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Streszczenie

Celem niniejszej pracy jest przyblizenie metod bioremediacji jako techniki przywracania row-
nowagi biologicznej skazonych srodowisk na podstawie najnowszej literatury. Bioremediacj¢ definiu-
je si¢ jako technologi¢ oczyszczania srodowiska, polegajaca na usuwaniu ze srodowiska skazen roz-
nego typu za pomoca mikroorganizméw i ich enzymoéw zdolnych do degradacji ksenobiotykow.
Usuwanie szkodliwych substancji moze odbywa¢ si¢ w miejscu skazenia (in situ) badz po usuni¢ciu
skazonej gleby z jej naturalnego potozenia (ex situ). Nalezy wyrdznié trzy podstawowe metody bio-
remediacji, w ktorych wykorzystywane sa mikroorganizmy: naturalna bioremediacja, biostymulacja
oraz bioaugmentacja. Pierwsza z nich polega na regularnym monitorowaniu tempa rozktadu mikro-
biologicznego szkodliwych substancji bez ingerencji cztlowieka. Rozktad ksenobiotykéw odbywa sie
poprzez naturalnie przebiegajace reakcje fizyczno-chemiczne, aktywnos$¢ enzymatyczna mikroorga-
nizméw czy obieg pierwiastkéw w srodowisku. W przypadku, gdy czas rozktadu zanieczyszczen jest
zbyt dtugi, nalezy zastosowaé biostymulacje, polegajaca na dostarczeniu niezbednych sktadnikow
odzywczych i/lub tlenu w celu przyspieszenia wzrostu, aktywnosci rodzimych populacji drobnoustro-
jow czy wyrownania stosunku C:N:P. Natomiast bioaugmentacja jest technikg zwigkszania zdolno$ci
degradacji zanieczyszczonych Srodowisk poprzez dodanie wybranych szczepoéw badz konsorcjow
bakteryjnych.

Stowa kluczowe: bioaugumentacja, bioremediacja, biostymulacja, mikroorganizmy
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WSTEP

W ostatnich latach rozwdj wielu gatezi przemystu, rolnictwa, gornictwa, a tak-
ze postepujaca urbanizacja stanowia istotne zagrozenie dla ekosystemow. Srodowi-
sko glebowe jest szczegdlnie narazone na toksyczny wplyw ksenobiotykow, emisje
metali cigzkich, a rosngca antropopresja zwigksza poziom degradacji gleby [GA-
LAZKA 2015]. Wymienione czynniki sg zagrozeniem nie tylko w stosunku do po-
wierzchniowej warstwy gleby, ale takze wod podziemnych i powierzchniowych
[ROZPONDEK i in. 2017]. W zwigzku z powyzszym niezwykle istotne stato si¢ po-
szukiwanie skutecznych metod usuwania ksenobiotykow ze srodowiska. Moga to
by¢ zaré6wno metody fizyczne, chemiczne, jak i biologiczne. Bioremediacja jest
technologia, polegajaca na usuwaniu réznych ksenobiotykoéw z gleby za pomoca
mikroorganizmow i ich enzyméw zdolnych do degradacji zanieczyszczen. Zanie-
czyszczenia organiczne wykorzystywane sa przez mikroorganizmy jako zrddto
wegla czy energii. Metale cigzkie nie mogg by¢ rozktadane biologicznie, dlatego
tez mikroorganizmy zmieniajg ich rozpuszczalno$¢, a tym samym zmniejszaja tok-
sycznos¢ [DZIONEK i in. 2016]. Metody biologiczne opisywane sa cz¢sto w litera-
turze jako tansze, a takze bardziej efektywne niz metody fizykochemiczne w przy-
wracaniu srodowiska do stanu wlasciwego. Ponadto bioremediacja moze by¢ prze-
prowadzana bez negatywnego wplywu na rodzimg faung i florg, a takze miejsce,
w ktoérym jest przeprowadzana [GONCIARZ 2013; MROZIK 2016; OLANIRAN 1 in.
2013; ROY i in. 2014; SZCZEPANIAK i in. 2016].

Celem niniejszej pracy jest przyblizenie metod bioremediacji jako techniki
przywracania rownowagi biologicznej skazonych srodowisk na podstawie najnow-
szej literatury.

Usuwanie ksenobiotykow moze odbywac si¢ w miejscu skazenia (in situ) badz
po wybraniu skazonej gleby z jej naturalnego polozenia i umieszczeniu jej w spe-
cjalnie przygotowanym stanowisku technologicznym (ex situ). Zaré6wno metody in
situ, jak 1 ex situ umozliwiajg skuteczng likwidacj¢ zanieczyszczen w glebie. Dobor
odpowiedniej metody zalezy od rodzaju skazenia, kalkulacji kosztow bioremediacji
czy po ocenie warunkow srodowiskowych. Technologia in situ wykorzystywana
jest przede wszystkim, gdy nie ma mozliwos$ci usunig¢cia zanieczyszczonej ziemi,
na przyktad w warunkach skazenia duzych obszaréw, na terenach przeznaczonych
pod budownictwo czy na obszarach awarii miejscowych pod instalacjami.

