze
skuteczniejszym od biostymulacji rozwigzaniem w eli-
minacji fenantrenu z gleby byla bioaugmentacja potg-
czona z biostymulacja.

2.2. Konsorcja mikroorganizméw

Inng strategia bioaugmentacji jest wprowadzanie
do zanieczyszczonych $rodowisk mieszanych konsor-
cjow mikroorganizméw (Tabela II). Wedtug Heinaru
i wsp. [29] konsorcja efektywniej degradujg zanieczysz-
czenia, gdyz zdolnosci degradacyjne poszczegdlnych
szczepOw moga sie uzupetniaé. Oznacza to, ze pro-
dukty posrednie rozkladu poszczegolnych zwigzkow
przez jedne szczepy moga by¢ dalej metabolizowane
przez inne szczepy. Chi i wsp. [9] wprowadzili konsor-
cjum trzech szczepoéw: Pseudomonas sp. WBC-3 roz-
ktadajacego p-nitrofenol, Cupriavidus necator JMP134
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Tabela II
Konsorcja mikroorganizméw w bioaugmentacji skazonych $rodowisk

Konsorcjum Zanieczyszczenie Lokalizacja Zrédto
Cupriavidus necator JMP134, Pseudomonas sp. WBC-3 i Alcaligenes sp. NyZ215 | p-nitrofenol, gleba, Chiny [9]
m-nitrofenol
o-nitrofenol
B. subtilis, P. fluorescens, Streptococcus faecalis i Candida tropicalis ropa naftowa gleba, Chiny [51]
Aeromonas hydrophila, Alcaligenes xylosoxidans, Gordonia sp., olej napedowy | gleba, Polska [63]
P fluorescens, P. putida, Rhodococcus equi, Stenotrophomonas maltophilia
i Xantomonas sp.
P, aeruginosa, Achromobacter xylosoxidans i Ochrobactrum intermedium diesel biodisel gleba, Brazylia [10]
Rhodococcus ruber P25 i Microbacterium sp. B51 PCB gleba, Rosja [18]
Konsorcjum ASP fenantren gleba, Indie (49]
Rhizopus sp., Penicillium funiculosum i Aspergillus sydowii ropa naftowa gleba, Meksyk [40]
Bacillus B1E, B5A i B3G, Chromobacterium sp. 4015 WWA gleba, Brazylia [57]
Enterobacter aglomerans B1A, Achremonium sp., Aspergillus sp. i Verticillum sp.
B. subtilis DM-4 i P. aeruginosa M i NM ropa naftowa gleba, Indie [13]
P fluorescens T1, P. diminuta T2, P. fluorescens T3, Burkholderia pseudomalleii T4, | HCH gleba, Indie (8]
P, putida T5, Flavobacterium sp. T6, Vibrio alginolyticus T7, P. aeruginosa T8,
P stutzeri T9 i P, fluorescens T10
Konsorcjum ENEA-LAMOSS (12 szczepow allochtonicznych) olej napedowy, | gleba, Wlochy [61]
Pb, Zn
Rhodococcus sp. YYL, B. cereus MLY1 i B. aquimaris MLY2 tetrahydrofuran | osad czynny, Chiny (72]
A. borkumensis SK2" i Thalassolituus oleivorans MIL-17 ropa naftowa woda morska, Wlochy | [28]

Objasnienia: PCB - polichlorowane bifenyle; WWA - wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne; HCH - heksachlorocykloheksan

