Przeglad Geologiczny, vol. 62, nr 8, 2014

Mikroorganizmy w solankach mezozoiku Nizu Polskiego

Maciej Walczak', Arkadiusz Krawiec’

62:420-423.

M. Walczak

A. Krawiec

Microorganisms in the brines of the Mesozoic strata from the Polish Lowland. Prz. Geol.,

Abstract The paper presents the results of the research into the distribution of microorganisms
in brines with the TDS (total dissolved solids) concentration of 40-80 g/dm’, located in the Paleo-
zoic platform of the Polish Lowland. Water samples were collected from boreholes extracting
water from the Jurassic and Triassic aquifers. The bacteria were detected in all water samples
although the total number of microorganisms in the water samples ranged from about 11 - 10° to
more than 40 - 10° cells, while their viability ranged from 13% to 100%. The samples contained
both heterotrophic and chemoautotrophic, aerobic, and anaerobic bacteria as well as bacteria

participating in the transformation of iron and sulphur compounds.
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Zycie pod powierzchnia Ziemi wystepuje znacznie
glebiej, niz przypuszczano jeszcze 30 lat temu. Czgsto
na duzych glebokosciach i w ekstremalnych warunkach
(wysokie ci$nienie, temperatura czy zasolenie) zyja mikro-
organizmy, ktore zasiedlaja takze wody podziemne. Sa to
glownie bakterie i archeony (wbrew nazwie nieco mtodsze
od bakterii w ewolucyjnej skali czasu). Wyniki pierw-
szych, historycznych badan wskazywaty, ze ogolna liczba
mikroorganizméw w wodach podziemnych czgsto prze-
kracza 10° komoérek na mililitr. Natomiast proby hodowli
nie zawsze konczyly si¢ powodzeniem, cho¢ w wielu przy-
padkach liczebno$¢ mikroorganizméw hodowalnych byta
wysoka i siggata tysiecy komorek na mililitr wody (Fred-
rickson i in., 1989; Sinclair & Ghiorse, 1989).

Wedlug Whitmana i in. (1998) ok. 75-94% organizméw
prokariotycznych zyje gleboko pod powierzchnia Ziemi,
w ekstremalnych warunkach. Wyniki najnowszych badan
wskazuja takze, ze biomasa organizmow wystgpujacych
pod powierzchnia Ziemi znacznie przekracza biomasg or-
ganizméw z powierzchni (Adhikari & Kallmeyer, 2010).
Mikroorganizmy te czg¢sto sa w pelni aktywne i wptywaja
na kierunek oraz tempo przemian geologicznych. Bada-
nia mikrobiologiczne materiatu geologicznego maja coraz
czesciej cel aplikacyjny. Poszukiwane sa unikatowe, odzna-
czajace si¢ nietypowymi cechami i wlasciwosciami mikro-
organizmy, ktére moglyby by¢ wykorzystane w ochronie
srodowiska lub w przemysle (przyktadowo bakterie zdolne
do oczyszczania $ciekdw zawierajacych zwiazki uranu —
Jroundi i in., 2007).

Badania z zakresu geomikrobiologii na obszarze Polski
prowadzono bardzo rzadko. Celem wykonanych prac byto
stwierdzenie, czy i w jakim stopniu solanki wystgpujace w
warstwach mezozoicznych na Nizu Polskim sa zasiedlone
przez mikroorganizmy.

OBSZAR BADAN

Wedhug podziatu regionalnego wod mineralnych wody
analizowanego obszaru, obejmujacego potnocno-zachod-
nig i centralng czg$¢ Polski, naleza do prowincji platformy
paleozoicznej. Wystepuja tu duze struktury geologiczne

o przebiegu NW-SE, takie jak synklinorium brzezne, anty-
klinorium $rodkowopolskie czy synklinorium szczecinsko-
-t6dzko-miechowskie. Formacja salinarna cechsztynu miata
duzy wptyw na tworzenie si¢ wod mineralnych, szczegdl-
nie w strefach tugowania soli ze struktur halokinetycz-
nych. Najwigksze zasoby wod mineralnych znajduja sig
tutaj w osadach kredy dolnej, jury oraz triasu. Dominuja
wody chlorkowo-sodowe, ktore czgsto sa eksploatowane
do celoéw leczniczych (np. Swinoujscie, Grudziadz, Kamien
Pomorski, Kotobrzeg, Potczyn-Zdrdj czy Ciechocinek).