Natomiast przywracanie wartosci terendw metoda ex situ odbywa si¢ na stano-
wiskach technologicznych do tego przystosowanych. Plusem tej metody jest sto-
sunkowo krotki czas bioremediacji, a takze tatwos¢ kontroli przebiegu procesu
[NOWAK 2008; PODSIADLO, KRZYSKO-LUPICKA 2013; SHARMA, PANT 2018].

Mozna wyrdznié trzy podstawowe metody bioremediacji in situ z wykorzysta-
niem mikroorganizméw: naturalna bioremediacja, biostymulacja oraz bioaugmen-
tacja.
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BIODEGRADACJA NATURALNA

Biodegradacja naturalna, zwana tez bioattenuacja, polega wylacznie na regu-
larnym monitorowaniu poziomu zanieczyszczen bez ingerencji cztowicka. Wiaze
si¢ z wykorzystaniem autochtonicznych mikroorganizmow i zachodzi samoczyn-
nie. Wykorzystuje si¢ w niej naturalnie przebiegajace reakcje fizyczno-chemiczne,
obieg pierwiastkow w $rodowisku, jak rowniez specyficzng aktywnos¢ enzyma-
tyczng mikroorganizméw rodzimych. Unieszkodliwianie ksenobiotykow przez
drobnoustroje moze odbywaé si¢ poprzez biodegradacj¢ (utlenianie i rozktad),
asymilacj¢ (przyswajanie) lub biotransformacje (przeksztalcanie w nietoksyczne
zwiazki chemiczne). Mikroorganizmy degradujace zanieczyszczenia stanowig ok.
10% catkowitej populacji, w zwigzku z czym oczyszczanie srodowiska w ten spo-
sob trwa bardzo dtugo [DZIONEK i in. 2016; LoC 2012; LUKSA i in. 2010]. Na
szybko$¢ 1 efektywnos$¢ bioattenuacji maja wplyw takze takie czynniki, jak wila-
sciwosci substancji zanieczyszczajacej, charakterystyka miejsc skazenia (m.in.
temperatura, zawarto$¢ tlenu, odczyn, obecnos¢ pierwiastkoéw biogennych i soli
mineralnych) oraz obecno$¢ réznych grup mikroorganizmow, ktére moga nega-
tywnie na siebie oddzialywa¢. Metoda ta znajduje zastosowanie w usuwaniu zanie-
czyszczen z gleb i wod podziemnych. Stosowana jest powszechnie w przypadku
wyciekow ropy naftowej i jej produktow [GONCIARZ 2013; LEE i in. 2018; NIKO-
LOPOULOU i in. 2007; PODSIADLO, KRZYSKO-EUPICKA 2013].

GUARINO i in. [2017] w swoich badaniach okreslili procent catkowitego usu-
wania weglowodoréw ropy naftowej za pomoca naturalnej bioremediacji — po 90
dniach obserwacji 45-70% ($rednia 57%). Proces bioattenuacji gleby zanieczysz-
czonej olejem napedowym badali rowniez KOSHLAF i in. [2016]. W 12. tygodniu
obserwacji rodzima mikroflora zredukowata weglowodory ropopochodne (TPH —
total petroleum hydrocarbons) o 76% w stosunku do stanu wyj$ciowego. Podobne
obnizenie poziomu TPH uzyskali MANSUR i in. [2014] po ok. 3 miesigcach moni-
toringu. Wydajno$¢ t¢ mozna tlumaczy¢ autochtoniczng adaptacja, dzigki ktorej
mozliwa jest fizjologiczna kompatybilno$¢ mikroorganizmow z ich siedliskami
[BENTO i in. 2005]. Z kolei CHIU i in. [2013] oceniali skuteczno$¢ bioremediacji
naturalnej skazonych ropa naftowa i weglowodorami wod gruntowych przez wy-
ciek benzyny i oleju napedowego. Wyniki ich badan wskazuja, ze catkowite steze-
nie benzenu, toluenu, etylobenzenu i ksylenéw (BTEX — benzene, toluene, ethyl-
benzene and xylene) zmniejszyto sic z 9,5 mg-dm> w strefie zrodtowej do 0,06
mg-dm™ w odlegtoéci ok. 120 m od zrédta. W miejscach zanieczyszczonych wy-
izolowali 27 r6znych bakterii zdolnych do rozktadu weglowodoréw ropopochod-
nych, dzigki czemu BTEX moze ulec biodegradacji przez samoistnie wystepujace
konsorpcjum bakterii. Wérdd nich mozna wyr6zni¢ m.in. Aquincola tertiaricarbo-
nis L10, Alcaligenes sp. VKM B-2263, Hydrogenophaga sp., Methylibium sp. YIM
61602 oraz Mycobacterium sp.. Dodatkowo SERRANNO i in. [2008] zasymulowali
rozlew oleju napedowego o stezeniu 1 dm’m na dzialce o powierzchni 12 m’
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uzytkow rolnych. Naturalng bioremediacj¢ monitorowano przez 400 dni. Krotko po
rozlaniu (do 18 dni) gléwnie proces parowania przyczynit si¢ do zmniejszenia ste-
zenia zanieczyszczen w glebie. Nastepnie mikroorganizmy glebowe wykorzysty-
waly alifatyczne weglowodory jako zrédlo energii i wegla. Wspomniani autorzy
stwierdzili, ze biomasa drobnoustrojow glebowych, aktywno$¢ dehydrogenaz,
a takze wskazniki jakosci gleby odzyskaty pierwotny poziom po ok. 200 dniach od
wycieku.

