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MIKROORGANIZMY WYBRANYCH WOD CHLORKOWYCH KARPAT POLSKICH

MICROORGANISMS OF SELECTED CHLORIDE WATERS OF THE POLISH CARPATHIANS

Macies WaLczak!, LucyNa RAICHEL?

Abstrakt. W artykule zaprezentowano wyniki badan fizykochemicznych i mikrobiologicznych wytypowanych wod chlorkowych z ob-
szaru Karpat fliszowych z miejscowosci: Rabka-Zdroj, Krynica-Zdroj, Porgba Wielka, Wysowa-Zdrgj, Lubatowka, Iwonicz-Zdrdj i Ryma-
noéw-Zdroj, oraz solanke z dewonskich utworéw podtoza Karpat z Ustronia-Zdroju. Analizowane wody chlorkowe to wody stonawe, stone
i solanki charakteryzujace si¢ mineralizacja od 1,5 do 100,3 g/dm?>. Badane wody nalezg do leczniczych woéd mineralnych, ktére wykorzy-
stywane sg w balneoterapii. We wszystkich probkach wody stwierdzono obecnos¢ mikroorganizméw. Liczebno$¢ mikroorganizmow ho-
dowalnych na ogo6t byta jednak bardzo niska. W przypadku dwoch uje¢ (Ustron odw. U-3 oraz Rabka odw. 1G 2) nie udato wyhodowac si¢
zadnych mikroorganizmoéw. Identyfikacja pozyskanych izolatow potwierdzita inne doniesienia $wiadczace o tym, ze sktad gatunkowy
mikroorganizméw wod podziemnych jest $cisle powiazany ze sktadem chemicznym. W wielu ujeciach solanek stwierdzono np. mikroor-
gaznimy halofilne lub halotolerancyjne.

Stowa kluczowe: wody chlorkowe, mikroorganizmy wod podziemnych, halofile, Karpaty fliszowe.

Abstract. The article presents the results of physicochemical and microbiological tests of selected chloride waters from the Flysch
Carpathians in Rabka-Zdr6j, Krynica-Zdroj, Por¢gba, Wysowa-Zdroj, Lubatowka, Iwonicz-Zdr6j and Rymanoéw-Zdroj, as well as brine
from Devonian deposits of the Carpathians in Ustron-Zdrdj. These chloride waters are represented by brackish water, salt water and brines
characterized by mineralization ranging from 1.5 to 100.3 g/dm®. They are curative mineral waters used in balneotherapy. The presence of
microorganisms was found in all tested waters. The number of cultivated microorganisms was, however, generally very low. In the case of
two intakes (Ustron U-3 and Rabka IG 2), no microorganisms have been cultivated. The identification of the isolates obtained confirms
other reports indicating that the species composition of groundwater microorganisms is closely related to the chemical composition. In
many intakes of brines, for example, either halophilic or halotolerant microorganisms have been found.

Key words: chloride waters, deep grundwaters microorganisms, halophiles, Flysch Carpathians.

WSTEP

Do badan mikrobiologicznych i fizykochemicznych wy-
typowano wody chlorkowe (stonawe i stone) z kredowo-
-paleogenskich utworow fliszowych Karpat zewnetrznych
z miejscowosci: Rabka-Zdroj, Krynica-Zdroj, Por¢ba Wiel-
ka, Wysowa-Zdroj, Lubatéwka, Iwonicz-Zdrdj i Rymanow-
-Zdrdj, oraz jedng solanke¢ z utworow dewonu z podtoza
Karpat, z Ustronia-Zdroju. Analizowane wody naleza do
leczniczych wod mineralnych i w wigkszo$ci wykorzysty-

wane sg w balneoterapii w uzdrowiskach do kapieli leczni-
czych lub krenoterapii, niektére w przemysle rozlewniczym.
Analizowane wody charakteryzuja si¢ obecnoscia sktadni-
kéw swoistych, nadajacych wodzie cech leczniczych. Sa to:
mineralizacja, dwutlenek wegla, jodki, zelazo i temperatura
(Rajchel, 2012).