Budowa geologiczna i tektonika uskokowa obszaru,
a szczegolnie antyklinorium kujawsko-pomorskiego, przy-
czyniaja si¢ do ascenzji zmineralizowanych wéd chlorko-
wych, ktore niekiedy pojawiaja si¢ na powierzchni terenu
lub w jej poblizu. Zjawiska takie znane sa np. z rejonu
Kamienia Pomorskiego i Kolobrzegu, a takze z okolic
Leczycy, Kowala czy Ciechocinka (Kolago, 1964; Dow-
giatto, 1971; Krawiec, 1999). W centrum Kotobrzegu, na
Wyspie Solnej, znajduja si¢ obecnie Zrédia solankowe nr 18
i 35 o mineralizacji ok. 51 g/dm’.

MATERIALY I METODY BADAN

Badania przeprowadzono na probkach wody (solanki)
z szesciu roznych ujgé (oznaczonych kolejnymi literami —
A, B, C, D, EiF) o glebokosci 100—1700 m z obszaru syn-
klinorium brzeznego oraz antyklinorium srodkowopolskie-
go. Do analiz pobrano solanki typu Cl-Na o mineralizacji
40-80 g/dm’ (tab. 1). Czesé sposrod badanych wod stoso-
wana jest do rekreacji i w balneoterapii w basenach i wan-
nach. Wody te znajduja si¢ w strefie utrudnionej wymiany
i s dobrze izolowane od powierzchni terenu.

Wodg do badan mikrobiologicznych pozyskano bezpo-
$rednio z zaworu na gtowicy otworu. Przed pobraniem
probek wodge stagnujaca w instalacji spuszczono, a zawor
wyjatowiono przez opalenie go ptomieniem palnika gazo-
wego. Nastepnie pobrano probki wody o objetosci 1,0 dm’
bezposrednio do jatowych butelek szklanych. W laborato-
rium oznaczono:

— 0golna liczbg mikroorganizmoéw (OLM),

— zywotnos¢ komorek mikroorganizmow,
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Tab. 1. Parametry fizykochemiczne probek wody
Table 1. Physicochemical parameters of the water samples

p ¢ Miejscowosé (probka) / Locality (sample)
arametr
Parameter Ciechocinek Grudziadz Kolobrzeg Kolobrzeg Kolobrzeg Polczyn-Zdroj

(A) (B) © (D) (E) (D)
Substancje
rozpuszczone 44 000 77 000 60 200 60 400 55100 75 000
Total dissolved solids
Ca* 1320 2400 2160 2020 1940 3100
mg* 490 960 700 690 705 870
Na* 14 700 25500 19 900 20 100 18 000 24 000
K 163,2 197 150 140 115 55
Fe*' 1,3 10,5 16,2 8 10,8 34
HCO; 356 190 230 250 232 60

3
S0% [mg/dm-] 97 510 330 360 295 3100
Ccr 26 230 46 080 36 300 36 500 33 300 42 700
F 0,6 0,3 - 0 - 0,15
| 2,1 3,5 4,7 3,5 5,4 2,2
Br 74 98 77 100 125 195
wyczuwalny
Zwiazki siarki zapach
Sulphur compounds 0,9 siarkowodoru - - - -
S{I) H,S + HS distinct smell of
hydrogen sulphide

pH = 6,9 6,2 7,2 6,9 6,9 7.8
Eh [mV] 10,8 48,7 5,2 16,5 14,4 -35,9
Glebokos$é ujecia
Depth of intake [m] 750 1600 300 200 100 1200
Typ wody / Water type Cl-Na, I Cl-Na, I, Fe Cl-Na, I, Fe Cl-Na, I Cl-Na, I, Fe Cl-Na, I

— liczebno$¢ tlenowych i beztlenowych bakterii hetero-
troficznych i chemoautotroficznych (jako jtk — liczbe jed-
nostek tworzacych kolonie),

— wystgpowanie 1 liczebno$¢ bakterii utleniajacych
zelazo oraz bakterii redukujacych siarczany (jako NPL —
najbardziej prawdopodobna liczbg).

Ogolna liczbg mikroorganizmdéw oznaczono, liczac
je pod mikroskopem epifluorescencyjnym. Zywotnosé
komorek mikroorganizméw w badanych probkach wody
ustalono metoda barwienia Live/Dead (Invitrogen). W wy-
niku zastosowanej metody komorki zywe zostaty wybar-
wione na kolor zielony, natomiast martwe na kolor czer-
wony lub pomaranczowy (ryc. 1). Liczebnos$¢ tlenowych
1 beztlenowych bakterii heterotroficznych oznaczono na
podtozu Plate Count Agar, stosujac posiew wglebny.
Hodowle inkubowano przez 20 dni. Liczebno$¢ tlenowych
i beztlenowych bakterii chemoautotroficznych w badanych
probkach wody oznaczono z uzyciem pozywki mineralne;j
na bazie wody pochodzacej z danego ujgcia.