degradujacego m-nitrofenol i Alcaligenes sp. NyZ215
metabolizujacego o-nitrofenol do gleby skazonej mie-
szaning wszystkich izomeréw nitrofenolu w stezeniu
40 pg/g gleby kazdy. Uzyskali w ten sposob catkowity
ich rozklad w ciagu 8 dni, podczas gdy w glebie kon-
trolnej w 30 dniu oznaczyli 29% wyjs$ciowego stezenia
kazdego z tych izomeréw. W innych badaniach Szulc
i wsp. [63] przeprowadzili w warunkach polowych
bioaugmentacje¢ gleby skazonej olejem napedowym
w stezeniu 8500 mg/kg gleby z uzyciem konsorcjum
bakterii: Aeromonas hydrophila, Alcaligenes xylosoxi-
dans, Gordonia sp., Pseudomonas fluorescens, P. putida,
Rhodococcus equi, Stenotrophomonas maltophilia oraz
Xantomonas fluorescens. Po 365 dniach eksperymentu
stwierdzili 95% ubytek zanieczyszczen w glebie inoku-
lowanej bakteriami, podczas gdy w glebie nieinoku-
lowanej ubylo w tym czasie okoto 50%. Dodatkowo
wykazali w osobnym eksperymencie, ze dodatek do
gleby bioaugmentowanej biosurfaktantéw (ramnolipi-
dow) nie miat znaczacego wplywu na tempo rozktadu
oleju napedowego. Synergistyczny efekt 3 gatunkow
bakterii: Bacillus subtilis, P. fluorescens i Streptococcus
faecalis oraz grzyba Candida tropicalis w degradacji
16 réznych WWA (skladnikéw ropy naftowej) w gle-
bie poddanej bioaugmentacji i biostymulacji obserwo-
wali Qiao i wsp. [51]. Biostymulacja polegata na doda-
niu do skazonej gleby komercyjnego nawozu (NPK),

wegla brunatnego w postaci popiotu lub organicznych
$ciekéw przemystowych (NovoGro) oraz wszystkich
tych materialéw réwnocze$nie. Najwyzsza wydajnos¢
rozkladu 2-, 3- i 4- oraz 5- i 6-pierScienowych WWA,
wynoszaca odpowiednio 35, 70 i 45%, uzyskali w glebie
poddanej bioaugmentacji oraz biostymulacji z uzyciem
wszystkich 3 preparatéw. Znane sg rowniez przyktady
inokulacji osaddéw czynnych wybranymi szczepami bak-
terii. Yao i wsp. [72] introdukowali szczepy Rhodococ-
cus sp. YYL, Bacillus cereus MLY1 i B. aquimaris MLY2
do osadu czynnego zanieczyszczonego syntetycznymi
$ciekami zawierajacymi tetrahydrofuran (THF) w ste-
zeniu 20 mM. Stwierdzili, ze szczep YYL dominowatl
w osadzie i kolonizowal powierzchni¢ klaczkéw jedynie
w obecnosci dwdch pozostatych szczepéw, natomiast
gdy introdukowano go indywidualnie nie wykazywat
takiej zdolnosci. Wynikiem kolonizacji i dominacji tego
szczepu byla efektywna eliminacja zastosowanej dawki
THF (95%) w ciagu 20 dni. Z kolei Hassanshahian
i wsp. [28] przeprowadzili bioaugmentacje i biostymu-
lacje naturalnej wody morskiej zanieczyszczonej ropa
naftowg (1000 ppm) z uzyciem odpowiednio 2-sktadni-
kowego konsorcjum bakterii Alcanivorax borkumensis
SK2" i Thalassolituus oleivorans MIL-1" oraz sktadnikow
nieorganicznych (KH,PO, NH Cl i NaNO,). Z badan
tych wynika, ze biostymulacja okazala si¢ skutecz-
niejszym zabiegiem w redukcji zanieczyszczen niz bio-
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Tabela III
Genetycznie modyfikowane mikroorganizmy w bioaugmentacji skazonych $rodowisk
Mikroorganizmy/wektory Wektory/geny kataboliczne Zanieczyszczenia Lokalizacja Zrédto
E. coli HB101 (pJP4) plazmid pJP4 2,4-D gleba, Japonia [33]
P putida BBC443 plazmid TOL, gfp mut3b toluen gleba, USA [32]
P. putida PAW 340/pDH5 | plazmid pDH5 4-CBA gleba, Wlochy [41]
P, fluorescens MP megaplazmid pJS1 2,4-DNT gleba, Argentyna [44]
P. fluorescens RE geny dntABDEG 2,4-DNT gleba, Argentyna [44]
P. putida KT2442 plazmid pNF142::TnMod-OTc | naftalen gleba, Rosja [20]
B. xenovorans LB400 (ohb) | ohb operon w wektorze pRT1 | Aroclor 1242 osad denny, USA [53]
pDOC plazmid pDOC, gfp* chlorpyrifos gleba, Chiny (73]