BIOSTYMULACJA

Biostymulacj¢ rodzimej mikroflory stosuje si¢ wowczas, kiedy tempo natural-
nego rozktadu ksenobiotykow jest niewystarczajace w celu przyspieszenia procesu
oczyszczania. W wigkszosci gleb stosunek C:N:P jest za niski lub niezrownowazo-
ny, daleki od idealnego (100:10:1) do biodegradacji weglowodoréw i1 odpowied-
niego wzrostu mikroorganizméw [POWELL 1 in. 2006]. Dostarczenie niezb¢dnych
sktadnikow odzywczych (m.in. azotu, fosforu, wegla organicznego) i/lub tlenu ma
na celu wyréwnanie stosunku C:N:P, przyspieszenie wzrostu i aktywnosci rodzi-
mych populacji mikroorganizméw [HUSSAIN i in. 2017; SAFDARI i in. 2018; SAN-
TINT i in. 2015].

KASZYCKI i in. [2013] badali bioremediacj¢ gruntu skazonego zwigzkami ro-
popochodnymi na terenie stacji paliw. Sredni poziom zanieczyszczen okreslono na
poziomie 3655 mgkg ' s.m. gleby. Podaja oni, ze zadowalajace wyniki biorekul-
tywacji otrzymano dzigki instalacji systemu napowietrzajacego, ktory stymulowat
wzrost autochtonow glebowych. Efektywno$¢ procesu biodegradacji wynosita
w granicach 93,9-68,1% w zaleznosci od glebokos$ci badanej warstwy gleby. Bio-
stymulacje z dodatkiem nadtlenku wodoru zastosowali ROSIK-DULEWSKA 1 in.
[2015] w silnie zanieczyszczone] substancjami petrochemicznymi glebie. Ekspe-
ryment trwat 60 dni. W tym czasie zastosowanie nadtlenku wodoru doprowadzito
do wzrostu gram dodatnich bakterii w analizowanej glebie. Ponadto o ok 35%
zwickszyla si¢ skutecznos¢ biodegradacji weglowodorow alifatycznych (C8—C40)
150% wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA) w porowna-
niu z proba kontrolng.

Z kolei QIN i in. [2013] przeprowadzili w warunkach laboratoryjnych biosty-
mulacj¢ przez dodanie biowegla pod postacig stomy ryzowej w dwdch terminach,
na poczatku dos§wiadczenia i w 80. dniu. Po 180 dniach eksperymentu wydajnos¢
usuwania weglowodorow ropy naftowej wynosita 61,2, 77,8 1 84,4% odpowiednio
z gleby kontrolnej, z dodatkiem biowegla na poczatku i w 80. dniu trwania bada-
nia. Cytowani autorzy sugeruja, ze biowegiel dodany w 80. dniu badan chtonie
cze$¢ metabolitdw, co prowadzi do zmniejszenia zanieczyszczenia gleby i przy-
spieszenia biodegradacji. Znane sa rowniez przyklady wykorzystania zielonych
odpaddéw bogatych w polifenole jako wspomaganie procesu biostymulacji. KUPPU-
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SAMY i in. [2015] twierdza, iz polifenole sg rozktadalne, a po degradacji stanowia
cenne zrodlo wegla dla rodzimych mikroorganizméw, co moze skutkowa¢ wzro-
stem ich liczebnosci.