Wystepowanie i liczebno$¢ bakterii utleniajacych zela-
70 oznaczono na pozywce o sktadzie: (NH,),SO, — 3,0 g,
Caclz — 0,1 g, K2P04 — 0,5 g, MgSO4 . 7H20 — 0,5 g,
Ca(NO;), — 0,01 g, H,SO, (10M) — 1 ml, FeSO, — 45,0 g
i pH wynoszacym 3,0-3,5. Za dodatni wynik badania przyj-
mowano wystapienie rdzawego zabarwienia pozywki, co
$wiadczy o utlenieniu zelaza Fe’* do Fe’™.

W przypadku bakterii redukujacych siarczany zastoso-
wano pozywke ptynna o sktadzie: baza (K,HPO, — 0,5 g,
NH,CI - 1,0 g, Na,SO, — 1,0 g, CaCl, - 2H,0 - 0,1 g,
MgSO, - 7TH,0 — 2,0 g, mleczan sodu o stezeniu 70% —
3,5 g, pirogronian sodu — 0,5 g, ekstrakt drozdzowy — 1,0 g,
H,0 —980 ml; pH—7,4), roztwor 2 — 10 ml (FeSO, - 7TH,0 —
0,5 g), roztwor 3 — 10 ml (kwas askorbinowy — 0,1 g, tio-
glikolan sodowy — 0,1 g). Roztwory 2 i 3 wyjalowiono

Rye. 1. Mikroorganizmy w solance (komorki zywe — kolor zielony,
komorki martwe — kolor pomaranczowy)

Fig. 1. Microorganisms in the brine (live cells — green color, dead
cells — orange color)

metoda saczenia przez filtr strzykawkowy 1 nastepnie dodano
do bazy po jej sterylizacji w autoklawie. Po zaszczepieniu
do kazdej probéwki wprowadzono po 2 ml sterylnego oleju
parafinowego w celu odcigcia doptywu tlenu. Za dodatni
wynik badania przyjmowano wystapienie czarnego zabar-
wienia pozywki, co §wiadczy o zredukowaniu siarczandw
i siarczynow do siarkowodoru, ktéry w potaczeniu z jonami
zelaza daje czarny siarczek zelaza.

Poszczegolne hodowle mikroorganizmoéw byty prowa-
dzone w warunkach termicznych odpowiadajacych tempe-
raturze wody z danego ujgcia.

Ogo6lna liczbg mikroorganizméw w badanych prob-
kach wody przedstawiono na rycinie 2. Liczba ta zmienia
si¢ w zakresie od kilkunastu tysiecy do kilkudziesigciu
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Ryec. 2. Ogoélna liczba mikroorganizméw oraz stosunek komorek
zywych do martwych w probkach wody

Fig. 2. Total number of microorganisms and the viability of micro-
bial cells in the water samples
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Ryec. 3. Liczebnos¢ tlenowych i beztlenowych mikroorganizmow
heterotroficznych oraz chemoautotroficznych w prébkach wody
Fig. 3. Number of aerobic and anaerobic heterotrophic and chemo-
autotrophic microorganisms in water samples

tysiecy komorek w 1 cm’ wody. Najwyzsza OLM stwier-
dzono w ujeciu A i byto to 42,1 - 10° komérek/cm’, za$ naj-
nizsza w ujeciu C — 11,1 - 10> komérek/cm’. Zywotnosé
komoérek mikroorganizméw w wodzie z badanych ujeé
byta wysoka. W wodzie zuje¢ B i E 100% obserwowanych
komorek byto zywych. Najnizsza zywotno$¢ komorek od-
notowano w wodzie z ujecia F — tylko 13%.

Liczebnos¢ mikroorganizméw heterotroficznych byta
dos$¢ niska we wszystkich badanych ujeciach (ryc. 3).
W wodzie z ujgcia D stwierdzono najwigksza liczbe tleno-
wych mikroorganizméw heterotroficznych (19 jtk/cm?),
natomiast w wodzie z ujecia C nie stwierdzono ich w ogéle.
Najwigcej mikroorganizméw beztlenowych zdolnych do
tworzenia koloni na zastosowanym podtozu odnotowano
w wodzie zuje¢ D i F (11 jtk/cm®). W wodzie z ujecia E nie
stwierdzono tych mikroorganizmow.