Objasénienia: 2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy; 4-CBA - kwas 4-chlorobenzoesowy; 2,4-DNT - 2,4-dinitrotoluen

augmentacja. W glebie poddanej biostymulacji roz-
kfad weglowodoréw ropopochodnych nastgpit w 80%,
a w glebie bioaugmentowanej w 70%. Dla poréwnania
inokulacja wody pojedynczym szczepem A. borkumen-
sis SK2" okazala si¢ najskuteczniejszym sposobem eli-
minacji zanieczyszczen (90%).

2.3. Mikroorganizmy modyfikowane genetycznie

W bioaugmentacji zanieczyszczonych $rodowisk
mozna réwniez stosowa¢ mikroorganizmy modyfi-
kowane genetycznie (GEM) o wzmozonej aktywnosci
degradacyjnej (Tabela III). Takie szczepy pozyskuje
sie droga mutagenezy losowej i indukowanej oraz
konstruuje metodami inzynierii genetycznej. Lipthay
i wsp. [37] inokulowali glebe szczepem E. coli HB101,
bedacej gospodarzem plazmidu pRO103, zawierajacego
gen dioksygenazy kwasu 2,4-D-dichlorofenoksyoctow-
wgo/2-oksoglutarowego. W wyniku transferu tego plaz-
midu do szczepu R. eutropha uzyskali transkoniuganty
R. eutropha (pRO103), ktdre lepiej przezywaly w glebie
i przeprowadzaly szybciej rozklad wprowadzonego do
niej kwasu 2,4-D niz komoérki bezplazmidowe. Wydaj-
niejsza mineralizacje kwasu 4-chlorobenzoesowego
(4-CBA) w glebie inokulowanej dzikim szczepem
Arthrobacter sp. FG1 i modyfikowanym genetycznie
P putida PaW340 (pDH5) obserwowali takze Massa
i wsp. [41]. Uzyskane rekombinanty Arthrobacter sp.
FG1 (pDH5) z genem dehalogenazy efektywniej roz-
kiadaly 4-PCB niz w glebie inokulowanej pre-adapto-
wanym, dzikim szczepem. W innych badaniach Inoue
i wsp. [33] wprowadzili do gleby skazonej 2,4-D szczepy
E. coli z plazmidem pJP4 i Pseudomonas sp. KT2440.
Plazmid ten zawieral geny kodujgce enzymy rozkladu
2,4-D do 2-chloromaleilooctanu oraz geny opornosci
na rte¢. Mimo, ze liczebnos$¢ inokulantéw drastycznie
malala po wprowadzeniu do gleby, stwierdzono wzrost
tempa rozktadu 2,4-D, bedacy wynikiem transferu plaz-

midu do szczepéw naturalnie zasiedlajacych glebe.
Wisrdd biorcow plazmidu znalazly sie szczepy auto-
chtoniczne z rodzaju Burkholderia oraz allochtoniczny
szczep Pseudomonas sp. KT2440. Podobne zjawisko
w wyniku bioaugmentacji sterylnej gleby skazonej
toluenem (4 mg/1) z uzyciem szczepu P, putida BBC443
niosacego plazmid TOLgfpmut3b oraz 4 dzikich szcze-
pow bakterii E. coli, Enterobacter cloacae, Seratia mar-
cescens i P. fluorescens jako potencjalnych biorcow tego
plazmidu obserwowali Tkuma i Gunsch [32]. Pomimo,
ze szczep dawcy zamieral po kilku dniach po introduk-
cji do gleby, tempo rozkladu toluenu systematycznie si¢
zwigkszalo i w 24 dniu wynosito 0,079 mg/g/h. Bylo
to wynikiem wysokiej efektywnosci transferu i eks-
presji genéw odpowiedzialnych za rozklad toluenu
w komorkach biorcéw i wzrostu ich liczebnosci nie-
zaleznie od przezywalnosci dawcy. Szczepy modyfiko-
wane genetycznie znalazly takze zastosowanie w utle-
nianiu As(III) do As(V) w wodach kopalnianych [16].
Arsen (IIT) jest bardziej trujgcy od As(V), trudniejszy
do usunigcia z wody oraz bardziej rozpowszechniony.
Szczepy wyposazone w plazmid pA101 oraz réwnoczes-
nie w dwa plazmidy pA101 i pARS byly zdolne do
wzrostu w tych wodach i calkowicie eliminowaty z nich
As(III) (0,25 mg/1) w ciagu 24 godzin.

