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1. Wprowadzenie

Wzrost zanieczyszczenia środowiska związkami 
ropopochodnymi, polichlorowanymi bifenylami (PCB), 
wielopierścieniowymi węglowodorami aromatycznymi 
(WWA), nitro- i chlorofenolami, pestycydami, farma-
ceutykami oraz metalami ciężkimi stwarza konieczność 
stosowania skutecznych metod ich detoksykacji i/lub 
eliminacji. Aby ograniczyć ilość związków toksycznych 
w różnych ekosystemach należy wdrażać przyjazne śro-
dowisku technologie, tańsze od metod fizykochemicz-
nych i bardziej efektywne w przywracaniu środowiska 
do stanu właściwego.

Obiecującą technologią wspomagającą usuwanie 
zanieczyszczeń z gleby, wody, osadów dennych czy ście-
ków jest bioaugmentacja. Polega ona na wprowadzeniu 
do skażonych miejsc wyselekcjonowanych mikroorga-
nizmów w celu wzmocnienia naturalnej aktywności 
degradacyjnej rodzimej mikroflory [19, 30, 45, 68]. Sto- 
sowanie bioaugmentacji zaleca się wtedy, gdy liczba 

mikroorganizmów autochtonicznych degradujących 
określone zanieczyszczenie jest zbyt mała do ich elimi-
na cji oraz w miejscach skażonych mieszaninami róż-
nych toksycznych związków, wymagających dłuższego 
czasu aklimatyzacji i adaptacji inokulantów do rozkładu 
poszczególnych zanieczyszczeń [22]. Powinno się ją 
również stosować na obszarach, na których koszty usu-
wania zanieczyszczeń metodami fizykochemicznymi 
znacznie przewyższają koszty bioaugmentacji. Mikro-
organizmy można wykorzystywać w charakterze inoku-
lum zarówno w miejscu skażenia (in situ), jak i w spe-
cjalnie wyznaczonym do tego celu miejscu (ex situ). 
Dodatkowo bioaugmentację coraz częściej łączy się 
z innymi metodami bioremediacji inżynieryjnej w celu 
intensyfikacji rozkładu zanieczyszczeń, na przykład 
z biostymulacją czy biowentylacją [1, 28, 48, 51, 66].

Bioaugmentacja nie jest nową metodą. Od wielu lat 
jest praktykowana w rolnictwie, leśnictwie i oczyszcza-
niu ścieków. Pierwsze próby inokulacji gleby przez zasie-
dlające korzenie roślin strączkowych bakterie z rodzaju 
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Rhizobium przeprowadzono w XIX wieku. W później-
szym czasie podejmowano również próby bioaugmen-
tacji gleby z użyciem bakterii Azotobacter i Azospiril-
lum spp. w celu zwiększenia plonów roślin uprawnych 
[43]. Innym sposobem intensyfikacji zbiorów było 
także zaszczepianie nasion roślin uprawnych mikro-
organizmami promującymi wzrost roślin (plant-growth-
-promoting microorganisms) lub mikroorganiz mami 
chroniącymi rośliny przed atakiem patogenów (plant-
-protecting microorganisms) [6, 27]. Pierwszą natomiast 
zakończoną sukcesem eksperymentalną bioaugmentację 
wód podziemnych skażonych trichloroetylenem z uży-
ciem bakterii Ralstonia eutropha KT-2 przeprowadzili 
w 2000 roku w Japonii Nakamura i wsp. [47]. 

2. Mikroorganizmy w bioaugmentacji

Mikroorganizmy w porównaniu z innymi orga - 
niz mami charakteryzują się wyjątkową zdolnością 
adap tacji do zmieniających się warunków środowi-
skowych i wykorzystywania związków toksycznych 
jako substratów energetycznych i budulcowych. Dzięki 
tym zdolnościom zaangażowane są w procesy transfor-
macji i/lub eliminacji tych związków z zanieczyszczo-
nych środowisk.

Dobór odpowiednich szczepów do bioaugmentacji 
nie jest zadaniem łatwym. Praktyczne ich wykorzysta-
nie poprzedza żmudny etap ich izolacji, identyfikacji 
i oceny aktywności degradacyjnej komórek w stosunku 
do konkretnego zanieczyszczenia. Idealne mikro orga-
nizmy do bioaugmentacji powinny charakteryzować się 
niezbyt długim czasem generacji, odpowiednią szyb-
koś cią działania, mobilnością, zdolnością do adhezji 
i chemotaksji dodatniej w kierunku atraktanta, odpor-
nością na zmiany czynników środowiskowych oraz nie-
wielkim kosztem ich uzyskania [45, 60, 65].

