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ANALIZA MIKROBIOLOGICZNA I MOLEKULARNA DLA ZROZUMIENIA ZJAWISK

W PORZUCONYM OTWORZE STUDZIENNYM

MICROBIOLOGICAL AND MOLECULAR ANALYSIS FOR UNDERSTANDING PHENOMENA

IN AN ABANDONED WATER WELL

ANDRZEJ BORKOWSKI1, DARIUSZ DOBRZYÑSKI2, PAWE£ KOWALCZYK3, DOROTA WOLICKA4

Abstrakt. W porzuconym otworze studziennym funkcjonuj¹cym w krajowej sieci monitoringu wód podziemnych przeprowadzono bada-
nia geomikrobiologiczne. Stwierdzono powszechne, rozleg³e zaroœniêcie œcian otworu oraz wype³nienie œwiat³a otworu biomat¹ mikrobiolo-
giczn¹ na g³êbokoœci oko³o 100 m. Przy pomocy analizy mikrobiologicznej wykryto znaczn¹ iloœæ mikroorganizmów w wodzie, natomiast
analiza molekularna próbek biomaty wykaza³a obecnoœæ wspó³istniej¹cych bakterii redukuj¹cych siarczany oraz bakterii cyklu ¿elazowo-siar-
kowego. Obecnoœæ tak rozwiniêtych zespo³ów mikrobiologicznych mo¿e byæ oznak¹ dop³ywu wraz z wod¹ materii organicznej oraz jonów
SO4

2– i Fe2+ niezbêdnych do wzrostu mikroorganizmów stwierdzonych w biomacie, co z kolei mo¿e znacz¹co wp³ywaæ na chemizm wody.

S³owa kluczowe: analiza mikrobiologiczna, procesy geomikrobiologiczne, genetyka molekularna, porzucony otwór studzienny, zagro¿enie
wód podziemnych, wody podziemne.

Abstract. Geomicrobiological studies were performed in the abandoned water well which still function in the national groundwater mo-
nitoring network. Extensive biofouling of cases and screens, as well as microbial mat, which completely fill-up the well at the depth of about
100 m, have been found. The microbiological analysis documented abundant microorganisms in water, while the molecular analysis of micro-
bial mat revealed the coexistence of sulphate reducing and iron-sulphur cycle bacteria. The presence of such developed microbiological com-
munities might indicate organic matter and SO4

2– and Fe2+ ions supply necessary for the growth of microorganisms found in the mat, which in

turn would significantly affect the water chemistry.
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WSTÊP

Prezentowane badania skupia³y siê na procesach biogeo-
chemicznych zachodz¹cych w porzuconym otworze stu-
dziennym, który funkcjonuje w ramach krajowej sieci mo-
nitoringu wód podziemnych (nr PL06G110_004). Wody
podziemne oraz obecne w otworze studziennym mog¹ byæ
œrodowiskiem o znacznej aktywnoœci biochemicznej. Jej wi-
docznym efektem jest wystêpowanie z³o¿onych zespo³ów
mikrobiologicznych. Zespo³y te charakteryzuj¹ siê zdolno-
œci¹ do kolonizowania elementów konstrukcyjnych otworu
studziennego zale¿nie od warunków fizyczno-chemicznych
(Taylor i in., 1997; Flemming, 2002; Videla, Herrera, 2005).
Skrajnym przypadkiem rozwoju aktywnoœci mikrobiolo-
gicznej jest kolonizacja dostêpnej w otworze powierzchni
przez silnie rozwiniête biomaty mikrobiologiczne, w których
mog¹ wspó³wystêpowaæ liczne grupy fizjologiczne mikroor-
ganizmów. Bior¹c pod uwagê funkcjonalnoœæ otworu proces
kolonizowania przez zespo³y mikrobiologiczne jest nieko-
rzystny. Wp³ywa silnie na chemizm wody, a tak¿e przyspie-
sza korozjê elementów otworu. Jest wynikiem aktywnoœci
ró¿nych mikroorganizmów zarówno heterotroficznych ta-

kich, jak np. bakterie redukuj¹ce siarczany, czy te¿ chemoli-
toautotroficznych takich, jak tlenowe bakterie cyklu siarko-
wego i ¿elazowego, np. z rodzaju Thiobacillus, Acidithioba-

cillus i Gallionella (Rao i in., 2000). Obecnoœæ bakterii redu-
kuj¹cych siarczany mo¿e powodowaæ wzrost stê¿enia siar-
kowodoru w œrodowisku i w efekcie obni¿enie potencja³u
oksydoredukcyjnego, z kolei aktywnoœæ bakterii siarkowych
– wzrost stê¿enia utlenionych form siarki i obni¿enie warto-
œci pH.