W ciagu ostatnich kilku lat przeprowadzono wiele badan, w ktorych stwierdzo-
no, ze biostymulacja z dodatkiem azotu badz fosforu wplywa pozytywnie na ak-
tywno$¢ metaboliczng rodzimej mikroflory, dzi¢ki czemu odnotowano przyspie-
szenie degradacji weglowodorow [SMITH i in. 2015; SUJA 1 in. 2014]. SAFDARI i in.
[2018] badali bioremediacje gleby skazonej produktami ropopochodnymi w wa-
runkach laboratoryjnych. Opracowali osiem bioreaktorow, po 2 dla kazdej kombi-
nacji, 1 wyszczegolnili warianty doswiadczalne: 1) naturalne thumienie; 2) biosty-
mulacja tlenem i sktadnikami odzywczymi; 3) bioaugmentacja ze szczepami Pseu-
domonas aeruginosa i Bacillus subtilis; 4) polaczenie dwoch ostatnich metod. Pro-
ces bioremediacji badano przez 60 dni. Z badan tych wynika, Ze ostatni wariant
doswiadczalny (bioaugmentacja i biostymulacja) okazat si¢ najskuteczniejsza me-
toda w zmniejszaniu zanieczyszczen — na poziomie 89,7 £ 0,3%. Niewiele mniej-
szg skuteczno$¢ odnotowano w wariancie, w ktéorym zastosowano samg biostymu-
lacje (81,9 = 0,3%), nastgpnie bioaugmentacje (62,9 + 0,5%) i na koncu w warian-
cie 2. (naturalna bioremediacja) (51,4 £ 0,6%). Ponadto wzrost liczebnos$ci drob-
noustrojow byt kolejnym dowodem na skuteczng biodegradacje weglowodorow
przez mikroorganizmy. Pomy$lnie zakonczona biostymulacje gleby skazonej we-
glowodorami ropy naftowej (ang. total petroleum hydrocarbons — TPH) w stgzeniu
ok. 4000 mg-kg ™" przeprowadzili SARKAR i in. [2005]. W warunkach laboratoryj-
nych wykorzystali oni dwie metody stymulowania procesu bioremediacji.
W pierwszej wprowadzili do zanieczyszczonej gleby nawozy nieorganiczne
o szybkim uwalnianiu bogate w N i P, w drugiej natomiast sterylizowane osady
scickowe o powolnym uwalnianiu, ktore oprocz N i P zawieraly rowniez C. Po
8 tygodniach inkubacji obie metody spowodowaty biodegradacje TPH na podob-
nym poziomie — ok. 96%, podczas gdy w naturalnym procesie rozktadu degrado-
wane bylto ok. 94% pierwotnego zanieczyszczenia. Cytowani autorzy nie zaobser-
wowali statystycznie istotnej roznicy w skutecznos$ci migdzy naturalnym procesem
remediacji a biostymulacja, co sugeruje, ze samo monitorowanie biodegradacji za-
nieczyszczen moze by¢ skuteczng metoda w glebach z duza zawartoscia mikroflory
rodzimej. Zakonczong sukcesem biostymulacje gleby skazonej weglowodorami
antarktycznymi na stacji Carlini (Antarktyda) przeprowadzili ALVAREZ i in.
[2017]. Wskazali oni biostymulacj¢ jako najprostsza i najtanszag metode bioreme-
diacji. W ciggu 50 dni uzyskali redukcje weglowodoréw na poziomie 49,54
175,79%, odpowiednio na obiekcie kontrolnym i biostymulowanym N i P. Teorig,
ze dodatek sktadnikow odzywczych stymuluje degradacje weglowodoréw ropy
naftowej, potwierdzaja takze WU 1 in. [2016]. Przeprowadzili oni do$wiadczenie
w celu okreslenia wplywu biostymulacji azotem i fosforem oraz bioaugmentacji
szczepem KF453955 Acinetobacter SZ-1 na wydajnos$¢ degradacji weglowodorow
ropy naftowej. Zanieczyszczone gleby o stosunku C:N:P wynoszacym 438:1,0:1,6
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inkubowano przez 10 tygodni w temperaturze pokojowej. Po 6 tygodniach do-
$wiadczenia wspomniani autorzy wykazali, ze biostymulacja przyczynita si¢ do
60%, a bioaugmentacja tylko 34% degradacji weglowodorow ropy naftowe;.
Wicksza wydajno$¢ biostymulacji moze wynika¢ z dostosowania stosunku C:N:P
do odpowiedniego dla wzrostu mikroorganizméw odpowiedzialnych za proces de-
gradacji ksenobiotykow w glebie. Przewage biostymulacji nad bioaugmentacja
stwierdzili takze w swoich badaniach ABED i in. [2014]. Badali zdolno$¢ biodegra-
dacji gleby zanieczyszczonej ropg naftowa, pobierajac dwie probki osadéw rdznig-
ce si¢ czasem skazenia. Jedna z pobranych probek zanieczyszczona byla przez
2 lata, natomiast probka druga zaledwie 6 miesigcy. Wspomniani autorzy porowna-
li ze soba skutecznos$¢ obu metod na podstawie ilosci wydzielanego CO,. Po 88
dniach w prébie kontrolnej poziom wydzielonego CO, osiggnat 0,45+0,02
i2,23+0,07 mg-g ' osadu odpowiednio dla probki pierwszej i drugiej. Dodatek nie-
organicznych substancji odzywczych spowodowat 1,2-3,7-krotny wzrost wydzie-
lania CO, w obu prdobkach, podczas gdy dodanie konsorcjum bakteryjnego byto
skuteczne tylko w osadzie pierwszym. Podobng tendencj¢ zaobserwowali rOwniez
ANDREOLLI i in. [2015]. Poréwnali oni naturalng bioremediacj¢ z biostymulacja
preparatem pobudzajagcym wzrost drobnoustrojéw i bioaugmentacja z dodatkiem
zawiesiny zawierajacej Trichoderma sp. Doswiadczenie polowe trwajace 60 dni
wykazalo, ze najlepsze wyniki w redukcji weglowodorow o duzej masie czgstecz-
kowej (ang. high molecular weight — HMW) osiagni¢to w glebie biostymulowane;j.
Doszto w niej do 70-procentowe]j degradacji poczatkowego stezenia weglowodo-
row HMW. W tym samym czasie w wariancie do$wiadczalnym poddanym
bioaugmentacji uzyskano 55% redukcji HMW, a naturalna bioremediacja umozli-
wita jedynie 45% usunigcia poczatkowej frakcji weglowodorowej C12—C40. Cy-
towani autorzy podaja, ze najwigksza degradacj¢ ksenobiotykow w obiekcie bio-
stymulowanym uzyskano najprawdopodobniej poprzez poprawe bilansu sktadni-
kéw odzywezych skazonej gleby.

