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ABSTRACT 

Rapid industrialization and urbanization have led to the indiscriminate use of xenobiotics 

across the world. Xenobiotic compounds like nitramines and carbamates, due to their high 

recalcitrancy, reside in the environment for longer durations and thus contribute to the 

pollution of soil and water bodies. Thus, there is an imperative demand for feasible 

approaches for the removal of these xenobiotics from soil and water for sustainable 

rejuvenation of the surrounding ecosystem. Bioremediation is the most efficient approach for 

the clean-up of environmental bodies contaminated with hazardous xenobiotics. Several 

bacteria, fungi, and their respective metabolic enzymes are prime agents used in the 

bioremediation process.  

Considering all these facts, the present work entitled ―Bioremediation of xenobiotics (RDX 

and Carbofuran) polluted soils‖ focuses on the rejuvenation of explosives and pesticides 

contaminated soils using integrated bioaugmentation and biostimulation approach.  

The study started with screening native bacterial strains isolated from explosives-

contaminated sites for RDX degrading potential in nitrogen-limited minimal salt media. Four 

different bacterial isolates viz., Bacillus oceanisediminis, Pelomonas aquatica, 

Kinneretiaasachharophila and Arthrobacter subterraneous were initially isolated and 

identified by CSIR-Institute of Microbial Technology, IMTECH, Chandigarh, and kindly 

provided by Centre for Fire, Explosive and Environment Safety, Defence Research and 

Development Organisation (CFEES, DRDO) New Delhi. Of the four microbial isolates, P. 

aquatica and K. asachharophila were the most efficient RDX degraders with 82 and 74 % 

RDX (10 mg l‒1) degradation within 240 h of incubation with the highest microbial growth 

8.7 ± 0.52 × 108 and 3.1 ± 0.07 × 107 CFU ml‒1 respectively. Both B. oceanisediminis and A. 

subterraneous were poor RDX degraders with only 32 and 29 % RDX degradation after 240 
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h, thus left out for further steps. Alongside, six different carbofuran degrading bacterial 

strains were isolated from contaminated soils and screened for carbofuran degrading potential 

in minimal salt media. Bacterial isolates, O. intermedium, and B. albus were found to be the 

most effective carbofuran degraders, with 75.8 and 58.4 % carbofuran (300 mg l‒1) 

degradation within 120 h of incubation and thus selected for further steps. 

Next, the interaction study was conducted between potent RDX (P. aquatica and K. 

asachharophila) and Carbofuran (O. intermedium and B. albus) degrading isolates to check 

compatibility for consortia development. However, no positive interaction was observed 

between RDX degraders and carbofuran degraders. Hence, no microbial consortium was 

developed, and monocultures of the potential RDX and carbofuran degrading strains were 

used in further studies. 

After that, aqueous phase degradation studies were conducted to determine the RDX and 

carbofuran degradation kinetics and intermediate metabolites. P. aquatica and K. 

asachharohila isolated from explosives contaminated sites removed 80 and 75% RDX (30 

mg l‒1) from MSM I within 240 h. The degradation of RDX was rapid and highly effective 

with RDX half-lives of 4.17 and 4.89 days with P. aquatica and K. asachharophila resp. The 

LCMS analysis of the aqueous extracts confiemed the presence of MNX, MEDINA, NDAB 

in case of P. aquatica, while only MEDINA and NDAB were detected as intermediates with 

K. asachharophila.  In aqueous phase degradation of carbofuran, O. intermedium and B. 

albus degraded 92 and 68% carbofuran (100 mg l‒1) from aqueous media resp. O. 

intermedium showed rapid carbofuran removal with degradation rate constant 0.69 day‒1 and 

half-life of 1 day while a half-life of 29 days was observed in control treatments. GCMS 

analyses of the aqueous extract confirmed the formation of carbofuran-7-phenol (M.W. 164 

Da) as major intermediate metabolite detected at RT of 11.4 min. Other intermediate 1,2-

benzenecarboxylic acid, monoethyl ester (194 Da) was detected at RT of 15.2 min. 
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Followed by this, different potent bacterial strains were formulated into water-dispersible 

granules (WDG), talcum and charcoal-based dust and encapsulated beads formulation. The 

developed formulations were further checked for shelf life and contaminant (RDX and 

carbofuran) degrading potential over a storage period of six months at three different 

temperatures (4, 30 and 40 ˚C). The WDGs retained >80 % of initial viability, while a loss of 

>50 % in initial viable cell counts was recorded in talcum, charcoal and beads formulation 

after 6 months at 30 ˚C. However, at 4 ˚C all the developed formulations remained viably 

stable till 6 months of storage. The bacterial counts were greatly reduced within 2 months at 

40 ˚C storage temperature.  