Przedmiotem przeprowadzonych badañ by³y procesy geo-
mikrobiologiczne zachodz¹ce w œrodowisku wodnym porzu-
conego otworu studziennego, w którym stwierdzono obec-
noœæ bardzo silnie rozwiniêtej biomaty mikrobiologicznej
(rozwiniêtych zespo³ów mikroorganizmów porastaj¹cych po-
wierzchnie). Celem badañ by³o zidentyfikowanie zespo³ów
mikrobiologicznych w wodzie i osadzie z otworu oraz próba
wyjaœnienia, na tej podstawie, niepokoj¹cych zjawisk noto-
wanych w otworze studziennym. Celem artyku³u jest zwró-
cenie uwagi na przydatnoœæ metod geomikrobiologicznych
w rozwi¹zywaniu problemów hydrogeochemicznych.

METODY BADAÑ

Oznaczenie ogólnej liczby bakterii wykonano metod¹
p³ytkow¹ z wykorzystaniem gotowych p³ytek z agarem
od¿ywczym (Nutrient Agar, BIOCORP). Próbki wody wy-
siewano na agar metod¹ powierzchniow¹ po wykonaniu sze-
regu rozcieñczeñ w ja³owym roztworze 0,9% NaCl. P³ytki
inkubowano przez 48 h w temperaturze 25°C, a nastêpnie
zliczano wyhodowane kolonie. Badanie wykonano w trzy-
krotnym powtórzeniu. Oznaczenie obecnoœci bakterii redu-
kuj¹cych siarczany w próbce biomaty wykonano za pomoc¹
testu EasyCult S (Orion Diagnostica), natomiast oznaczenie
obecnoœci bakterii utleniaj¹cych ¿elazo wykonano na
pod³o¿u Silvermana.

Analizê zawartoœci ¿elaza w próbce biomaty mikrobiolo-
gicznej wykonano po uprzednim zliofilizowaniu jej w liofili-
zatorze (FreeZone, Labconco). Nastêpnie odwa¿on¹ próbkê
rozpuszczono w stê¿onym kwasie solnym i w otrzymanym
roztworze, za pomoc¹ metod spektrofotometrycznych z wy-
korzystaniem odpowiednio fenantroliny oraz tiocyjanianu
amonu oznaczono zawartoœæ jonów Fe2+ oraz Fe3+.

Analizê molekularn¹ (16S rDNA) próbek biomaty wyko-
nano po izolacji DNA, do której wykorzystano komercyjne
zestawy firmy A&A Biotechnology. Do amplifikacji genów
16S rDNA stosowano, uniwersalne dla królestwa Eubacte-
ria, startery 27F (5’AGAGTTTGATCTGGCTCAG3’)

Tm = 56 0C i 1492R, (5’GGTTACCTTGTTACGACTT3’)
Tm = 54 0C flankuj¹ce gen 16s rRNA o wielkoœci oko³o 1600
par zasad. Produkty amplifikacji genów 16s rDNA oczyszcza-
no z zastosowaniem zestawu QlAquick PCR Purification Qia-
gen lub Wizar Genomie DNA purification kit (Promega)
w robocie Janus firmy Perkin Elmer, zgodnie z zaleceniami
producenta. Nastêpnie sekwencjonowano niezale¿nie z zesta-
wem obu primerów 27F i 1492R. Sekwencjonowanie prze-
prowadzono z wykorzystaniem sekwenatora AbiPrism 3100
Genetic Analyser. Obróbkê i analizê uzyskanych sekwencji
DNA przeprowadzono z zastosowaniem programów Finch
TV v.2.0 i Chromas oraz BLAST2 Sequences i Blast.

Analizê zawartoœci wêglowodorów aromatycznych i ali-
fatycznych w próbkach wody oraz ska³ przeprowadzono
przy u¿yciu metod chromatografii gazowej (Trace GC Ultra,
Thermo) po wczeœniejszej ekstrakcji analitów z matryc za
pomoc¹ heksanu lub metod¹ ekstrakcji do fazy sta³ej (SPE).
Warunki rozdzia³u uwzglêdnia³y dozownik typu split, detek-
tor FID oraz program temperaturowy pieca w zakresie
50–280°C. Rozdzia³ zwi¹zków organicznych przeprowa-
dzono na kolumnie kapilarnej Rtx-5 (Restek). Analizê mi-
kroskopow¹ próbek biomaty przeprowadzono z wykorzysta-
niem mikroskopii fluorescencyjnej po barwieniu materia³u
oran¿em akrydyny.
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ZARYS WARUNKÓW GEOLOGICZNYCH I HYDROGEOLOGICZNYCH

Badany otwór studzienny znajduje siê w miejscowoœci
Soko³owsko, na po³udnie od Wa³brzycha. W otworze
o g³êbokoœci 350 m, w ska³ach osadowych permu dolnego,
ujête s¹ ³¹cznie cztery strefy wodonoœne ró¿ni¹ce siê ciœnie-
niami i sk³adem chemicznym wód. Otwór, od czasu wyko-
nania w 1980 r., pozostaje nieczynny i porzucony z uwagi na
wypadkow¹ z³¹ jakoœæ wody, która wynika g³ównie z wadli-
wej jego konstrukcji. Kompleksow¹ charakterystykê warun-
ków geologicznych, hydrogeologicznych, geochemii i mine-
ralogii ska³ wodonoœnych oraz chemizmu wód podziemnych
przedstawi³ Dobrzyñski (2009). W wyniku ró¿nicy ciœnieñ
nastêpuje w otworze pionowy przep³yw mineralnych wód
siarczanowych z dwóch ni¿ej leg³ych poziomów do p³yt-
szych poziomów zawieraj¹cych wody zwyk³e.