Znanych jest kilka sposobów selekcji mikroorganiz-
mów do bioaugmentacji. Jednym z nich jest izolacja 
mikroorganizmów o pożądanych właściwościach z za- 
nie czyszczonego środowiska, namnożenie w  warun-
kach laboratoryjnych i ponowne wprowadzenie do 
miejsca, z którego naturalnie pochodziły. Zabieg ten 
nosi nazwę bioaugmentacji autochtonicznej lub reino-
kulacji mikroorganizmami autochtonicznymi (auto-
chthonous bioaugmentation; re-inoculation) [21, 25, 
39]. Można również wprowadzać wyselekcjonowane 
mikroorganizmy do miejsc, w których związek stano-
wiący skażenie ma podobne właściwości chemiczne do 
tego, jaki zanieczyszczał pierwotne źródło ich pocho-
dzenia. Metoda ta znana jest pod nazwą bioaugmenta-
cji allochtonicznej lub biowzbogacenia (allochthonous 
bioaugmentation; bioenrichment) [3, 55]. Kolejną stra-
tegią jest introdukcja do środowiska mikroorganizmów 
zmodyfikowanych genetycznie (GEM) o wzmożonej 

aktywności degradacyjnej, czy wprowadzanie wektorów 
niosących geny kodujące enzymy szlaków katabolicz-
nych różnych związków, co nosi nazwę bioaugmentacji 
genetycznej (gene bioaugmentation) [16, 25, 32, 50]. 
Istnieje także możliwość stosowania gotowych prepara-
tów handlowych (np. B8, B10 i Devoroil), zawierających 
mikroorganizmy i/lub biosurfaktanty [23, 58]. Opisane 
rodzaje bioaugmentacji ilustruje Rys. 1. 

W bioaugmentacji stosuje się głównie bakterie 
Gram-ujemne z rodzajów: Pseudomonas [29, 69], 
Sphingobium [12], Novosphingobium [11], Burkholde-
ria [36], Alcaligenes [26] czy Achromobacter [54]. Poza 
nimi coraz powszechniej stosowane są bakterie Gram-
-dodatnie, reprezentowane przez rodzaje: Rhodococ-
cus [32, 72], Bacillus [14] czy Paracoccus [64]. Można 
również introdukować do skażonych środowisk grzyby 
mikroskopowe z rodzajów: Achremonium [57], Asper-
gillus [15], Penicillium [40] i Mucor [62]. Żaden z tych 
mikroorganizmów nie jest uniwersalnym dla potrzeb 
bioaugmentacji, choć wiele z nich przejawia różno-
rodne cechy metaboliczne i jest zdolnych do degradacji 
szeregu różnych zanieczyszczeń.

2.1. Pojedyncze szczepy

W ciągu ostatnich kilku lat przeprowadzono wiele 
badań dotyczących intensyfikacji rozkładu WWA, 
PCB, BTEX, pestycydów, herbicydów, związków ropo-
pochodnych i składników oleju napędowego z wyko-
rzystaniem pojedynczych szczepów bakterii (Tabela I). 
Teng i wsp. [64] po inokulacji gleby silnie skażonej 
WWA szczepem Paracoccus sp. HPD-2 uzyskali po 
28  dniach eksperymentu spadek ogólnej zawartości 