Badania mikroorganizméw wystepujacych w leczni-
czych wodach mineralnych prowadzono sporadycznie, stad
wiedza na ich temat jest dos¢ uboga (Rajchel i in., 2002;
Walczak i in., 2017; Krawiec i in., 2018). Tymczasem, jak
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dowiedziono wiele mikroorganizméw zasiedla wody glebi-
nowe, nawet wowczas, kiedy sa zasolone, ubogie w zwiagzki
wegla i azotu, sa gorace lub zimne albo panuje tam wysokie
ci$nienie hydrostatyczne. Wedtug Whitmana i in. (1998)
75-94% organizmow prokariotycznych Ziemi zyje pod po-
wierzchnig planety. Co wigcej, niektore z prac wskazuja, ze
biomasa organizmoéw zyjacych pod ziemig znaczaco prze-
kracza biomas¢ znang z powierzchni (Adhikari, Kallmeyer,
2010). Mikroorganizmy zasiedlajace podziemne nisze eko-
logiczne, tacznie z wodami giebinowymi, sa w petni aktyw-
ne i znaczaco wptywaja na kierunki i intensywnos¢ prze-
mian geochemicznych, takich jak przeksztalcenia zwigzkow
chemicznych, rozpuszczanie lub stracanie soli, powstawanie
roznych gazéw (Onstott i in., 1998; Lebkowska, Karwow-
ska, 2010).

MATERIALY I METODY BADAN

CHARAKTERYSTYKA ANALIZOWANYCH
WOD CHLORKOWYCH

Probki wod do badan pobrano z obszaru ptaszczowiny
magurskiej i $laskiej Karpat fliszowych (fig. 1). Do badan
mikrobiologicznych i sktadu fizykochemicznego wytypowa-
no wody chlorkowe z miejscowosci: Ustron-Zdroj, Porgba
Wielka, Rabka-Zdroj, Krynica-Zdrgj, Lubatowka, Iwonicz-
-Zdroj i Rymanow-Zdroj.
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Celem badan bylo oznaczenie biordéznorodnos$ci bakterii
zasiedlajacych rozne typy wod chlorkowych o zréznicowa-
nej zawartosci CI-Na (wody stonawe, stone i solanki).

Probki wod do badan z Ustronia pobrano z odwiertu U-3.
Odwiert o glebokosci 1740 m udostepnia solanke o minera-
lizacji 100,3 g/dm® (tab. 1) z dewonskich wapieni i dolomi-
tow podtoza Karpat fliszowych, zalegajacych na glebokosci
1280-1740 m. Udostgpniona solanka ma temperaturg 20°C,
a jej typ hydrochemiczny jest CI-Na—Ca+I+Fe+T (Rajchel
iin., 2007).

W Porebie Wielkiej do badan pobrano probki wod z od-
wiertu Porgba Wielka IG 1 o glebokosci 2002,4 m. Wode
ujeto w piaskowcowo-zlepiencowatych warstwach inocera-
mowych. Jest to termalna woda chlorkowa o temperaturze
42°C i mineralizacji 23,7 g/dm’, typu CI-HCO;—Na+I+T
(tab. 1). Wodzie towarzyszy metan.

Z Rabki analizowano wodg¢ z odwiertu Rabka IG 2 o gle-
bokosci 1215 m. Odwiert udostepnia wodg chlorkowa o mi-
neralizacji 24,6 g/dm’, temperaturze 20°C typu CI-Na+I+T
(tab. 1). Wodzie towarzyszy metan, ktory migruje z gteb-
szych stref podloza strefami nieciggtosci (Chrzastowski,
1965; Rajchel, 2009; Rajchel, Czop, 2012).