WDGs of P. aquatica and K. asachharophila retained 95 and 96 % of the initial RDX 

degrading efficiency after storage period. While, WDGs of O. intermedium retained ~ 94 % 

carbofuran removing potential at the end of 6 months of storage at 30 ˚C. The remediating 

potential of powder and beads formulation was significantly decreased by >15 % within 3 

months which further reduced to >50 % at the end of 6 months. Thus, the WDGs were finally 

selected for soil microcosm studies to study the impact of bioaugmentation and 

biostimualtion on RDX and carbofuran degradation.  

P. aquatica WDGs in sucrose amended microcosms showed a 77.57 % RDX removal while a 

66.49 % RDX degradation was recorded in microcosms stimulated with wheat straw after one 

month of storage. The biostimulated microcosms recorded reduced RDX soil half-lives of 

13.9 and 19.04 days resp. over control treatment with RDX half-life of 185.5 days. In case of 

carbofuran degradation in soil microcosms, the O. intermedium cells in WDGs stimulated by 

biogas slurry (BGS) recorded a 95 % carbofuran degradation within 30 days of treatment. 

The carbofuran half-life in control set was 78.3 days which was critically reduced to 8.04 

days in microcosms treated with integrated bioaugmentation and biostimulation approach. 
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With successful remediation of RDX and carbofuran contaminated soils, the effect of our 

combinatorial approach was checked on soil and tomato plant health via in-planta assay with 

carbofuran as soil contaminant. The best treatment with co-application of WDGs and BGS 

showed significantly similar (p<0.5) plant growth (shoot length, root length, fresh weight, 

chlorophyll) with control treatments inferring that our combinatorial approach does not 

produce any deleterious effect on plant growth and subsequently removes residual carbofuran 

from the soil. 

The findings from present study presents an ecofriendly sustainable approach to remediate 

xenobiotics (RDX and carbofuran) contaminated soil. The synergistic effect of microbial 

formulation (WDG) and bio amendments (wheat straw, biogas slurry) not only enhances 

pollutant removal from soil but simultaneously provide a feasible option for agricultural 

waste management by utilizing them as nutritional source for potential autochthonous 

bacteria.  
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साराांश 

तीव्र गतत से बढ़ते हुए औद्योगीकरण और शहरीकरण के कारण दतुनया भर में जनेोबायोटिक 

यौतगकों का ाऄत्यतधक तििेकहीन ाईपयोग हुाअ ह।ै नााआट्रामााआन और काबाामेट्स जसै े

जेनोबायोटिक यौतगकलांबे समय तक पयाािरण में रहते हैं और ाआस प्रकार तमट्टी और जल 

तनकायों के प्रदषूण में योगदान करते हैं। ाआस प्रकार, ाअसपास के पाटरतथथततकी तांत्र के थथायी 

कायाकल्प के तलए तमट्टी और पानी स ेाआन जनेोबायोटिक्स को हिाने के तलए साध्य दतृिकोण 

की ाऄतनिाया माांग ह।ै दतूषत पयाािरण तनकायों को ाआन खतरनाक जेनोबायोटिक्स से मुक्त करन े

हते,ु जैि ाईपचार सबसे कुशल ाईपाय ह ैतजसे तिश्व भर में व्यापक रूप से थिीकार ककया जा 

रहा ह ै । तितभन्न प्रकार के जीिाणु, किक और ाईनके सांबांतधत ाईपापचयी एांजााआम, जैि 