Rys. 1. Rodzaje bioaugmentacji jako jednej z metod bioremediacji 
inżynieryjnej (opracowanie własne)
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wszystkich WWA o 23,2% w stosunku do ich stęże-
nia wyjściowego, w tym związków 3-, 4- i 5-pierście-
niowych odpowiednio o 35,1; 20,7 i 24,3%. W innych 
badaniach Dai i wsp. [11] bioaugmentowali glebę 
skażoną herbicydem – kwasem 2,4-dichlorofenoksy-
octowym (2,4-D) z użyciem nowo odkrytego szczepu 
bakterii Novosphingobium DY-4. Po inokulacji gleby 
tymi bakteriami stwierdzili 95% ubytek 2,4-D apliko-
wanego do gleby w stężeniu 200 mg/kg gleby w ciągu 
5–7 dni. Zakończoną sukcesem bioaugmentację gleby 
skażonej pestycydem parationem metylu z użyciem 
szczepu Pseudomonas sp. WBC3 przeprowadzili Wang 
i wsp. [69]. W ciągu 15 dni uzyskali całkowity rozkład 
tego związku w stężeniu 0,536 mg/s.m gleby w glebie 
inokulowanej bakteriami, podczas gdy w glebie kon-
trolnej rozkład zachodził wolniej i towarzyszył mu 
systematyczny wzrost stężenia p-nitrofenolu, głów-
nego intermediatu pośredniego rozkładu parationu. 
Pomyślnie zakończoną bioaugmentację gleby skażonej 
pentachlorofenolem (PCP) w stężeniu 100 µg/g gleby 
z  użyciem szczepu Sphingobium chlorophenolicum 
przeprowadzili Dams i wsp. [12]. Wykazali, że w glebie 
bioaugmentowanej tymi bakteriami w ciągu 2 tygodni 
ubyło około 80% wprowadzonej dawki PCP, podczas 
gdy w glebie niebioaugmentowanej – około 40%. Bio-
augmentację gleby skażonej fenantrenem (2 g/kg s.m. 
gleby) z użyciem autochtonicznego, wysoce odpornego 
na suszę szczepu Sphingobium sp. 22B oraz tej samej 
gleby dodatkowo poddanej biostymulacji przeprowa-

dzili Madueno i  wsp. [39]. Z badań tych wynika, że 
rozkład fenantrenu w glebie inokulowanej bakteriami 
i poddanej biostymulacji (BB) oraz w glebie biostymu-
lowanej, niebioaugmentowanej (BN) zależał od zawar-
tości w nich wody. Przy wilgotności gleby 10% w ciągu 
150 dni nie obserwowano rozkładu tego związku w obu 
glebach, natomiast po jej zwiększeniu w dniu 150 z 10 
do 15% w glebie BB w ciągu 11 dni ubyło około 50% 
wprowadzonej dawki fenantrenu, a w dniu 200–95%. 
W glebie BN w tym samym czasie ubyło 5 i 95% wyjś-
ciowego stężenia tego związku. Wyniki te wskazują, że 
skuteczniejszym od biostymulacji rozwiązaniem w eli-
minacji fenantrenu z gleby była bioaugmentacja połą-
czona z biostymulacją.

2.2. Konsorcja mikroorganizmów

Inną strategią bioaugmentacji jest wprowadzanie 
do zanieczyszczonych środowisk mieszanych konsor-
cjów mikroorganizmów (Tabela II). Według Heinaru 
i wsp. [29] konsorcja efektywniej degradują zanieczysz-
czenia, gdyż zdolności degradacyjne poszczególnych 
szczepów mogą się uzupełniać. Oznacza to, że pro-
dukty pośrednie rozkładu poszczególnych związków 
przez jedne szczepy mogą być dalej metabolizowane 
przez inne szczepy. Chi i wsp. [9] wprowadzili konsor-
cjum trzech szczepów: Pseudomonas sp. WBC-3 roz-
kładającego p-nitrofenol, Cupriavidus necator JMP134 

Tabela I
Pojedyncze szczepy bakterii i grzybów w bioaugmentacji skażonych środowisk

Objaśnienia: PCB – polichlorowane bifenyle; WWA – wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne;
2,4-D – kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy; PCP – pentachlorofenol; 
BTEX – mieszanina benzenu, toluenu, etylobenzenu i ksylenów

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 SK2T ropa naftowa woda morska, Włochy [28]

Mikroorganizm Zanieczyszczenie Lokalizacja Źródło
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degradującego m-nitrofenol i Alcaligenes sp. NyZ215 
metabolizującego o-nitrofenol do gleby skażonej mie-
szaniną wszystkich izomerów nitrofenolu w stężeniu 
40 µg/g gleby każdy. Uzyskali w ten sposób całkowity 
ich rozkład w ciągu 8 dni, podczas gdy w glebie kon-
trolnej w 30 dniu oznaczyli 29% wyjściowego stężenia 
każdego z tych izomerów. W innych badaniach Szulc 
i  wsp. [63] przeprowadzili w warunkach polowych 
bioaugmentację gleby skażonej olejem napędowym 
w  stężeniu 8500 mg/kg gleby z użyciem 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 zanieczyszczeń w glebie inoku-
lowanej bakteriami, podczas gdy w  glebie nieinoku-
lowanej ubyło w  tym czasie około 50%. Dodatkowo 
wykazali w  osobnym eksperymencie, że dodatek do 
gleby bioaugmentowanej biosurfaktantów (ramnolipi-
dów) nie miał znaczącego wpływu na tempo rozkładu 
oleju napędowego. Synergistyczny efekt 3 gatunków 
bak terii: Bacillus subtilis, P. fluorescens i Streptococcus 
faecalis oraz grzyba Candida tropicalis w  degradacji 
16 różnych WWA (składników ropy naftowej) w gle-
bie poddanej bioaugmentacji i biostymulacji obserwo-
wali Qiao i wsp. [51]. Biostymulacja polegała na doda-
niu do skażonej gleby komercyjnego nawozu (NPK), 