Do badan pobrano réwniez probki wod w Krynicy z od-
wiertu Zuber III o glebokosci 935,7 m z grubotawicowych
piaskowcow tzw. zuberowskich. Udost¢gpniona woda to
szczawa o mineralizacji 25,6 g/dm’ a jej typ jest HCO;—Na
+CO,+I (tab. 1). Szczawa ta zostata zaliczona do szczaw
chlorkowych (Swidzinski, 1972; Rajchel, 2012).
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Tabela 1
Wybrane dane fizykochemiczne analizowanych wod
Major physicochemical parameters of the waters
Dane Ustron | Porgba Wielka| Rabka K(r))(fir;.ca Wgs‘())v\fva Wysowa Lu‘t:)ag‘(’)v\.)vka Iwonicfz Rymanéw | Rymanow
odw. U-3 odw. IG 1 odw. IG 2 Zuber 111 | Aleksandra odw. W-15 Lubatéwka 12 odw. Elin7 | odw. RZ-6 | odw. RZ-7
SSS [g/dm”] 100,3 23,7 24,6 25,6 24,4 5,9 17,5 6,3 3,0 1,5
pH 6,7 8,6 6,5 7,0 6,9 6,4 6,9 7,2 6,9 7,2
temp. [°C] 20 42,1 20,0 8,6 9,4 10,5 23 16,3 14 14
CO, [g/dm?] brak brak brak 2,2 1,9 2,6 0,61 0,67 0,25 brak
[mg/dm]
Na* 25880 7567 8835 6311 6606 1502 6143 1991 872 375
K 607 627 89,3 337,2 128,8 42 37,7 19,4 15 7,8
Ca?* 8230 4,9 72,1 174,1 279,8 112 62,8 41,4 70,5 65,6
Mg2+ 2282 2,3 41,2 3044 30,0 28,3 70 12,2 8,7 15
Ba?* 1,3 9,9 1,9 0,56 5,6 1,3 21 4,6 3.4 1,7
Sr?* 367 2,5 40,7 0,81 1,9 0,5 15,5 4,1 2,9 1,6
Fe?! 18 1,1 1,8 4,7 20,7 5,7 1,1 0,8 1,9 0,3
Mn?** 0,6 0,04 0,08 0,08 0,78 0,4 0,01 0,07 0,07 0,04
F 0,9 1,6 0,8 0,28 0,3 0,3 0,83 0,89 0,6 0,6
Cl” 62900 7465 14084 968 3618 709 7456 2028 849 365
Br 320 18,4 37,4 5,2 13,6 3,7 38 9,1 1,8 1,0
I 14,2 4,8 25,8 0,34 3,5 0,7 16,9 2,3 0,5 0,4
SO; 0,5 46,8 0,5 49,2 3,5 3,0 0,65 0,94 0,1 7.4
HCO; 107 7757 829 17141 12732 3258 3428 2089 1164 604
HBO, 34,7 117,1 528,5 11,8 868 203 146,6 94,8 65,5 20,6
H,SiO; 1,9 41,8 16,2 36,6 11,7 9,9 16,8 13,3 14 12,7

W Wysowej do badan wytypowano wody udost¢pnione
odwiertem Aleksandra i odwiertem W-15. Odwiert Aleksan-
dra o gl¢bokosci 100 m ujmuje szczawy z warstw inocera-
mowych o mineralizacji 24,7 g/dm® typu HCO,~CI-Na+CO,
+I+Fe. Szczawy z odwiertu Aleksandra uwazane s3 za naj-
bardziej zblizone do typowych wadd diagenetycznych (Dulin-
skiiin., 2017). Odwiert W-15 o gtebokosci 76 m udostepnia
szczawe z warstw inoceramowych o mineralizacji 5,9 g/dm?
typu HCO;—Cl-Na+CO, (tab. 1).

Wod¢ z Lubatowki pobrano z odwiertu Lubatowka-12
o glebokosci 958 m. Woda ujeta w interwale 625-958 m z I,
IT i IIT piaskowca cigzkowickiego to termalna woda kwaso-
weglowa o temperaturze 23°C, mineralizacji 17,5 g/dm?
i o typie CI-HCO;—Na+CO,+I (tab. 1).

W Iwoniczu do badan pobrano wodg¢ z odwiertu Elin 7
o glebokosci 1030 m. Obecnie wode ujmuje si¢ z glebokosci
85-238 m z II piaskowca ciezkowickiego. Woda o minerali-
zacji 6,3 g/dm?® to woda kwasoweglowa typu CI-HCO;—Na
+CO,+I (tab. 1).

Do realizowanych badan pobrano réwniez wod¢ z Ryma-
nowa z odwiertow RZ-6 i RZ-7. Odwiert Rymanéw RZ-6
o glebokosci 250 m ujmuje wode kwasoweglowa z I pias-
kowca ciezkowickiego o mineralizacji 3,0 g/dm’ typu
HCO;—Cl-Na+CO,. Odwiert RZ-7 o gtebokosci 178 m uj-
muje w I piaskowcu cigzkowickim wod¢ o mineralizacji
1,5 g/dm® typu HCO;—Cl-Na (tab. 1).

Analizowane wody z Lubatowki, Iwonicza-Zdroju i Ry-
manowa-Zdroju wspotwystepuja ze zlozami bituminow,
a obecny w nich dwutlenku wegla nalezy wigzaé z procesa-
mi metanogenezy, czyli bakteryjnej przemiany materii orga-
nicznej, ktorej produktami sa metan i dwutlenek wegla (Zu-
ber i in., 2007; Rajchel, 2012).