Innym rodzajem bioaugmentacji genetycznej ogra-
niczajacej trudnosci zwigzane ze staba przezywalnoscia
inokulantéw i niska ich aktywnoscig jest bezposrednie
wprowadzanie do zanieczyszczonego srodowiska wek-
torow. Strategie taka zastosowali Zhang i wsp. [73],
ktorzy do gleby skazonej chlorpyrifosem (200 mg/kg
s.m gleby) wprowadzili plazmid pDOC, pochodzacy
z bakterii Bacillus laterosporus, niosacy geny odpo-
wiedzialne za rozklad tego insektycydu. Wynikiem
tego byl transfer plazmidu do szczepdéw rodzimych,
reprezentujacych rodzaje Pseudomonas i Staphylo-
coccus, ktdre uzyskaly zdolno$¢ rozkladu chlorpyri-
fosu w ciggu 5 dni od momentu jego aplikacji do gle-
by. Czestotliwos¢ transferu plazmidu byta najwyzsza



152

w temperaturze 30°C i przy pojemnosci wodnej gleby
60%. Jednoczesnie stwierdzono, ze liczebnos¢ poten-
cjalnych biorcéw plazmidu pDOC systematycznie si¢
zwigkszala z 29 jtk/g gleby w dniu rozpoczecia ekspe-
rymentu do 130 jtk/g gleby w dniu 14.

Uzycie GEM w oczyszczaniu zanieczyszczonych $ro-
dowisk budzi wielki entuzjazm naukowcéw, jednakze ze
wzgledu na obawy i watpliwosci zwigzane z wprowadza-
niem takich mikroorganizméw do gleby czy wod bada-
nia w tym zakresie nie s3 prowadzone na szeroka skalg.