węgla brunatnego w postaci popiołu lub organicznych 
ścieków przemysłowych (NovoGro) oraz wszystkich 
tych materiałów równocześnie. Najwyższą wydajność 
rozkładu 2-, 3- i 4- oraz 5- i 6-pierścienowych WWA, 
wynoszącą odpowiednio 35, 70 i 45%, uzyskali w glebie 
poddanej bioaugmentacji oraz biostymulacji z użyciem 
wszystkich 3 preparatów. Znane są również przykłady 
inokulacji osadów 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 
ściekami zawierającymi tetrahydrofuran (THF) w stę-
żeniu 20 mM. Stwierdzili, że szczep YYL dominował 
w osadzie i kolonizował powierzchnię kłaczków jedynie 
w obecności dwóch pozostałych szczepów, natomiast 
gdy introdukowano go indywidualnie nie wykazywał 
takiej zdolności. Wynikiem kolonizacji i dominacji tego 
szczepu była efektywna eliminacja zastosowanej dawki 
THF (95%) w  ciągu 20  dni. Z kolei Hassanshahian 
i wsp. [28] przeprowadzili bioaugmentację i biostymu-
lację naturalnej wody morskiej zanieczyszczonej ropą 
naftową (1000 ppm) z użyciem odpowiednio 2-składni-
kowego konsorcjum bakterii Alcanivorax borkumensis 
SK2T i Thalassolituus oleivorans MIL-1T oraz składników 
nieorganicznych (KH2PO4, NH4Cl i NaNO3). Z badań 
tych wynika, że biostymulacja okazała się skutecz- 
niejszym zabiegiem w redukcji zanieczyszczeń niż bio-

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 napędowy 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 B1F, 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 szczepów allochtonicznych) olej napędowy,  gleba, Włochy [61]
 Pb, Zn
Rhodococcus sp. YYL, B. cereus MLY1 i B. aquimaris MLY2 tetrahydrofuran osad czynny, Chiny [72]
A. borkumensis SK2T i Thalassolituus oleivorans MIL-1T ropa naftowa woda morska, Włochy [28]

Tabela II
Konsorcja mikroorganizmów w bioaugmentacji skażonych środowisk

Objaśnienia: PCB – polichlorowane bifenyle; WWA – wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne; HCH – heksachlorocykloheksan

Konsorcjum Zanieczyszczenie Lokalizacja Źródło
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augmentacja. W  glebie poddanej biostymulacji roz-
kład węglowodorów ropopochodnych nastąpił w 80%, 
a w glebie bioaugmentowanej w 70%. Dla porównania 
inokulacja wody pojedynczym szczepem A. borkumen-
sis SK2T okazała się najskuteczniejszym sposobem eli-
minacji zanieczyszczeń (90%).

2.3. Mikroorganizmy modyfikowane genetycznie

W bioaugmentacji zanieczyszczonych środowisk 
można również stosować mikroorganizmy modyfi-
kowane genetycznie (GEM) o wzmożonej aktywności 
degradacyjnej (Tabela  III). Takie szczepy pozyskuje 
się drogą mutagenezy losowej i indukowanej oraz 
konstruuje metodami inżynierii genetycznej. Lipthay 
i wsp. [37] inokulowali glebę szczepem E. coli HB101, 
będącej gospodarzem plazmidu pRO103, zawierającego 
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), które lepiej przeżywały w glebie 
i przeprowadzały szybciej rozkład wprowadzonego do 
niej kwasu 2,4-D niż komórki bezplazmidowe. Wydaj-
niejszą mineralizację kwasu 4-chlorobenzoesowego 
(4-CBA) w  glebie inokulowanej dzikim szczepem 
Arthro bacter sp. FG1 i  modyfikowanym genetycznie 
P. putida PaW340 (pDH5) obserwowali także Massa 
i  wsp. [41]. Uzyskane rekombinanty Arthrobacter sp. 
FG1 (pDH5) z genem dehalogenazy efektywniej roz-
kładały 4-PCB niż w glebie inokulowanej pre-adapto-
wanym, dzikim szczepem. W innych badaniach Inoue 
i wsp. [33] wprowadzili do gleby skażonej 2,4-D szczepy 
E. coli z plazmidem pJP4 i Pseudomonas sp. KT2440. 
Plazmid ten zawierał geny kodujące enzymy rozkładu 
2,4-D do 2-chloromaleilooctanu oraz geny oporności 
na rtęć. Mimo, że liczebność inokulantów drastycznie 
malała po wprowadzeniu do gleby, stwierdzono wzrost 
tempa rozkładu 2,4-D, będący wynikiem transferu plaz-