METODY OZNACZANIA
SKEADU FIZYKOCHEMICZNEGO WOD

Probki wod chlorkowych do badan mikrobiologicznych
i chemicznych pobrano jednoczes$nie w okresie [X—XI 2013
r. W terenie zmierzono parametry nietrwate wod: tempe-
raturg, pH, przewodnictwo elektrolityczne wtasciwe (PEW),
wykorzystujac przenosny miernik firmy WTW 340i/set. Ste-
zenie jonow HCOj3 oznaczano metoda miareczkowania
z wykorzystaniem roztworu 10% kwasu solnego i wskaznika
w postaci oranzu metylowego. Zawartos¢ wolnego dwutlen-
ku wegla oznaczano aparatem karat. Do badan sktadu che-
micznego pobierano probki wod do jednorazowych butelek
100 ml wykonanych z polietylenu. Po pobraniu prébki prze-
wozono ja w lodéwce terenowej do laboratorium. Stezenia
jonow gtéwnych okreslano za pomocg spektrometru emisyj-
nego z plazma wzbudzong indukcyjnie (ICP-OES) Plasm
40 firmy Perkin Elmer. St¢zenia mikroelementow oznaczono
za pomoca spektrometru masowego z plazma wzbudzong
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indukcyjnie (ICP-MS) Elan 6100 firmy Perkin Elmer. Anali-
zy fizykochemiczne wykonano w Laboratorium Hydrogeo-
logii na Wydziale Geologii, Geofizyki i Ochrony Srodowi-
ska AGH.

ANALIZY MIKROBIOLOGICZNE

Ogodlna liczbe mikroorganizméw oznaczano metoda bez-
posredniego liczenia na filtrach membranowych, uzywajac
w tym celu filtréw Nucleopore firmy Millipore o $rednicy
poréw 0,22 um. Z probek pobierano odpowiednig objetosé
wody i sagczono przez filtr membranowy z uzyciem pompy
prézniowej. Po przesaczeniu probki zatrzymane na filtrze
komorki barwiono przez 3—5 min. oranzem akrydynowym
(o stezeniu 100 mg/dm?). Nastepnie filtr przemywano
2-3-krotnie sterylng wodg destylowang w celu usunigcia
nadmiaru barwnika z filtru. Zabarwione bakterie liczono pod
mikroskopem epifluorescencyjnym Nicon Eclipse E200 wy-
posazonym w zestaw filtrow wzbudzajacych i odcinajacych
odpowiednich dla uzytego fluorochromu. Do analiz stoso-
wano obiektyw Planachromat o powig¢kszeniu x100 i apertu-
rze 1.30 oraz okulary o powigkszeniu x10. Liczb¢ komodrek
na analizowanym filtrze zliczano za pomocg programu do
analizy obrazu MultiScan Base v.18.03, a nastepnie przeli-
czano na 1 ml proby.

Liczebnos$¢ heterotroficznych
mikroorganizmoéw tlenowych

Oznaczenie liczebnosci zdolnych do wzrostu tlenowych
mikroorganizmdéw heterotroficznych o znacznych wymaga-
niach pokarmowych wykonano metoda wysiewu lanego. Do
sterylnych szalek Petriego wprowadzano 1 ml badanej wody
i dodawano ok. 25 ml sterylnej i uptynnionej pozywki agar
odzywczy o sktadzie: Pepton bakteriologiczny — 5,0 g; wy-
ciag drozdzowy — 3,0 g; woda pochodzaca z danego punktu
poboru — 1000 ml. Cato$¢ delikatnie mieszano i pozostawio-
no do zastygniecia. Po zastygnieciu pozywki, cato$¢ przeno-
szono do inkubatora. Inkubacje prowadzono w temperaturze
zblizonej do temperatury danego zrodta przez 30 dni w wa-
runkach tlenowych. Wzrost kolonii obserwowano co 5 dni,
zliczajac wyroste kolonie, a ich liczbe przeliczano na liczeb-
no$¢ komoérek w wodzie danego zrddta.

Liczebnos$¢ heterotroficznych
mikroorganizméw beztlenowych

Oznaczenie liczebnosci zdolnych do wzrostu beztleno-
wych mikroorganizmoéw heterotroficznych o znacznych wy-
maganiach pokarmowych wykonano analogiczng metoda,
jak w przypadku mikroorganizméw beztlenowych. Do skta-
du pozywki dodano jednak czynniki obnizajace potencjal re-
dox: winian potasu — 3,8 g/dm?, siarczyn sodowy — 1,2 g/dm’.

Ponadto po wykonaniu wysiewu lanego i zastygnigciu
pozywki catos¢ zalewano dodatkowa warstwa agaru wod-
nego (15 g/dm® agaru) w celu odciecia doptywu tlenu do
pozywki.

Inkubacje prowadzono w temperaturze zblizonej do tem-
peratury danego zrodta przez 30 dni. Wzrost kolonii obser-
wowano co 5 dni, zliczajac wyroste kolonie. Po okresie in-
kubacji zliczano wyroste kolonie, a ich liczbe przeliczano na
liczebno$¢ mikroorganizméw w 1 ml badanej wody.