3. Sposoby dostarczania mikroorganizmow
do srodowiska

Istnieje kilka sposobéw dostarczania mikroorga-
nizméw do zanieczyszczonych srodowisk. Do gleby
najczesciej wprowadza si¢ je poprzez réwnomierne
rozpylanie zawiesiny komoérek na powierzchni ska-
zonego obszaru lub dostarcza bezposrednio w gtab
gleby poprzez systemy otworéw lub odwierty. Zadna
z tych metod nie gwarantuje jednak wiasciwego roz-
mieszczenia i przezywalnosci introdukowanych szcze-
pow. Rozpylanie zawiesiny na powierzchni gleby
ogranicza dostep mikroorganizméw do jej glebszych
warstw, a dostarczanie poprzez otwory czy odwierty
nie zapewnia réwnomiernego rozmieszczenia komo-
rek i moze prowadzi¢ do zablokowania przez mikro-
organizmy migzszosci warstwy wodonosnej. Do wod
podziemnych mozna wprowadza¢ mikroorganizmy
poprzez bezposrednie iniekcje przez studnie pionowe,
szyby czy dreny, ale nie s to rdwniez metody w pelni
efektywne. Skuteczniejszym sposobem dostarczania
mikroorganizméw do gleby czy wod wydaje sie uzycie
komoérek immobilizowanych w/na réznych nosnikach.
Unieruchamianie komdrek ma wiele zalet. Przedtuza
czas ich zycia w poréwnaniu do wolnozyjacych komo-
rek, zwigksza ich stabilno$¢ oraz ogranicza wplyw
czynnikéw zewnetrznych [25, 30]. Kuyukina i wsp. [34]
wykorzystali komorki Rhodococcus erytropholis IEGM
2751 R. ruber IEGM 231 unieruchomione w granulach
kriozelu alkoholu poliwinylowego do bioaugmentacji
gleby skazonej ropa naftows (50 g/kg gleby). Stwierdzili,
ze w glebie z dodatkiem immobilizowanych bakterii
w ciggu 14 miesiecy ubylo okolo 5% wigcej zanie-
czyszczen niz w glebie z dodatkiem zawiesiny wolnych
komorek i o okoto 27% wiecej niz w glebie kontrolnej,
nieinokulowanej bakteriami. Jednoczesnie wykazali,
ze aktywnos$¢ oddechowa gleby z dodatkiem immo-
bilizowanych komorek oraz ich przezywalno$¢ byly
wyzsze niz w glebie z wolnymi komdrkami oraz w gle-
bie kontrolnej. W innych badaniach Xin i wsp. [71]
poréwnywali efekt bioaugmentacji wod podziemnych
skazonych BTEX (100 mg/1) z uzyciem immobilizowa-
nego w alkoholu poliwinylowym z dodatkiem alginianu
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sodu szczepu Mycobacterium sp. CHXY119 oraz jego
mieszaniny z Pseudomonas sp. YATO411. Wykazali,
ze w wodzie z dodatkiem konsorcjum obu szczepow
degradacja wszystkich sktadnikéw BTEX zachodzita
w 100% i w krétszym czasie niz w wodzie inokulowanej
pojedynczym szczepem. Bioaugmentacje wody mor-
skiej zanieczyszczonej olejem napedowym z uzyciem
2-sktadnikowego konsorcjum bakterii: Rhodococcus
pyridinivorans CC-HCCHI11, Gordonia alcanivorans
CC-JG39 i Alcaligenes piechaudii CC-ESB2 (w roz-
nych kombinacjach), unieruchomionych w kulkach
alginianu wapnia oraz wolnych komoérek przeprowa-
dzili Liu i wsp. [38]. Najwyzsza wydajnos¢ eliminacji
zanieczyszczen (78%) uzyskali w wodzie z dodatkiem
immobilizowanego szczepu CC-HCCHI11 i CC-JG39
w stosunku 5:1. Dla poréwnania wydajnos¢ rozkladu
oleju w wodzie z wolnymi bakteriami w identycznym
stosunku wynosila okoto 50%. Shi i wsp. [56] badali
zdolnos¢ degradacji karbazolu, dibenzo(f)fenolu oraz
dibenzofuranu przez szczep Arthrobacter sp. W1 immo-
bilizowany w réznych nosnikach: agarze, k-karagenie
oraz gumie gellan i inokulowany do $ciekéw koksow-
niczych. Z badan tych wynika, ze najwyzsza efektyw-
nos¢ eliminacji tych zwigzkéw (90%) uzyskano w ciagu
4 godzin z zastosowaniem bakterii unieruchomionych
z uzyciem gumy gellan. W tym samym czasie w $ciekach
z dodatkiem komoérek immobilizowanych w agarze
i k-karagenie ubytek wyjsciowego stezenia zanieczysz-
czen miescit si¢ w zakresie 25-50%. Bioaugmentacja
gleby czy wod z wykorzystaniem immobilizowanych
mikroorganizmdéw o wysokim potencjale degradacji
konkretnego zanieczyszczenia nie zawsze odnosi jednak
oczekiwany skutek. Na przyktad Magbool i wsp. [42]
nie obserwowali pozytywnego wplywu bioaugmentacji
ryzosfery Sesbania cannabina z uzyciem konsorcjum
immobilizowanych bakterii Microbacterium foliorum,
G. alkanivorans i Mesorhizobium na rozklad weglowo-
dordéw ropy naftowej. W tym przypadku biodegradacja
ryzosferyczna zanieczyszczen z udzialem allochtonicz-
nych mikroorganizméw okazala si¢ skuteczniejsza od
bioaugmentacji gleby z uzyciem immobilizownych bak-
terii. Przyklady mikroorganizméw immobilizowanych
w/na réznych nosnikach w bioaugmentacji réznych
$rodowisk ilustruje Tabela IV.