midu do szczepów naturalnie zasiedlających glebę. 
Wśród biorców plazmidu znalazły się szczepy auto-
chtoniczne z rodzaju Burkholderia oraz allochtoniczny 
szczep Pseudomonas sp. KT2440. Podobne zjawisko 
w  wyniku bioaugmentacji sterylnej gleby skażonej 
toluenem (4 mg/l) z użyciem szczepu P. putida BBC443 
niosącego plazmid TOLgfpmut3b oraz 4 dzikich szcze-
pów bakterii E. coli, Enterobacter cloacae, Seratia mar-
cescens i P. fluorescens jako potencjalnych biorców tego 
plazmidu obserwowali Ikuma i Gunsch [32]. Pomimo, 
że szczep dawcy zamierał po kilku dniach po introduk-
cji do gleby, tempo rozkładu toluenu systematycznie się 
zwiększało i  w  24  dniu wynosiło 0,079 mg/g/h. Było 
to wynikiem wysokiej efektywności transferu i  eks-
presji genów odpowiedzialnych za rozkład toluenu 
w  komórkach biorców i wzrostu ich liczebności nie-
zależnie od przeżywalności dawcy. Szczepy modyfiko-
wane genetycznie znalazły także zastosowanie w utle-
nianiu As(III) do As(V) w wodach kopalnianych [16]. 
Arsen (III) jest bardziej trujący od As(V), trudniejszy 
do usunięcia z wody oraz bardziej rozpowszechniony. 
Szczepy wyposażone w plazmid pA101 oraz równocześ-
nie w  dwa plaz midy pA101 i pARS były zdolne do 
wzrostu w tych wodach i całkowicie eliminowały z nich 
As(III) (0,25 mg/l) w ciągu 24 godzin. 

Innym rodzajem bioaugmentacji genetycznej ogra-
niczającej trudności związane ze słabą przeżywalnością 
inokulantów i niską ich aktywnością jest bezpośrednie 
wprowadzanie do zanieczyszczonego środowiska wek-
torów. Strategię taką zastosowali Zhang i  wsp. [73], 
którzy do gleby skażonej chlorpyrifosem (200 mg/kg 
s.m gleby) wprowadzili plazmid pDOC, pochodzący 
z  bakterii Bacillus laterosporus, niosący geny odpo-
wiedzialne za rozkład tego insektycydu. Wynikiem 
tego był transfer plazmidu do szczepów rodzimych, 
reprezentujących rodzaje Pseudomonas i Staphylo- 
coccus, które uzyskały zdolność rozkładu chlorpyri- 
fosu w ciągu 5 dni od momentu jego aplikacji do gle- 
by. Częstotliwość transferu plazmidu była najwyższa 

Tabela III
Genetycznie modyfikowane mikroorganizmy w bioaugmentacji skażonych środowisk

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, Włochy [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]

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

Mikroorganizmy/wektory Wektory/geny kataboliczne Zanieczyszczenia Lokalizacja Źródło



152 AGNIESZKA MROZIK

w temperaturze 30°C i przy pojemności wodnej gleby 
60%. Jednocześnie stwierdzono, że liczebność poten-
cjalnych biorców plazmidu pDOC systematycznie się 
zwiększała z 29 jtk/g gleby w dniu rozpoczęcia ekspe-
rymentu do 130 jtk/g gleby w dniu 14. 

Użycie GEM w oczyszczaniu zanieczyszczonych śro-
dowisk budzi wielki entuzjazm naukowców, jednakże ze 
względu na obawy i wątpliwości związane z wprowadza-
niem takich mikroorganizmów do gleby czy wód bada-
nia w tym zakresie nie są prowadzone na szeroką skalę.