Liczebnos$¢ tlenowych mikroorganizmow
chemoautotroficznych lub heterotroficznych
o znikomych wymaganiach pokarmowych

Badanie wykonano metodg posiewu lanego. Do steryl-
nych szalek Petriego wprowadzano 1 ml badanej wody i do-
dawano ok. 25 ml sterylnej i uptynnionej pozywki agarowej
o sktadzie: octan sodu — 0,1 g/dm’, woda z danego zrodta —
1000 ml. Catos¢ delikatnie mieszano i pozostawiono do za-
stygniecia. Po zastygnigciu pozywki, cato$¢ przenoszono do
inkubatora. Inkubacje prowadzono w temperaturze zblizonej
do temperatury danego zrédta w warunkach tlenowych przez
30 dni. Wzrost kolonii obserwowano co 5 dni, zliczajac wy-
roste kolonie, a ich liczbg przeliczano na liczebnos¢ bakterii
w badanej probie.

Liczebno$¢ beztlenowych mikroorganizmow
chemoautotroficznych lub heterotroficznych
o znikomych wymaganiach pokarmowych.

Badanie réwniez wykonano metoda wysiewu lanego. Do
sterylnych szalek Petriego wprowadzano 1 ml badanej wody
i dodawano ok. 25 ml sterylnej i uptynnionej pozywki agaro-
wej o skladzie: octan sodu — 0,1 g/dm?’, winian potasu —
3,8 g/dm?, siarczyn sodu — 1,2 g/dm®, woda z danego zrodta
— 1000 ml. Cato$¢ delikatnie mieszano i pozostawiono do
zastygni¢cia. Nastepnie powierzchni¢ pozywki zalewano
dodatkowg warstwa agaru wodnego (15 g/dm’ agaru) w celu
odcigcia doptywu tlenu do pozywki. Po zastygnigciu, catosé¢
przenoszono do inkubatora. Inkubacje prowadzono w tem-
peraturze zblizonej do temperatury danego zrodta przez 30
dni. Wzrost kolonii obserwowano co 5 dni, zliczajac wyro-
ste kolonie, a ich liczbg przeliczano na liczebno$¢ mikroor-
ganizméw w danej probie.

Identyfikacja dominujacych typow morfologicznych wy-
izolowanych na podtozach hodowlanych.

W pierwszej kolejnos$ci ustalano dominujace typy morfo-
logiczne w poszczegolnych wysiewach. Podczas analizy
brano pod uwage rozmiar i kolor koloni, jej brzeg, sposob
wzrostu, wzniesienie. Nastgpnie z dominujacych typow ko-
loni pobierano biomas¢ mikroorganizmow i wykonywano
izolacje DNA. Komorki lizowano w roztworze lizozymu.
Nastepnie DNA izolowano metodg chloroformowa w mie-
szaninie fenol / chloroform / izoamy].

Pozyskane DNA poszczegdlnych izolatow stanowito ma-
tryce do reakcji PCR. W toku prac amplifikowano gen DNA
kodujacy fragment 16S rRNA. Do badan uzyto starterow
bakteryjnych 1492R i 27F. Po zamplifikowaniu matrycy wy-
konano elektroforeze produktu oraz sekwencjonowanie nu-
kleotydow w produkcie DNA. Na podstawie wynikow se-
kwencjonowania (sekwencj¢ nukleotyddéw) ustalono przy-
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nalezno$¢ taksonomiczng izolatéw. W tym celu postuzono
si¢ ogolnoswiatowq baza sekwencji BLAST.

WYNIKI I DYSKUSJA

Analizowane wody chlorkowe charakteryzuja si¢ mine-
ralizacjg od 1,5 do 100,3 g/dm’.

Sa to gtéwnie wody stone (mineralizacja 5-35 g/dm?),
dwie naleza do stonawych (1-5g /dm?), a jedna reprezentuje
solanke (mineralizacja od 35 g/dm?). Odczyn wod pH jest
zawarty w przedziale od 6,4 do 8,6, a temperatura od 8,6 do
42,1°C. Zawartos¢ CO, w szczawach i wodach kwasowgglo-
wych jest zawarta w przedziale 0,25-2,60 g/dm® (tab. 1).
Zawarto$¢ poszczegolnych jonow waha si¢ w szerokich gra-
nicach i wynosi w mg/dm?®: Na" od 375 do 25 880; Ca>* od
4,9 do 8230,0; Mg*" od 2,3 do 2282,0; Fe*" 0,3 do 20,7; CI”
od 365 do 62 900; SO od 0,1 do 49,2; HCO; od 107 do
17 141 (tab. 1).