Poza wspomnianymi juz azotem i fosforem, waznym makrosktadnikiem jest
siarka, ktéra w odpowiedniej ilo$ci poprawia kondycje mikroorganizméw [ZHANG
iin. 2011]. STREK i TELESINSKI [2015] opisywali zmiany aktywnos$ci dehydroge-
naz w glebie zanieczyszczonej benzyna (1% wagi), ktora zostata poddana proce-
sowi biostymulacji siarczanem (VI) amonu w iloci 0, 15; 1,50 i 15,00 mmol-kg™
oraz selenem na IV i VI stopniu utlenienia w dawce 0,05 mmolkg™'. Analizy wy-
kazaty, ze przede wszystkim zmniejszone dawki wprowadzonego (NH,),SO4 miaty
stymulacyjny wptyw na aktywnos¢ dehydrogenaz w glebie. Ponadto zanotowano,
ze jednoczesna obecnos¢ siarczanu (VI) amonu i selenu na stopniu utlenienia IV
stymulowata aktywno$¢ dehydrogenaz w wigkszosci terminow analiz. Wyniki uzy-
skane przez tych autorow dajg podstawy do wniosku, ze dodatek (NH4),SO4 wraz
z Se(IV) w odpowiednich proporcjach moze by¢ stosowany do wspomagania bio-
remediacji gleb zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi.
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BIOAUGUMENTACJA