3. Sposoby dostarczania mikroorganizmów
 do środowiska

Istnieje kilka sposobów dostarczania mikroorga-
nizmów do zanieczyszczonych środowisk. Do gleby 
najczęściej wprowadza się je poprzez równomierne 
rozpylanie zawiesiny komórek na powierzchni ska-
żonego obszaru lub dostarcza bezpośrednio w  głąb 
gleby poprzez systemy otworów lub odwierty. Żadna 
z  tych metod nie gwarantuje jednak właściwego roz-
mieszczenia i przeżywalności introdukowanych szcze-
pów. Rozpylanie zawiesiny na powierzchni gleby 
ogranicza dostęp mikroorganizmów do jej głębszych 
warstw, a  dostarczanie poprzez otwory czy odwierty 
nie zapewnia równomiernego rozmieszczenia komó-
rek i może prowadzić do zablokowania przez mikro-
organizmy miąższości warstwy wodonośnej. Do wód 
podziemnych można wprowadzać mikroorganizmy 
poprzez bezpośrednie iniekcje przez studnie pionowe, 
szyby czy dreny, ale nie są to również metody w pełni 
efektywne. Skuteczniejszym sposobem dostarczania 
mikroorganizmów do gleby czy wód wydaje się użycie 
komórek immobilizowanych w/na różnych nośnikach. 
Unieruchamianie komórek ma wiele zalet. Przedłuża 
czas ich życia w porównaniu do wolnożyjących ko mó-
rek, zwiększa ich stabilność oraz ogranicza wpływ 
czynników zewnętrznych [25, 30]. Kuyukina i wsp. [34] 
wykorzystali komórki Rhodococcus erytropholis IEGM 
275 i R. ruber IEGM 231 unieruchomione w granulach 
kriożelu alkoholu poliwinylowego do bioaugmentacji 
gleby skażonej ropą naftową (50 g/kg gleby). Stwierdzili, 
że w  glebie z  dodatkiem immobilizowanych bakterii 
w ciągu 14  miesięcy ubyło około 5% więcej zanie-
czyszczeń niż w glebie z dodatkiem zawiesiny wolnych 
komórek i o około 27% więcej niż w glebie kontrolnej, 
nieinokulowanej bakteriami. Jednocześnie wykazali, 
że aktywność oddechowa gleby z  dodatkiem immo-
bilizowanych komórek oraz ich przeżywalność były 
wyższe niż w glebie z wolnymi komórkami oraz w gle-
bie kontrolnej. W  innych badaniach Xin i  wsp. [71] 
porównywali efekt bioaugmentacji wód podziemnych 
skażonych BTEX (100 mg/l) z użyciem immobilizowa-
nego w alkoholu poliwinylowym z dodatkiem alginianu 

sodu szczepu Mycobacterium sp. CHXY119 oraz jego 
mieszaniny z  Pseudomonas sp. YATO411. Wykazali, 
że w wodzie z dodatkiem konsorcjum obu szczepów 
degradacja wszystkich składników BTEX zachodziła 
w 100% i w krótszym czasie niż w wodzie inokulowanej 
pojedynczym szczepem. Bioaugmentację wody mor-
skiej zanieczyszczonej olejem napędowym z użyciem 
2-składnikowego konsorcjum bakterii: Rhodococcus 
pyridinivorans CC-HCCH11, Gordonia alcanivorans 
CC-JG39 i  Alcaligenes piechaudii CC-ESB2 (w  róż-
nych kombinacjach), unieruchomionych w  kulkach 
alginianu wapnia oraz wolnych komórek przeprowa-
dzili Liu i wsp. [38]. Najwyższą wydajność eliminacji 
zanieczyszczeń (78%) uzyskali w wodzie z dodatkiem 
immobilizowanego szczepu CC-HCCH11 i CC-JG39 
w stosunku 5:1. Dla porównania wydajność rozkładu 
oleju w wodzie z wolnymi bakteriami w identycznym 
stosunku wynosiła około 50%. Shi i wsp. [56] badali 
zdolność degradacji karbazolu, dibenzo(f)fenolu oraz 
dibenzofuranu przez szczep Arthrobacter sp. W1 immo-
bilizowany w różnych nośnikach: agarze, κ-karagenie 
oraz gumie gellan i inokulowany do ścieków koksow-
niczych. Z badań tych wynika, że najwyższą efektyw-
ność eliminacji tych związków (90%) uzyskano w ciągu 
4 godzin z zastosowaniem bakterii unieruchomionych 
z użyciem gumy gellan. W tym samym czasie w ściekach 
z  dodatkiem komórek immobilizowanych w  agarze 
i κ-karagenie ubytek wyjściowego stężenia zanieczysz-
czeń mieścił się w  zakresie 25–50%. Bioaugmentacja 
gleby czy wód z  wykorzystaniem immobilizowanych 
mikroorganizmów o wysokim potencjale degradacji 
konkretnego zanieczyszczenia nie zawsze odnosi jednak 
oczekiwany skutek. Na przykład Maqbool i wsp. [42] 
nie obserwowali pozytywnego wpływu bioaugmentacji 
ryzosfery Sesbania cannabina z użyciem konsorcjum 
immobilizowanych bakterii Microbacterium foliorum, 
G. alkanivorans i Mesorhizobium na rozkład węglowo-
dorów ropy naftowej. W tym przypadku biodegradacja 
ryzosferyczna zanieczyszczeń z udziałem allochtonicz-
nych mikroorganizmów okazała się skuteczniejsza od 
bioaugmentacji gleby z użyciem immobilizownych bak-
terii. Przykłady mikroorganizmów immobilizowanych 
w/na różnych nośnikach w  bioaugmentacji różnych 
środowisk ilustruje Tabela IV.