ाईपचार प्रकिया में ाईपयोग ककए जाने िाल ेप्रमुखकारक हैं। 

ाआन सभी तथ्यों को ध्यान में रखते हुए, "जेनोबायोटिक्स (ाअर. डी. एक्सतथा काबोफुरान) 

प्रदतूषत मृदा का जैि ाईपचार " नामक ितामान शोधकाया एकीकृत बायोएग्मेंिेशन और 

बायोतथिम्यूलेशन प्रतितध का ाईपयोग करके तिथफोिकों और कीिनाशकों से दतूषत तमट्टी के 

ाईपचारतथा कायाकल्प पर कें कित ह।ै 

ाऄध्ययन की शुरुाअत नााआट्रोजन-सीतमत न्यूनतम क्षार मीतडया में ाअर. डी. एक्स. क्षरणक्षमता 

के तलए तिथफोिक-दतूषत सााआिों से पृथक जीिाणुओं की जाांच के साथ हुाइ। चार तभन्नप्रकार के 

जीिाणु, बैतसलस ओशतनतसडतमतनस, पेलोमोनास एक्वाटिका, ककनरेतशाअ ाऄसिोकफलाऔर 

ाअर्थ्रोबैक्िर सबटे्रतनयस को शुरू में सीएसाअाइाअर-ाआांथिीट्यूि ऑफ मााआिोतबयल िेक्नोलॉजी 

(ाअाइ. एम .िेक), चांडीगढ़ द्वारा पृथक ककया गया, तजसे बाद मेंसेंिर फॉर फायर, 

एक्सप्लोतसि एांड एनिायरनमेंि सेफ्िी, रक्षा ाऄनुसांधान एिां तिकास सांगठन(सी. एफ. ाइ. ाइ. 

एस., डी. ाअर. डी. ओ.)द्वाराहमें प्रदान ककया गया। चारों सकू्षमजीिोंमें से, पी. 

एक्वाटिका और के. ाऄसिोकफलासबसे कुशल ाअर. डी. एक्स. तडगे्रडर पाए गए तजन्होंन8े.7 

± 0.52 × 10
8तथा3.1 ± 0.07 × 107सी.एफ.यू/तम. ली.,कोतशकीय िृतिके साथ240 

घांिे के भीतर,िमशाः82 और 74% ाअर. डी. एक्स. (10 तम.ग्रा./ ली.) क्षरण 

ककया।बी.ओशतनतसडतमतनस और ए.सबटे्रतनयसदोनों ही तनकृितम ाअर. डी. एक्स. तडगे्रडर 

थे, जो कक240 घांिे के बाद केिल 32 और 29% ाअर. डी. एक्स. तगरािि ही दजा कर 

पाए। साथ ही, छह ाऄलग-ाऄलग काबोफुरानक्षरण जीिाणुओं को दतूषत तमट्टी से पृथक ककया 

गया और न्यूनतम क्षार मीतडया में काबोफुरानक्षरण क्षमता के तलए जाांच की गाइ। जीिाणु, 

ओकरोबेक्िृमाआांिरमीतडयम, और बेतसलस एल्बस को सबसे प्रभािी काबोफुरानतडगे्रडर पाया 

गया, तजसमें ाउष्मायन के 120 घांिे के भीतर 75.8 और 58.4% काबोफुरान (300 

तम.ग्रा./ ली.) का क्षरण हुाअ और ाआस प्रकार ाअगे के चरणों के तलए चुना गया। 

ाआसके बाद, सांघ के तिकास के तलए ाऄनकूुलता की जाांच करने के तलए शतक्तशाली ाअर. डी. 

एक्स. (पी. एक्वाटिकातथा के. ाऄसिोकफला) और काबोफुरान (ओ. ाआांिरमीतडयमतथाबी. 

एल्बस) के बीच परथपर कियाका ाऄध्ययन ककया गया। हालाांकक, ाअर. डी. 