Inng z biologicznych metod wspomagajacych usuwanie zanieczyszczen ze ska-
zonego srodowiska jest bioaugmentacja. Jest to rodzaj bioremediacji, polegajacy na
zwigkszeniu puli mikroorganizméw poprzez wprowadzanie do zanieczyszczonego
miejsca pojedynczych szczepow lub konsorcjow mikrobiologicznych, ktore sa wy-
specjalizowane w usuwaniu zanieczyszczen [CYCON i in. 2017, KAVAMURA,
ESPOSITO 2010; KOSHLAF i in. 2016; SAYARA i in. 2011]. Z doniesien literaturo-
wych wynika, ze bioaugmentacja powinna by¢ stosowana wtedy, gdy liczba mi-
kroorganizméw degradujacych zanieczyszczenia jest zbyt mata, a toksyczno$é
ksenobiotykow w stosunku do rodzimych drobnoustrojow zbyt duza oraz miejsca
skazone s3 mieszaninami réznych toksycznych zwigzkoéw [GENTRY i in. 2004;
SANTINT i in. 2015]. Wedlug informacji z literatury bioaugmentacja jest skuteczna,
gdy wprowadzane mikroorganizmy spetnig okreslone cechy. Nie mogg bowiem
by¢ patogenami w stosunku do autochtonicznej mikroflory. Ponadto dodane drob-
noustroje nie powinny wytwarza¢ toksyn, za to powinny charakteryzowac si¢
szybkoscig dziatania, moblino$cig, odpornoscia na zmiany $rodowiskowe i nie-
wielkim kosztem uzyskania [GALAZKA 2009; MROZIK 2016; SINGER i in. 2005].
Jednym z wyzwan przeprowadzenia prawidlowej bioaugmentacji jest odpowiednie
dodanie mikroorganizméw do skazonego terenu, w taki sposob aby ich liczba nie
zmalata drastycznie po wprowadzeniu. Do przyczyn zmniejszenia liczebnosci
wprowadzonych inokulatéw mozna zaliczy¢ m.in. produkcj¢ antybiotykow przez
autochtoniczna mikroflore, drapieznictwo czy brak mozliwosci konkurowania
o sktadniki odzywcze z rodzimg mikroflora. W celu zwigkszenia przezywalnosci
inokulowanych mikroorganizméw mozna zastosowac np. szczepionke z duza za-
wartoscia ich biomasy — ok. 10°~10° komorek na gram zanieczyszczonej gleby,
kilkukrotny dodatek inokulantow do skazonego $rodowiska, biostymulacj¢ z do-
datkiem zwigzkéw pokarmowych badz unieruchamianie mikroorganizméw na po-
wierzchni noénika [COLLA i in. 2014; KUYUKINA i in. 2013; MROZIK 2016]. Po-
nadto sukces procesu bioaugmentacji zalezy od czynnikow abiotycznych, do kto-
rych zalicza si¢ m.in. temperaturg, zawarto$¢ materii organicznej, wilgotnos¢, od-
czyn $rodowiska czy dostepno$¢ tlenu [NOWAK 2008; PODSIADLO, KRZYSKO-
-L.UPICKA 2013].

W ostatnich latach przeprowadzono wiele badan dotyczacych rozkladu kseno-
biotykéw z wykorzystaniem biougementacji pojedynczym szczepem bakterii.
DUEHOLM i in. [2015] w swoich badaniach poréwnywali zdolno$¢ degradacji ben-
zenu, toluenu i etylobenzenu za pomoca osadu czynnego z dwoch roznych oczysz-
czalni — centralnej oczyszczalni §ciekow Fredericia (FC) oraz zachodniej oczysz-
czalni $ciekow Aalborg (AAW), a takze bioaugmentacji z wykorzystaniem Pseu-
domonas monteilli SB 3078. Inokulacja za pomocg P. monteilli SB 3078 w akty-
wowanym osadzie z AAW poprawita degradacj¢ benzenu, toluenu i etylobenzenu
odpowiednio o 430, 720 i 170%. Z kolei WANG 1 in. [2014] przeprowadzili po-
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myS$lnie zakonczong bioaugumentacj¢ gleby skazonej pestycydem o nazwie para-
tion metylu w stezeniu 0,536 mg-g”' s.m. gleby z uzyciem innego szczepu Pseu-
domonas. Wprowadzenie Pseudomonas sp WBC3 umozliwito catkowity rozktad
pestycydu po 15 dniach od inokulacji. W probie kontrolnej proces degradacji za-
chodzit znacznie wolniej, ponadto cytowani autorzy odnotowali systematyczne
zwigkszanie st¢zenia posredniego produktu rozkladu parationu — p-nitrofenolu. Na
podstawie badan laboratoryjnych LIMA 1 in. [2009] dostarczyli dowody na udana
bioremediacj¢ gleby, w ktorej zastosowali 20- 1 200-krotnie wigksze dawki pesty-
cydu — atrazyny — niz zalecane przez producenta. Uzyli oni do bioaugmentacji
Pseudomonas sp. szczep ADP, a takze stymulowali glebe r6zng dawkg cytrynianu
trojsodowego. W wariancie z 20-krotnie wigkszg zawarto$cig atrazyny inokulacja
Pseudomonas sp. szczep ADP (9£1-107jtk-g™") spowodowata usunigcie jej w 99%
juz po 8 dniach, niezaleznie od dawki cytrynianu. W glebie z 200-krotnie wigk-
szym stezeniem pestycydu najlepsze wyniki bioremediacji autorzy ci osiagngli po
zaszczepieniu bakteriami rozktadajacymi atrazyne (8,5+0,5-10" jtk-g™') z dodat-
kiem cytrynianu (2,4 mg'g ). Polaczenie biostymulacji z bioaugmentacija przyczy-
nito si¢ do poprawy biodegradacji (87%) w porownaniu z samg bioaugmentacja
(79%). Jednak ta sama ilo§¢ inokulum (9+1-107jtk-g™") z dodatkiem cytrynianu,
podzielona na trzy kolejne dawki szczepienia, zwigkszyta liczebno$¢ wprowadzo-
nego Pseudomonas sp. szczep ADP oraz biodegradacj¢ pestycydu do 98%
w 1. tygodniu. Wydajniejszy rozktad trwatych zwigzkow organicznych, tj. weglo-
wodorow poliaromatycznych (ang. polyaromatic hydrocarbons — PAH), w inoku-
lowanej szczepem grzyba Phanerochaete velutina glebie obserwowali WINQUIST
iin. [2014]. Przeprowadzili oni zar6wno doswiadczenie polowe, jak i laboratoryj-
ne. Zanieczyszczona wielopierscieniowymi weglowodorami aromatycznymi
(WWA) gleba zostala zmieszana z kompostowanymi odpadami zielonymi (1:1)
i do wybranych wariantow doswiadczenia dodano Phanerochaete velutina. W skali
laboratoryjnej (stezenie PAH 3500 mg-g ™' gleby, suma 16 WWA) wielkoczastecz-
kowe WWA ulegly znacznie szybszej degradacji w wariantach inokulowanych.
W ciagu 3 miesigcy 96% 4-pierscieniowych PAH i 39% 5- i 6-pierscieniowych
PAH zostato usunigte z gleby z dodatkiem grzyba, natomiast z gleby niezaszcze-
pionej — odpowiednio 55% 1 7%. Jednakze podczas do$wiadczenia polowego,
w warunkach mniejszego stgzenia poczatkowego PAH (1400 mg- kg™, suma 16
WWA) proces degradacji przebiegat podobnie zar6wno w wariantach inokulowa-
nych P. velutina, jak i niezaszczepionych. W ciggu trzech miesigcy uzyskano
94-procentowy rozktad 16 WWA. Autorzy badan sugeruja, ze oprocz wprowadzo-
nego grzyba mikroskopowego wazng role w procesie degradacji odegraty auto-
chtoniczne bakterie.