Mikroorganizmy chemoautotroficzne wykryto tylko
w wodzie zujeé AiF (ryc. 3). W wodzie z ujgcia A liczeb-
no$¢ tlenowych mikroorganizméw chemoautotroficznych
wyniosta 2 jtk/cm’, natomiast liczebno$¢ beztlenowych —
3 jtk/em’. W wodzie z ujecia F wéréd mikroorganizméw
chemoautotroficznych wystgpowaly tylko komorki zdolne
do wzrostu w warunkach tlenowych. Ich liczebno$¢ wy-
niosta 3 jtk/cm’.

We wszystkich badanych probkach wody stwierdzono
obecnos¢ bakterii zdolnych do utleniania Zelaza. Naj-
wigksza ich liczebno$¢ odnotowano w wodzie z uje¢ Ai B
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Ryec. 4. Najbardziej prawdopodobna liczba mikroorganizmoéw utle-
niajacych Fe i redukujacych S w probkach wody

Fig. 4. Most probable number of Fe-oxidizing and S-reducing
microorganisms in the water samples

(NPL wyniosta 240/cm’®). W pozostatych probkach wody
liczebno$¢ tych bakterii byta co najmniej 10 razy mniejsza
(ryc. 4). Bakterie redukujace siarczany i inne utlenione
formy siarki wykryto tylko w wodzie z ujg¢ A i C (ich
liczebnoéé byta bardzo mata, NPL wyniosta 2,5/cm’).

DYSKUSJA

Po raz pierwszy na swiecie badania mikrobiologiczne
solanek zostaty przeprowadzone na terenie Polski i doty-
czyly mikroorganizmow wystgpujacych w kopalni Wielicz-
ka (Namystowski, 1913). Przedstawione w niniejszej pracy
wyniki wskazuja, ze w solankach pochodzacych z warstw
mezozoicznych Nizu Polskiego wystgpuja liczne mikro-
organizmy. Najwigksza ich liczbg stwierdzono w wodzie
zujeé¢ AiE (ponad 40 - 10’ komérek/cm’). Uzyskane wyni-
ki sa zgodne z danymi z innych prac, w ktoérych podawana
OLM bardzo czesto osiaga wartosci rzedu 10" komérek/cm’
(Lovley & Goodwin, 1988; Pedersen & Ekendahl, 1990;
Krumholz, 2000; Sass & Cypionka, 2004). W przypadku
wielu typow wod podziemnych moze by¢ to wielkos¢ gra-
niczna ze wzgledu na bardzo niskie st¢zenia wegla organicz-
nego (Lovley & Goodwin, 1988; Fry i in., 1997).

Liczebno$¢ tlenowych i beztlenowych mikroorganizméw
heterotroficznych w badanych probkach wody byta bardzo
niska. W wodzie z ujgcia D stwierdzono najwigcej mikro-
organizméw zdolnych do wzrostu na podtozach zawie-
rajacych zwiazki wegla organicznego. Lacznie bylo ich
tylko 30 jtk/em®, z czego wigkszosé¢ stanowily komorki
rozwijajace si¢ w warunkach tlenowych. Pozornie jest to
niemozliwe, gdyz w warunkach, w jakich wystgpuja bada-
ne wody, nie ma wolnego tlenu. Jednak znaczna cz¢$¢ bak-
terii to organizmy wzglednie tlenowe lub wzglednie bez-
tlenowe, co oznacza, ze moga one rozwijac si¢ zar6wno
w obecnosci tlenu, jak i wtedy, kiedy go brakuje. Bakterii
tlenowych nie stwierdzono jedynie w wodzie z ujgcia C.
Tak znikoma liczebno$¢ bakterii heterotroficznych w tego
typu srodowiskach jest skutkiem niedostatecznej ilosci
zwiazkow odzywczych (Sand, 2003).

Z badanych probek wody wyhodowano takze mikro-
organizmy autotroficzne, rozwijajace si¢ wylacznie w obec-
nos$ci zwiazkow mineralnych, przy czym mikroorganizmy
te wyhodowano tylko z wody pobranej z uje¢ AiF. Liczeb-
no$¢ komorek tych mikroorganizméw byta jednak zniko-
ma — zaledwie po kilka jtk w 1 cm® wody.
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Ogolnie ilos¢ komodrek zdolnych do wzrostu w badanych
wodach jest bardzo niewielka, co wynika z tego, ze znacz-
na czg$¢ mikroorganizmoéw nalezy do mikroorganizmow
nichodowalnych, tj. nie wykazuje zdolnosci do wzrostu
na podtozach mikrobiologicznych. Problem ten szczeg6l-
nie dotyczy probek wody pochodzacej z glebi Ziemi czy
oceanéw i zostal opisany m.in. przez Krumholza (2000).