एक्स.तथाकाबोफुरान तडगे्रडसा के बीच कोाइ सकारात्मक परथपर कियानहीं दखेी गाइ। ाआसतलए, 

कोाइ मााआिोतबयल कांसोर्टियम तिकतसत नहीं ककया गया था, और ाअगे के ाऄध्ययनों में 

सांभातित ाअर. डी. एक्स. और काबोफुरान क्षरण जीिाणुओं के मोनोकल्चर का ाईपयोग ककया 

गया था। 
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ाईसके बाद, ाअर. डी. एक्स. और काबोफुरान तडगे्रडशेन काआनेटिक्सऔर ाआांिरमीतडएि 

मेिाबोलााआट्स को तनधााटरत करने के तलए जलीय चरण क्षरण ाऄध्ययन ाअयोतजत ककए गए थे। 

तिथफोिक दतूषत थथलों से पृथक ककये गए पी. एक्वाटिकातथा के. ाऄसिोकफला ने 240 घांिे के 

भीतर 80 तथा75% ाअर. डी. एक्स. (30 तम. ग्रा./ ली.) का क्षरण ककया। ाअर. डी. 

एक्स. का क्षरण तेजी स ेऔर ाऄत्यतधक प्रभािी था, तजसमें ाअर. डी. एक्स. कीाऄधा-ाअयु 

4.17 और 4.89 कदनों की पायी गयी । जलीय ाऄका के LCMS तिशे्लषण ने पी. एक्वाटिका 

के मामल ेमें MNX, MEDINA, NDAB की ाईपतथथतत की पुति की, जबकक के. ाऄसिोकफला 

के साथ मध्यिती के रूप में केिल MEDINA और NDAB का पता चला। काबोफुरान के 

जलीय चरण क्षरणमें, ओ. ाआांिरमीतडयमतथाबी. एल्बसन9े2 तथा68% काबोफुरान(100 तम. 

ग्रा./ ली.)क्षरण ककया। ओ.ाआांिरमीतडयम ने 0.69 / कदनकी तगरािि दर के साथ तेजी स े

काबोफुरानक्षरणको 1 कदन कीाऄधा-ाअयु के साथ कदखाया, जबकक तनयांत्रण ाईपचार में 29 कदनों 

कीाऄधा-ाअयु दखेी गयी। जलीय ाऄका के GCMS तिशे्लषणों ने काबोफुरन-7-कफनोल (M.W. 

164 Da) के गठन की पुति की, जो 11.4 तमनि के RT पर प्रमुख मध्यिती मेिाबोलााआि 

के रूप में पाया गयाथा। 15.2 तमनि के RT पर ाऄन्य मध्यिती 1,2-बेंजीनकारबॉतक्सतलक 

एतसड, मोनोएतथल एथिर (M.W. 194 Da) का पता चला था। 

ाआसके बाद, तितभन्न जीिाणुओंको डब्लल्यूडीजी, िैलकम तथा चारकोल ाअधाटरत पााईडर,और 

ाआनकैप्सुलेिेड बीड्सफामूालेशनके रूप में तैयार ककया गया। तीन ाऄलग-ाऄलग तापमानों (4, 30 

और 40˚C) पर छह महीने की भांडारण ाऄितध में शेल्फ लााआफ और दतूषत (ाअरडीएक्स और 

काबोफुरान) तडगे्रडडग क्षमता के तलए तिकतसत की गयीफॉमूालेशन की जाांच की 

गाइ।डब्लल्यूडीजीफामूालेशन ने30˚C तापमानपर6 महीने के बाद, प्रारांतभक बैक्िीटरया की 

सांख्याका>80% बरकरार रखा, जबकक िैल्कम, चारकोल और बीड्स फॉमूालेशनमें>50% की 

हातन दजा की गाइ थी। हालाांकक, 4 ˚C पर प्रारांतभक बैक्िीटरया की सांख्यासभी तिकतसत की 

गयी फॉमूालेशन में 6 महीने के भांडारण तक तथथर पायी गयी। 40 ˚Cभांडारण तापमान पर 2 

महीने के भीतर हीजीिाणुओं की सांख्या बहुत कम हो गाइ थी। 

पी. एक्वाटिका और के. ाऄसिोकफला के डब्लल्यूडीजी ने भांडारण ाऄितध के बाद प्रारांतभक ाअर. 