W bioaugmentacji mozna wprowadza¢ nie tylko pojedyncze szczepy mikroor-
ganizmow, ale takze konsorcja. Wedlug HEINARU i in. [2005] druga z tych strategii
jest bardziej efektywna, poniewaz wprowadzane szczepy mogag si¢ uzupetniac.
Produkty posrednie rozktadu wytwarzane przez jedne szczepy moga by¢ dalej de-
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gradowane przez inne grupy drobnoustrojow. MANCERA-LOPEZ i in. [2008] wpro-
wadzili konsorcjum trzech szczepoéw grzybow: Rhizopus sp., Penicillium funiculo-
sum 1 Aspergillus sydowii do gleby skazonej mieszaning weglowodorow ropopo-
chodnych (ang. total petroleum hydrocarbons — TPH) w stezeniu 60,6 mg-g . Trzy
wyzej wymienione grzyby byly zdolne do skuteczniejszego usunigcia calkowitej
ilosci weglowodoréw ropopochonych w poréwnaniu z samg biostymulacja odpo-
wiednio o 36, 30 i 17%. W innych badaniach EGOROWA 1i in. [2013] przeprowadzi-
li bioaugmentacj¢ z wykorzystaniem konsorcjum zawierajacego dwa szczepy aero-
bowych bakterii Rhodococcus ruber P25 i Microbacterium sp. B51. Wykorzystali
po 500 g gleby pobranej z dwoch obszardéw, tj. wolnego od zanieczyszczen (gleba
naturalna), oraz obszaru unieszkodliwiania odpadéw przemystowych (gleba antro-
pogeniczna), w ktorej zanieczyszczenie weglowodorami wynosito 32,7 mgkg ™
gleby. Do obu wariantow wprowadzili komercyjng mieszaning polichlorowanych
bifenoli (ang. polychlorinated biphenyls — PCB) Sovol w ilosci 100 mgkg . Po 90
dniach inkubacji w warunkach laboratoryjnych wprowadzone szczepy bakterii
przeprowadzity degradacje PCB w 72,2 1 96,4%, odpowiednio w glebie naturalne;j
oraz antropogenicznej. Autorzy ci podajg takze, ze dynamika wzrostu szczepoéw R.
ruber P25 1 Microbacterium sp. B51 korelowata ze specyficzng degradacjg Sovolu.
Ponadto R. ruber P25 i Microbacterium sp. B51 wykazywaly wysoka aktywnos¢
degradacyjng w odniesieniu do wszystkich kongeneréw zawartych w Sovol. Po-
dobng strategi¢ zastosowali DELLAGNEZZE i in. [2016], przeprowadzajac ekspery-
ment w 3000-litrowych zbiornikach zwierajacych sztucznie zanieczyszczong ropa
naftowa wode morska. Wyniki przedstawione w ich pracy wykazaty, ze zardwno
dodatek konsorcjum bakteryjnego (zawierajacego cztery szczepy metagenomowe
i Bacillus subtilis CBMAI 707), jak i kontrola (jedynie autochtoniczne bakterie)
wykazaly podobny stopien degradacji ropy naftowej. Jednakze po 30 dniach kon-
sorcjum zastosowane do koinokulacji okazato si¢ bardziej skuteczne w degradacji
zwiazkdéw aromatycznych w poréwnaniu z kontrola, powodujac rozktad zanie-
czyszczen do 99%. Wykorzystanie konsorcjow mikroorganizmow ma roéwniez
udowodnione dziatanie w oczyszczaniu wod. XIN i in. [2013] badali efekt bioaug-
mentacji wod podziemnych zanieczyszczonych benzenem, toluenem, etylobenze-
nem, ksylenami (ang. benzene, toluene, ethylbenzene and xylene — BTEX) o steze-
niu 100 mg-dm z uzyciem bakterii Mycobacterium sp. CHXY119 oraz jej mie-
szaniny z Pseudomonas sp. YATO411. Proces degradacji BTEX w wodzie inoku-
lowanej dwoma szczepami bakterii zachodzit w krotszym czasie niz w wodzie
z dodatkiem samego Mycobacterium sp. CHXY119. Warto zauwazy¢, ze benzen,
ktory jest najniebezpieczniejszym zanieczyszczeniem BTEX, zostat catkowicie
roztozony po 66 godzinach od inokulacji mieszaning bakterii, natomiast po inoku-
lacji samym Mycobacterium sp. CHXY 119 skutecznos¢ degradacji po 400 godzi-
nach wyniosta tylko ok. 5%.