Innym sposobem dostarczania do gleby mikroorga-
nizmów o wysokim potencjale degradacji konkretnych 
zanieczyszczeń jest mieszanie jej z tzw. „aktywną glebą”, 
zawierającą populacje eksponowane przed długi okres 
czasu na obecność określonych związków i zaadapto-
wane do ich rozkładu [25]. Taki sposób wspomagania 
rozkładu PCP w glebie, w której rozkład tego związku 
nie zachodził zastosowali Barbeau i wsp. [5]. Po zmie-
szaniu tej gleby z  „aktywną glebą”, zasiedlaną przez 
mikroorganizmy rozkładające PCP, w  ciągu 130 dni 
nastąpił rozkład tego związku w 98%.
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4. Czynniki ograniczające bioaugmentację

Jednym z głównych czynników ograniczających 
pomyślny przebieg bioaugmentacji jest słaba przeży-
walność wprowadzonych do środowiska mikroorga-
nizmów. Ich liczebność zazwyczaj drastycznie maleje 
w  krótkim czasie po aplikacji do skażonych miejsc. 
Przyczyną śmierci inokulantów może być brak zdol-
ności konkurowania z rodzimą mikroflorą o  związki 
odżywcze, produkcja antybiotyków czy bakteriocyn 
przez autochtoniczne mikroorganizmy, obecność inhi-
bitorów, drapieżnictwo czy infekcja bakteriofagami 
[25]. Sposobami zwiększania przeżywalności introdu-
kowanych mikroorganizmów jest wprowadzanie dużej 
ich biomasy w zakresie 106–109/g lub l [11, 28, 51, 69], 
kilkukrotna aplikacja mikroorganizmów (succesive 
bioaugmentation) w  zależności od tempa rozkładu 
toksycznych związków [10], biostymulacja poprzez 
dostarczenie dodatkowych składników organicznych 
i nieorganicznych [48], czy unieruchamianie komórek 
w  różnych nośnikach [34]. Do monitorowania prze- 
żywalności i aktywności introdukowanych do środo-
wiska mikroorganizmów służą zaawansowane metody 
genetyczne [17].

Niemniej ważne od doboru odpowiednich szczepów 
do inokulacji, sposobu ich dostarczenia do środowi-
ska oraz wzajemnych interakcji z rodzimą mikroflorą 
są czynniki abiotyczne, jak: temperatura, pH, dostęp 
tlenu, zawartość materii organicznej, poziom substra-
tów odżywczych i kofaktorów czy wilgotność. Z licz-
nych prac wynika, że optymalna temperatura dla wzro-
stu i rozkładu wielu związków przez mikroorga nizmy 
kształtuje się w zakresie 15–45°C. Patel i  wsp. [49] 