डी. एक्स ाऄपघिनक्षमताका95 और 96% बरकरार रखा। जबकक, ओ. ाआांिरमीतडयम के 

डब्लल्यूडीजी ने 30 ˚C पर भांडारण के 6 महीने के ाऄांत में ~ 94% काबोफुरानाऄपघिन क्षमता 
को बरकरार रखा। पााईडर और बीड्सफॉमूालेशन की ाईपचारात्मक क्षमतामें 3 महीनों के 

भीतर>15% तक कमीपायीगाइ थी जो कक 6 महीने के ाऄांत में और कम होकर>50% हो गाइ। 

ाआस प्रकार, ाअरडीएक्स और काबोफुरान क्षरण पर बायोएग्मेंिेशन और बायोतथिम्यूलेशन के 

प्रभाि का ाऄध्ययन करने के तलए डब्लल्यूडीजीफामूालेशन को ाऄांतताः चुना गया था। 

सुिोज सांशोतधत मृदामें पी. एक्वाटिका डब्लल्यूडीजी ने 77.57% ाअर. डी. एक्स क्षरणककया, 

जबकक एक महीने के भांडारण के बाद गेहां के भूसे से सांशोतधत मृदामें 66.49% ाअर. डी. 

एक्स क्षरण दजा ककया गया। सुिोज तथा गेहां के भूसे से सांशोतधत मृदामें ाअर. डी. 

एक्सकीाऄधा-ाअयुमेंतगराििपायी गयी (13.9 और 19.04 कदनिमशाः), 

जबककाऄसांशोतधतमृदामेंाअर. डी. एक्सकीाऄधा-ाअयु185.5 कदन पायी गयी।  

ाआसी प्रकार, बायोगैस घोल (बीजीएस) सांशोतधत मृदा में ओ. ाआांिरमीतडयम डब्लल्यूडीजी 

फामूालेशन ने 30 कदनों के भीतर 95% काबोफुरान क्षरण ककया। ाऄसांशोतधत मृदा में काबोफुरान 

ाऄधा-ाअयु 78 कदन पायी गयी, जबकक एकीकृत बायोएग्मेंिेशन और बायोतथिम्यूलेशन से 

ाईपचाटरत मृदा में काबोफुरान ाऄधा-ाअयु गांभीर रूप से घिाकर 8.04 कदन पायी गयी। 
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ाअर. डी. एक्स और काबोफुरान दतूषत मृदा के सफल ाईपचार के पश्चात्, मृदा और िमािर 

के पौधों के थिाथथ्य पर काबोफुरान के प्रभाि की जााँच की गाइ। डब्लल्यूडीजी और बीजीएस के 

सह-ाऄनुप्रयोग के साथ सबसे ाऄच्छा ाईपचारपाया गयाजो ककतनयांत्रण ाईपचार के साथ काफी 

समान (p<0.5) पौधे की िृति (शूि की लांबााइ, जड़ की लांबााइ, शुष्क भार, क्लोरोकफल) 

को दशााता ह ैकक हमारा बायोएग्मेंिेशन और बायोतथिम्यूलेशन सांयोजनाईपचारपौधे की िृति पर 

कोाइ हातनकारक प्रभाि पैदा नहीं करता ह ैऔर बाद में मृदा से ाऄितशि काबोफुरान को हिा 

दतेा ह।ै 

ितामान ाऄध्ययन के तनष्कषा जेनोबायोटिक्स (ाअर. डी. एक्स और काबोफुरान) दतूषत मृदा के 

ाईपचार के तलए एक पयाािरण के ाऄनुकूल धारणीयदतृिकोण प्रथतुत करते हैं। मााआिोतबयल 

फॉमूालेशन (डब्लल्यूडीजी) और जैि सांशोधन (गेहां का भूसा, बायोगैस घोल) का सहकियात्मक 

ाईपयोग न केिल मृदा से प्रदषूक ाऄपघिन को बढ़ाता ह ै बतल्क साथ ही सांभातित मूल 

तनिासीबैक्िीटरया के तलए पोषण स्रोत के रूप में ाईपयोग करके कृतष ाऄपतशि प्रबांधन के तलए 

एक सांभि तिकल्प प्रदान करता ह।ै 
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