Liczebno$¢ badanych grup drobnoustrojow byta bardzo
zroznicowana w poszczeg6lnych probkach. Najwyzsza ogol-
na liczb¢ komorek mikroorganizméw odnotowano w probee
z odwiertu Poreba Wielka IG 1 — 1461,05 x 10° ml (tab. 2),
a najnizszag w probce z odwiertu Rymanéw RZ-7 —
29,44 x 10* /ml. W wodzie tej rowniez nie stwierdzono mi-
kroorganizméw chemoautotroficznych, a liczebno$¢ bakterii
heterotroficznych byla stosunkowo niska. W zwiazku z tym
skazenie materig glebowg jest mato prawdopodobne. Ponad-
to teze t¢ potwierdzaja dominujace taksony bakterii. Sg to
bakterie typowo wodne, zdolne do wzrostu przy znikomych

stezeniach zwiazkow odzywczych (Pseudomonas sp., Pse-
domonas fluorescens). Natomiast obecno$¢ w tej wodzie
Planomicrobium flavidum moze by¢ pewnym zaskoczeniem.
Wynika to z tego, ze woda ta jest malo zmineralizowana,
natomiast bakteria ta preferuje srodowiska umiarkowanie
zasolone (Jung i in., 2009).

Niewatpliwie do najciekawszych wod, z mikrobiologicz-
nego punktu widzenia, naleza wody z tych uje¢, w ktorych
stwierdzono najwigcej mikroorganizméw chemoautotroficz-
nych lub takich, ktére wykazywaty wzrost na podtozu mini-
malnym. Sg to wody z Krynicy odw. Zuber 11, Porgby Wiel-
kiej odw. IG 1, Wysowej odw. Aleksandra, Iwonicza odw.
Elin 7 i ewentualnie Lubatowki odw. Lubatowka 12.

W wodzie z odw. Zuber I w Krynicy sytuacja jest naj-
ciekawsza, gdyz na pozywkach dla mikroorganizméw che-
moutotroficznych uzyskano ogéotem wigcej mikroorgani-
zmoéw niz na pozywkach dla heterotroféw. Wynik taki
jednoznacznie wskazuje, ze mamy do czynienia ze zbioro-
wiskiem mikroorganizméw pochodzacych z dos¢ glebokie-
go odwiertu, nieskazonego zanieczyszczeniami glebowymi.
Dominujgcymi taksonami, ktére wyhodowano z wody tego
ujecia byty Rhodococcus sp., Bogoriella caseinolytic, Neste-
renkonia sp., Planococcus sp. Wyizolowana tu Bogoriella
caseinolytic to promieniowiec, po raz pierwszy opisany
w alkalicznych jeziorach sodowych Afryki. Nalezy do
mikroorganizméw halofilnych, preferujacych do$¢ mocno
alkaliczne srodowiska (Groth i in., 1997).

W wodzie z odwiertu Porgba IG 1 ogolna liczba mikro-
organizmoéw jest do$é znaczna (1461,05 x 10°). Jednak przy
tak wysokiej ogdlnej liczbie mikroorganizméw, liczebnos$¢