w badaniach wpływu temperatury w zakresie 30–50°C 
na rozkład fenantrenu w bioaugmentowanym osadzie 
z użyciem konsorcjum ASP wykazali, że najefektywniej 
rozkład tego związku (80%) przebiegał w tempera turze 
37°C, a najmniej wydajnie (10%) w temperaturze 45°C. 
Dodatkowo stwierdzili, że optymalne pH dla rozkładu 
fenantrenu wynosiło 8,0. W  innych badaniach Hong 
i  wsp. [31] ustalili, że rozkład fenitrotionu w  glebie 
inokulowanej szczepem Burkholderia sp. FDS-1 zacho-
dził najintensywniej w  temperaturze 30°C i  pH 7,5. 
Innym czynnikiem limitującym rozkład zanieczyszczeń 
w glebie jest zawartość w niej wody. Madueno i wsp. 
[39] wykazali, że tempo rozkładu fenantrenu w glebie 
o pojemności wodnej (WHC) równej 20%, poddanej 
bioaugmentacji autochtonicznej, drastycznie w  niej 
zmalało w porównaniu do tempa rozkładu tego związku 
w glebie o WHC – 15% . Podobnie Viňas i wsp. [67] 
obserwowali znaczniej wydajniejszą biodegradację kre-
zoli w glebie o WHC na poziomie 40–60% niż w glebie 
o WHC – 20%. Nie bez znaczenia w skutecznej elimi-
nacji toksycznych związków z gleby jest także zawar-
tość w niej materii organicznej. Zazwyczaj proces bio-
degradacji zanieczyszczeń zachodzi szybciej w glebach 
o większej zawartości materii organicznej, co może być 
związanie ze zmniejszeniem ich toksycznego działania 
na komórki mikroorganizmów w wyniku wiązania się 
z frakcjami humusowymi oraz mineralnymi gleby [26]. 
Kompleksowe badania losów wprowadzonych do śro-
dowiska inokulantów oraz wzajemnych interakcji mię-
dzy introdukowanymi i rodzimymi mikroorganizmami 
z  jednoczesnym uwzględnieniem zmieniających się 
warunków środowiskowych jest niezwykle trudne, ale 
niezbędne do pomyślnego przebiegu bioaugmentacji.

Rhodococcus pyridinivorans CC-HCCH11,
Gordonia alcanivorans CC-JG39 alginian wapnia olej napędowy woda morska, Meksyk [32]
i Alcaligenes piechaudii CC-ESB2
P. mendocina, Planomicrobium alkanoclasticum, muszle małży, brykiety z włókna
Bacillus sp., Arthrobacter pascens kokosowego, muszle + agar olej napędowy woda morska, Australia [59]
i A. nitrogujacolicus
Rhodococcus corynebacterioides chityna, chitozan ropa naftowa woda morska, Argentyna [24]
Mycobacterium sp. CHXY119 alginian sodu, BTEX wody gruntowe, USA [71]
i Pseudomonas sp. YATO411 alkohol poliwinylowy
konsorcjum bakterii zeolity, węgiel aktywny ropa naftowa gleba, Chiny [35]
Rhodococcus erythropolis i R. ruber kriożel alkoholu poliwinylowego ropa naftowa gleba, Rosja [34]
Microbacterium foliorum,  alginian sodu z dodatkiem ropa naftowa gleba, Chiny [42]
G. alkanivorax i Messorhizobium sp.  ziemi okrzemkowej
Sphingobium indicum B90A proszek z kolby kukurydzy HCH gleba, Indie [52]

Tabela IV
Mikroorganizmy immobilizowane w bioaugmentacji skażonych środowisk

Objaśnienia: BTEX – mieszanina benzenu, toluenu, etylobenzenu i ksylenów; HCH – heksachlorocykloheksan

Mikroorganizmy Nośnik Zanieczysz-
czenie Lokalizacja Źródło
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5. Podsumowanie

Z dokonanego przeglądu literatury wynika, że bio-
augmentacja jest obiecującą technologią w eliminacji 
szkodliwych związków z różnych środowisk. Jej zale-
tami są łatwość przeprowadzenia, stosunkowo niskie 
koszty oraz duża skuteczność, natomiast ogranicze-
niami –  słaba przeżywalność inokulantów lub zanik 
ich aktywności degradacyjnej po introdukcji do śro-
dowiska oraz obniżenie tempa rozkładu substancji 
zanieczyszczającej przez wzrost toksyczności produk-
tów pośrednich biodegradacji. Duże nadzieje wiąże się 
z rozwojem nowych strategii selekcji mikroorganizmów 
i zachowania ich aktywności w kontakcie z mikroflorą 
autochtoniczną, opracowaniem innych metod dostar-
czania komórek do skażonych środowisk (np. z użyciem 
nanomateriałów) oraz zastosowaniem nowoczesnych 
technik molekularnych do monitorowania liczebności 
i aktywności inokulantów (np. qPCR, (RT)-qPCR, SIP 
czy eGFP-tagging). Konieczne są również dokładne 
badania interakcji między inokulowanymi szczepami 
a  zespołami mikroorganizmów rodzimych na pozio-
mie komórka-komórka w  rzeczywistych warunkach 
oczyszczania konkretnych środowisk, gdyż wiedza 
w tym zakresie jest ciągle ograniczona. 
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