Innym sposobem dostarczania do gleby mikroorga-
nizméw o wysokim potencjale degradacji konkretnych
zanieczyszczen jest mieszanie jej z tzw. ,,aktywna glebg’,
zawierajaca populacje eksponowane przed dlugi okres
czasu na obecno$¢ okreslonych zwigzkow i zaadapto-
wane do ich rozktadu [25]. Taki sposdéb wspomagania
rozkladu PCP w glebie, w ktorej rozklad tego zwiazku
nie zachodzit zastosowali Barbeau i wsp. [5]. Po zmie-
szaniu tej gleby z ,aktywna glebg’, zasiedlang przez
mikroorganizmy rozktadajace PCP, w ciggu 130 dni
nastapil rozktad tego zwigzku w 98%.
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Tabela IV
Mikroorganizmy immobilizowane w bioaugmentacji skazonych srodowisk
Mikroorganizmy Nosnik Zanlecz.ysz— Lokalizacja Zrédlo
czenie
Rhodococcus pyridinivorans CC-HCCH11,
Gordonia alcanivorans CC-JG39 alginian wapnia olej napedowy | woda morska, Meksyk [32]
i Alcaligenes piechaudii CC-ESB2
P. mendocina, Planomicrobium alkanoclasticum
’ ’ le matzy, bryki tokn
Bacillus sp., Arthrobacter pascens muszle matzy, brykiety z wiokna olej napedowy | woda morska, Australia [59]
. ) . . kokosowego, muszle + agar
i A. nitrogujacolicus
Rhodococcus corynebacterioides chityna, chitozan ropa naftowa | woda morska, Argentyna | [24]
Mycobacterium sp. CHXY119 alginian sodu,
BTEX d towe, USA 71
i Pseudomonas sp. YATO411 alkohol poliwinylowy wocy grantowe (71]
konsorcjum bakterii zeolity, wegiel aktywny ropa naftowa | gleba, Chiny [35]
Rhodococcus erythropolis i R. ruber kriozel alkoholu poliwinylowego |ropa naftowa | gleba, Rosja [34]
Microbacterium foliorum, alginian sodu z dodatkiem .
G. alkanivorax i Messorhizobium sp. ziemi okrzemkowej ropa naftowa | gleba, Chiny [42]
Sphingobium indicum B90OA proszek z kolby kukurydzy HCH gleba, Indie [52]

Objasnienia: BTEX - mieszanina benzenu, toluenu, etylobenzenu i ksylenéw; HCH - heksachlorocykloheksan

4. Czynniki ograniczajace bioaugmentacje

Jednym z gtéwnych czynnikéw ograniczajacych
pomyslny przebieg bioaugmentacji jest staba przezy-
walno$¢ wprowadzonych do $rodowiska mikroorga-
nizmoéw. Ich liczebnos$¢ zazwyczaj drastycznie maleje
w krotkim czasie po aplikacji do skazonych miejsc.
Przyczyna $mierci inokulantéw moze by¢ brak zdol-
no$ci konkurowania z rodzimg mikroflorg o zwigzki
odzywcze, produkcja antybiotykéw czy bakteriocyn
przez autochtoniczne mikroorganizmy, obecno$¢ inhi-
bitoréw, drapieznictwo czy infekcja bakteriofagami
[25]. Sposobami zwiekszania przezywalnosci introdu-
kowanych mikroorganizméw jest wprowadzanie duzej
ich biomasy w zakresie 10°-~10°/g lub1[11, 28, 51, 69],
kilkukrotna aplikacja mikroorganizméw (succesive
bioaugmentation) w zaleznosci od tempa rozkladu
toksycznych zwigzkéw [10], biostymulacja poprzez
dostarczenie dodatkowych sktadnikéw organicznych
i nieorganicznych [48], czy unieruchamianie komoérek
w roznych nosnikach [34]. Do monitorowania prze-
zywalno$ci i aktywnosci introdukowanych do $rodo-
wiska mikroorganizméw stuza zaawansowane metody
genetyczne [17].