Tabela 2

Wyniki analiz mikrobiologicznych badanych wéd

Results of microbiological analyses of the waters

. s ., | Liczebno$¢ mikroorganizmow
OLM Liczebno$¢ mikroorganizmow chemoautotroficznych
L. o heterotroficznych [jtk/cm?] . 3 Y Dominujace szczepy bakterii. Identyfikacja na
Ujecie [komorki x [jtk/em?] . » .
3.3 podstawie sekwencji genow 16S rRNA
10°/em?]
tlenowe beztlenowe tlenowe beztlenowe
Porgba Wielka 1461,05 2000 1000 100 500 F{al?mongss sp., E?elllella baltlca;‘Halor-nonas
IG 1 nitritophilus; Aquiflexum sp.; Bacillus simplex
Wysowa . . . .
Alcksandra 408,45 63 78 15 29 Belliella sp.; Halomonas sp.; Aquiflexum sp.
Micrococcus luteus; Rhodococcus sp.;
Wysowa W-135 113,64 7 0 10 0 Psychrobacillus psychrodurans, Kocura polustris;
Lubat(?wka 493,08 500 200 0 100 Microcella alkaliphila; Halom.onas sp.,
Lubatoéwka 12 Pseudomonas stutzeri
Iwonicz Elin7 | 526,20 140 140 50 45 Pseudomonas mandelli;
Hydrogenophaga taeniospiralis
Rymanéw RZ-6 17,75 45 2.5 0 0 Rhlzobl.um sp. — bardzo liczne;
Micrococcus luteus;
Rymanéw RZ-7 29,44 135 170 0 0 Pseudomonas sp., Planomicrobium flavidum;
Pseudomonas fluorescens
Krynica 324.68 500 2000 1000 750 Rhodococcus Sp-; Bogoriella caseinolytic;
Zuber 111 Nesterenkonia sp.; Planococcus sp.
Ustron U-3 383,12 0 0 0 0 brak izolatow
Rabka IG 2 74,68 0 0 0 0 brak izolatow
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heterotroficznych drobnoustrojéw hodowalnych na pozio-
mie 1000-2000 jest stosunkowo niewielka. Rowniez liczeb-
no$¢ hodowalnych mikroorganizmoéw chemoautotroficznych
w pordéwnaniu do ogdlnej liczby mikroorganizmow jest nie-
zbyt duza. Wskazuje to albo na duzy udziatl mikroorgani-
zméw martwych w badanej wodzie, albo, co jest bardziej
prawdopodobne, na to, ze wigkszo$¢ mikroorganizmow tego
ujecia wymaga bardzo specyficznych warunkow do wzrostu,
co uniemozliwia ich hodowle. Podobne relacje migdzy OLM
a liczebnoscig mikroorganizméw hodowalnych zostaly takze
stwierdzone w innych badaniach (Sand, 2003; Walczak i in.,
2017). Mimo tego, wérod dominujacych mikroorganizméw,
ktore udato si¢ wyhodowac oznaczono m.in. bakterie z ro-
dzaju Halomonas, czyli typowe bakterie Srodowisk zasolo-
nych (Kalwasinska i in., 2018). W odniesieniu tych wyni-
kéw do mineralizacji wody z tego odwiertu wydaje si¢ to
zupetnie uzasadnione. Ciekawostka w tej wodzie jest obec-
no$¢ bakterii Beliella baltica, ktora po raz pierwszy opisano
w 2004 r. wérdd izolatéw pochodzacych z Morza Battyckie-
go. Moze to wskazywac, ze jest to gatunek kosmopolitycz-
ny, zdolny do kolonizacji bardzo réznych srodowisk pod
wzgledem termicznym (zimne wody Battyku i ciepte wody
tego ujecia).

W przypadku wody z odw. Aleksandra w Wysowej,
mimo tego, ze jest to dos¢ ptytki odwiert, ilos¢ mikroorgani-
zmow chemoautotroficznych i heterotroficznych jest mnie;j
wigcej na tym samym poziomie. Z tego wzgledu woda z tego
odwiertu to rowniez cickawy obickt badawczy. Identyfikacja
najczesciej wystepujacych izolatow wykazata, ze do po-
wszechnie wystepujacych tam mikroorganizmow naleza Mi-
crococcus luteus, Rhodococcus sp., Psychrobacillus psy-
chrodurans oraz promieniowce Kocura polustris. Ten ostatni
mikroorganizm wydaje si¢ by¢ czgstym mieszkancem wod
stonych, gdyz juz wczesniej zostat stwierdzony w solankach
Nizu Polskiego (Walczak i in., 2017).

W wodzie z odw. Elin 7 z Iwonicza réwniez uzyskano
wzrost dos¢ znacznej liczby mikroorganizmow chemoauto-
troficznych. Wéréd mikroorganizméw dominujacych stwier-
dzono heterotroficzne bakterie Pseudomonas mandelli, ktore
podobnie jak caly rodzaj Pseudomonas s uwazane za typo-
wo wodne. Ponadto jest to bakteria preferujaca zimne $rodo-
wiska, ro$nie w temperaturze 4°C, ale nie ros$nie w temperatu-
rze 37°C. Poza tym jest to dos¢ ciekawy przypadek bakterii,
poniewaz po raz pierwszy zostaty one opisane w wodach
mineralnych Korei, a wigc geograficznie w bardzo odleglym
terenie (Jang i in., 2012). By¢ moze wskazana bytaby w tym
przypadku analiza poréwnawcza danych geologicznych
i sktadu fizykochemicznego wod z obu tych odwiertdw, kto-
ra wyjasnitaby wystgpowanie tych bakterii w pewnych ro-
dzajach wod mineralnych. W tym ujeciu ciekawsza jest jed-
nak obecno$¢ bakterii Hydrogenophaga taeniospiralis. Jest
to bakteria zdolna do odzywiania zaréwno na drodze hetero-
troficznej, jak i chemoautotroficznej. Przy czym zrédlem

energii podczas odzywiania chemoautotroficznego jest dla
niej wodor pierwiastkowy (Willems i in., 1989). Jej obec-
no$¢ w wodzie $wiadczy o tym, ze do wody tej doptywa wo-
dor czasteczkowy albo powstaje na drodze proceséw fermen-
tacyjnych katalizowanych, np. przez bakterie metanogenne
lub inne beztlenowce. Biorac pod uwage glebokos¢ tego
ujgcia, nie ma mowy o przypadkowym skazeniu komoérkami
tej bakterii. Jest to bardzo ciekawy przyktad obecnosci nie-
typowych mikroorganizméw w glebokich ujeciach wod pod-
ziemnych.