W badanych prébkach wody stwierdzono takze obec-
no$¢ autotroficznych bakterii utleniajacych zelazo. Ponie-
waz w wodzie znajduja si¢ znaczne ilosci zelaza w formie
Fe" (tab. 1), obecnos¢ tych bakterii wydaje sig naturalna.
Jednak z drugiej strony naleza one do $cistych tlenowcow
(Brock, 1997) i ich wystgpowanie w wodach podziem-
nych, pozbawionych dostgpu do tlenu, jest zastanawiajace.
Ponadto wyniki analizy chemicznej badanych wod wskazuja,
ze proces biologicznego utleniania jonéw Fe*” w warun-
kach, jakie panuja w gérotworze, musi by¢ catkowicie lub
prawie catkowicie zahamowany. W przeciwnym wypadku
w krotkim czasie nastapitoby catkowite utlenienie zelaza
Fe’" do Fe''. W zwiazku z tym nie mozna wykluczy¢, ze
bakterie te nie wystgpuja w badanych wodach glebino-
wych, ale skolonizowaly rury, ktorymi woda wyplywa na
powierzchnig, i z tego powodu zostaty wykryte.

Obecnos¢ bakterii beztlenowych redukujacych siarcza-
ny i siarczyny stwierdzono tylko w wodach z uje¢ Ai C
(ryc. 4), natomiast jony SO; , ktére sa przez te bakterie
redukowane, wystgpuja we wszystkich badanych ujeciach
(tab. 1). Produktem metabolizmu tych mikroorganizmow
jest siarka pierwiastkowa lub siarkowodor. Obecnos¢ H,S
potwierdzono w wodzie z ujecia A, co moze by¢ zwiazane
z wystgpujacymi w niej bakteriami. Powstajacy H,S moze
reagowaé z jonami Fe*", w wyniku czego powstaje piryt
(FeS,). Przeksztalcenia te powinny prowadzi¢ do zmniej-
szenia stgzenia wolnych jonéw Fe™* oraz SO?”. Znajduje to
odzwierciedlenie w sktadzie chemicznym wody z ujgcia A,
w ktorej stezenie jonow Fe®* jest najnizsze (tab. 1). W przy-
padku ujecia C dane nie wskazuja na obecno$¢ H,S
w wodzie i brakuje informacji o obecnosci siarki pierwiast-
kowej. Z kolei w wodzie z ujgcia B H,S jest wyczuwalny,
ale nie stwierdzono wystepowania bakterii redukujacych
siarczany. Ujemny wynik oznaczania tych bakterii moze
jednak wynika¢ z niedoskonatoéci metod badawczych, na
co zwrocili uwage Adhikari i Kallmeyer (2010). Wedtug
tych autoré6w bakterie redukujace siarczany mozna wykry¢
metoda hodowlana tylko wtedy, gdy zachodzi synteza en-
zymow kodowanych przez geny zwiazane z redukcja siar-
czanow. W wyniku badan solanek z okolic Berlina, ktore
przeprowadzili Saas i Cypionka (2004), we wszystkich prob-
kach stwierdzono obecnos$¢ bakterii redukujacych siarcza-
ny. Autorzy ci zastosowali jednak przednamnazanie mikro-
organizmow, co znacznie zwigkszato liczebno$¢ komorek
w badanym materiale. Z tego powodu rezultatéw ich badan
nie mozna bezposrednio odnie§¢ do wynikéw zamieszczo-
nych w niniejszej pracy.

WNIOSKI

Przedstawione wyniki wskazuja, ze wody glebokich
pozioméw wodonosnych Nizu Polskiego, podobnie jak na
catym $wiecie, sa zasiedlone przez mikroorganizmy. We

wszystkich analizowanych probkach wody wystepowaly
aktywne mikroorganizmy.

Liczba bakterii heterotroficznych w badanych prob-
kach solanki byta bardzo niska. Znikoma liczebnos¢ tych
bakterii jest prawdopodobnie skutkiem niedostateczne;j
ilosci zwiazkéw odzywcezych lub wynika z wystgpowania
mikroorganizméw niechodowalnych.

W badanych préobkach wody stwierdzono takze nie-
liczne mikroorganizmy autotroficzne (woda z uje¢ A i F),
w tym bakterie utleniajace zelazo. W probkach wody z ujeé
A i1 C wystepuja rowniez bakterie beztlenowe redukujace
siarczany i siarczyny.

Wyniki tych i przysztych badan moga utatwic¢ zrozumie-
nie przemian geochemicznych, ktére zaszty w minionych
epokach geologicznych, a takze i tych, ktére zachodza
obecnie.

Autorzy dzigkuja Recenzentom za konstruktywne uwagi.
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