Nalezy takze wyr6zni¢ bioaugmentacje wykorzystujaca mikroorganizmy mo-
dyfikowane genetycznie (GEM) o zwigkszonej zdolno$ci degradacyjnej. Szczepy
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te pozyskuje si¢ przede wszystkim metodami inzynierii genetycznej badz droga
mutagenezy losowej. MASSA 1 in [2009] wykazali, ze naturalny szczep Arthrobac-
ter sp. FG1 wolniej degradowat kwas 4-chlorobenzoesowy niz zmodyfikowany
genetycznie szczep Pseudomonas putida PaW340, zawierajacy geny kodujace de-
halogenazg. Zdolno$¢ biogumentacji mikroorganizméw modyfikowanych gene-
tycznie udowodnili takze w swoich badaniach MONTI i in. [2005] oraz FILONOV
iin. [2005].

PODSUMOWANIE

Na podstawie przedstawionego przegladu literatury dotyczacego usuwania za-
nieczyszczen z gleby za pomocg réznych metod biologicznych wynika, ze biolo-
giczne metody z wykorzystaniem mikroorganizmow sg obiecujace w oczyszczaniu
skazonych srodowisk. Do niewatpliwych zalet bioremediacji in situ nalezy zaliczy¢
stosunkowo niskie koszty oraz tatwos¢ przeprowadzania procesu, duza skutecznosé
i brak negatywnego wpltywu na oczyszczane srodowisko. Dobor odpowiedniej me-
tody (naturalna bioremediacja, biostymulacja, bioaugumentacja) zalezy od stopnia
zanieczyszczen, jakosci rodzimej mikroflory i tempa rozktadu ksenobiotykow. Ze
wzgledu na brak w literaturze jednoznacznych wynikow dotyczacych wyboru od-
powiednich metod oczyszczania skazonych srodowisk konieczne sa dalsze badania.
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SELECTED METHODS OF BIOREMEDIATION IN SITU USING MICROORGANISMS
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Summary

The study bioremediation is defined as a biological method of purification of the environment,
which consists in removing soil contaminants by means of microorganisms and their enzymes, which
are capable of degrading xenobiotics. Harmful substances can be removed at the site of contamination
(in situ) or after removal of contaminated soil from its natural location (ex situ). There are three basic
methods of bioremediation with microorganisms: natural bioremediation, biostimulation and bio-
augmentation. The first method consists in regular monitoring of the rate of microbial decomposition
of harmful substances without human intervention. The decomposition of xenobiotics is based on
natural physicochemical reactions, the enzymatic activity of microorganisms and the circulation of
elements in the environment. If the time of decomposition of contaminants is too long, biostimulation
should be applied. This method consists in providing necessary nutrients and/or oxygen to accelerate
the growth and activity of native microbial populations or to equalise C: N: P ratios. Bioaugmentation
consists in increasing the degradation capacity of contaminated environments by adding selected bac-
terial strains or consortia.
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