Niemniej wazne od doboru odpowiednich szczepdw
do inokulacji, sposobu ich dostarczenia do $rodowi-
ska oraz wzajemnych interakcji z rodzima mikroflorg
sg czynniki abiotyczne, jak: temperatura, pH, dostep
tlenu, zawarto$¢ materii organicznej, poziom substra-
tow odzywczych i kofaktoréow czy wilgotnosé. Z licz-
nych prac wynika, zZe optymalna temperatura dla wzro-
stu i rozkladu wielu zwigzkéw przez mikroorganizmy
ksztaltuje si¢ w zakresie 15-45°C. Patel i wsp. [49]

w badaniach wplywu temperatury w zakresie 30-50°C
na rozklad fenantrenu w bioaugmentowanym osadzie
z uzyciem konsorcjum ASP wykazali, ze najefektywniej
rozklad tego zwigzku (80%) przebiegal w temperaturze
37°C, a najmniej wydajnie (10%) w temperaturze 45°C.
Dodatkowo stwierdzili, ze optymalne pH dla rozkladu
fenantrenu wynosilo 8,0. W innych badaniach Hong
i wsp. [31] ustalili, ze rozklad fenitrotionu w glebie
inokulowanej szczepem Burkholderia sp. FDS-1 zacho-
dzil najintensywniej w temperaturze 30°C i pH7,5.
Innym czynnikiem limitujacym rozktad zanieczyszczen
w glebie jest zawarto$¢ w niej wody. Madueno i wsp.
[39] wykazali, ze tempo rozkladu fenantrenu w glebie
o pojemnosci wodnej (WHC) réwnej 20%, poddane;j
bioaugmentacji autochtonicznej, drastycznie w niej
zmalalo w poréwnaniu do tempa rozkladu tego zwigzku
w glebie 0 WHC - 15% . Podobnie Vinas i wsp. [67]
obserwowali znaczniej wydajniejszg biodegradacje kre-
zoli w glebie o WHC na poziomie 40-60% niz w glebie
o WHC - 20%. Nie bez znaczenia w skutecznej elimi-
nacji toksycznych zwiazkéw z gleby jest takze zawar-
to$¢ w niej materii organicznej. Zazwyczaj proces bio-
degradacji zanieczyszczen zachodzi szybciej w glebach
o wiekszej zawartosci materii organicznej, co moze by¢
zwigzanie ze zmniejszeniem ich toksycznego dziatania
na komoérki mikroorganizméw w wyniku wigzania sie
z frakcjami humusowymi oraz mineralnymi gleby [26].
Kompleksowe badania loséw wprowadzonych do $ro-
dowiska inokulantéw oraz wzajemnych interakcji mig-
dzy introdukowanymi i rodzimymi mikroorganizmami
z jednoczesnym uwzglednieniem zmieniajacych sie
warunkoéw srodowiskowych jest niezwykle trudne, ale
niezbedne do pomyslnego przebiegu bioaugmentacji.



154

5. Podsumowanie

Z dokonanego przegladu literatury wynika, ze bio-
augmentacja jest obiecujaca technologia w eliminacji
szkodliwych zwigzkéw z réznych srodowisk. Jej zale-
tami sg tatwo$¢ przeprowadzenia, stosunkowo niskie
koszty oraz duza skuteczno$¢, natomiast ogranicze-
niami - slaba przezywalnos$¢ inokulantéw lub zanik
ich aktywnosci degradacyjnej po introdukcji do $ro-
dowiska oraz obnizenie tempa rozkladu substancji
zanieczyszczajacej przez wzrost toksycznosci produk-
tow posrednich biodegradacji. Duze nadzieje wigze si¢
z rozwojem nowych strategii selekcji mikroorganizméw
i zachowania ich aktywnosci w kontakcie z mikroflorg
autochtoniczng, opracowaniem innych metod dostar-
czania komorek do skazonych srodowisk (np. z uzyciem
nanomaterialéw) oraz zastosowaniem nowoczesnych
technik molekularnych do monitorowania liczebnosci
i aktywnosci inokulantéw (np. qPCR, (RT)-qPCR, SIP
czy eGFP-tagging). Konieczne sg réwniez dokladne
badania interakcji miedzy inokulowanymi szczepami
a zespolami mikroorganizméw rodzimych na pozio-
mie komorka-komoérka w rzeczywistych warunkach
oczyszczania konkretnych $rodowisk, gdyz wiedza
w tym zakresie jest ciagle ograniczona.
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