Interesujaca jest takze woda z odwiertu Lubatowka 12
w Lubatowce, w ktorej oprocz mikroorganizmow heterotro-
ficznych stwierdzono liczne mikroorganizmy cheomoauto-
troficzne, rozwijajace si¢ w warunkach beztlenowych. Po-
nadto w wodzie tego ujgcia stwierdzono typowo wodne
bakterie Pseudomonas stutzeri. Cecha charakterystyczng
tych bakterii jest zdolno$¢ przeprowadzania denitryfikacji,
co czesto jest okreslane jako oddychanie azotanowe. Wtasci-
wos¢ ta jest istotna dla mikroorganizmoéw, ktore rozwijaja
si¢ w warunkach braku dostepu do tlenu czasteczkowego, co
w tym przypadku ze wzgledu na glgbokos¢ odwiertu jest
bardzo prawdopodobne. Jednoczesnie bakterie te potrafia
wigzac¢ azot atmosferyczny, moga wigc by¢ niezalezne od
organicznych zrodet azotu, ktérych w tej wodzie brak lub
ich stezenia sa sladowe. Co wigcej podczas denitryfikacji
ostatecznym produktem reakcji jest wtasnie azot atmosfe-
ryczny. Mozna wigc przypuszczac, ze bakterie te, prowadzac
proces denitryfikacji, zaspokajaja jednoczes$nie dwie potrze-
by: po pierwsze wykorzystuja azotany do utleniania zwigz-
kéw organicznych w procesie oddychania komoérkowego,
a po drugie wytwarzaja zrodto azotu, ktéry postuzy im jako
komponent do syntezy bialek i nukleotydow.

Kolejnym ciekawym szczepem w wodzie z tego odwier-
tu jest Microcella alkaliphila. Bakterie te preferujg Srodowi-
ska silnie alkaliczne, lecz nie zasolone (Tiaro i in., 2006).
Natomiast biorac pod uwagge rodzaj wody tego ujecia, jest to
raczej woda kwasna. Mozna wigc zaktadac, ze bakterie te
wecale nie s charakterystyczne dla wody tego ujecia, ale ule-
gly wylugowaniu przez kwasne wody z jakiego§ materiatu
skalnego o charakterze alkalicznym, z ktorym woda ta ma
bezposredni kontakt. Ponadto w wodzie z tego odwiertu
stwierdzono takze bakterie z rodzaju Halomonas, typowe
dla wdd zasolonych, co jest zgodne z mineralizacjg tej wody.

Bakterie takie jak Rhizobium obecne w wodach z od-
wiertu Rymanéw RZ-6, §wiadcza natomiast o silnym skaze-
niu tych wod materig glebowa. Z tego powodu, wody te nie
stanowig cickawego obiektu badan.

Praca zostala zrealizowana w AGH na Wydziale Geolo-
gii, Geofizyki i Ochrony Srodowiska oraz Zakladzie Mikro-
biologii Srodowiskowej i Biotechnologii UMK w Toruniu.
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prof. dr hab. inz. Wojciechowi Cigzkowskiemu i panu dr
hab. inz. Arkadiuszowi Krawcowi — za cenne uwagi.
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SUMMARY

Physical, chemical and microbiological tests of chloride
waters from the Carpathian area have shown their high che-
mical and microbiological diversity. Mineralization of the
examined waters ranged from 5 to 35 g/dm®. The reaction of
these waters was similar, while the temperature varied signi-
ficantly from 8.6 to over 42.0°C. The results of microbiolo-
gical tests showed that microorganisms were present in all
examined waters. However, the number of examined micro-

organism groups was low. The greatest number of microor-
ganisms was found in the Porgba Wielka IG 1 intake, while
the lowest one in the Rabka IG 2 intake. The identification of
isolates showed that most of the shots contained microorga-
nisms adapted to the conditions prevailing there, e.g. the pre-
sence of halophilic bacteria in saline waters. Surprisingly,
the waters also contain microorganisms, e.g. Rhizobium ge-
nus — typical for the soil environment.
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