Na podstawie wszechstronnych badañ stwierdzono
w otworze szereg niepokoj¹cych zjawisk. Rozwój mikro-
organizmów spowodowa³ rozleg³¹ intensywn¹ kolmatacjê

filtrów i rur miêdzyfiltrowych osadem, zbudowanym g³ówn-
ie z siarczku ¿elaza i wêglanu wapnia. W efekcie czego we-
wnêtrzna œrednica otworu uleg³a zwê¿eniu o oko³o 5–8 cm.
Na g³êbokoœci oko³o 100 m, przy u¿yciu kamery, stwierdzo-
no biomatê wype³niaj¹c¹ ju¿ ca³e jego œwiat³o. W ostatnich
latach stwierdzono pogorszenie siê jakoœci wody w otworze,
m.in.: spadek stê¿enia tlenu i EH oraz wzrost pH (Dobrzyñ-
ski, Mitrêga, 2013). W quasi-stagnuj¹cej wodzie zanotowa-
no obecnoœæ ró¿norodnych zwi¹zków organicznych (g³ów-
nie benzen, toluen, etylobenzen oraz ksyleny – tzw. BTEX,
oraz WWA i wêglowodory alifatyczne) (Dobrzyñski, Mitrê-
ga, 2013). Trwaj¹ca od ponad 30 lat intruzja wód mineral-
nych w poziomy wód zwyk³ych zagra¿a jakoœci tych ostat-
nich. Wadliwa konstrukcja sprawia równie¿, ¿e otwór, który
nadal funkcjonuje w sieci monitoringu krajowego, dostarcza
niemiarodajnych danych (Dobrzyñski, Mitrêga, 2013).

WYNIKI I DYSKUSJA

Oznaczenia ogólnej liczby bakterii w próbkach wody po-
branych z ró¿nych g³êbokoœci z otworu studziennego wykaza³y
obecnoœæ znacznej liczby mikroorganizmów, przekraczaj¹cej
4000 jtk/ml w próbkach wody pobranych najbli¿ej zwierciad³a
(tab. 1). Wraz z g³êbokoœci¹, generalnie, iloœæ bakterii spada³a
osi¹gaj¹c wartoœæ 67 jtk/ml na g³êbokoœci 90 m.

W badanym otworze studziennym stwierdzono obecnoœæ
silnie rozwiniêtej struktury mikrobiologicznej o charakterze
gêstej homogennej czarnej biomaty. Pobrana z g³êbokoœci
oko³o 97 m p.p.t. próbka ujawni³a, ¿e biomata ta jest zbudo-
wana prawie w ca³ej objêtoœci z nitkowatych kolonii mikro-
organizmów (fig. 1). Za pomoc¹ oznaczeñ hodowlanych wy-
izolowano heterotroficzne bakterie redukuj¹ce siarczany
(BRS), a tak¿e autotroficzne mikroorganizmy utleniaj¹ce
jony Fe2+. Wynik ten jest interesuj¹cy, bowiem za utlenianie

¿elaza odpowiadaj¹ mikroorganizmy wymagaj¹ce œrodowi-
ska tlenowego, natomiast BRS s¹ organizmami stricte bez-
tlenowymi. Wspó³istnienie tych dwóch grup bakterii mo¿e
siê wydawaæ zaskakuj¹ce, jednak, je¿eli przyj¹æ, ¿e aktyw-
noœæ BRS prowadzi do powstawania, potwierdzonego mine-
ralogicznie, siarczku ¿elaza (II) to obecnoœæ w wodzie nawet
nieznacznych iloœci tlenu promuje wzrost bakterii utle-
niaj¹cych ¿elazo w warunkach mikroaerofilnych. Obecnie
stê¿enie tlenu rozpuszczonego w quasi-stagnuj¹cej wodzie
wynosi oko³o 0,25 mg/L (Dobrzyñski, Mitrêga, 2013).
W badanej biomacie mikrobiologicznej stwierdzono a¿ 28
mg Fe2+/g s.m. oraz 111 mg Fe3+/g s.m. Analiza molekularna
próbek maty na podstawie amplifikacji i sekwencjonowania
silnie konserwowanego fragmentu genu 16S rDNA wykaza³a
obecnoœæ BRS z rodzajów: Desulfovibrio, Desulfomonas,
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Tabela 1

Ogólna liczba bakterii w próbkach wody z ró¿nych g³êbokoœci w otworze

The total number of bacteria in water samples at various depths in water well

G³êbokoœæ [m poni¿ej zwierciad³a] Œrednia liczba bakterii [jtk/ml] SD N

5 4537 387 3

33 310 30 3

50 957 91 3

90 67 15 3

jtk – jednostki tworz¹ce koloniê, SD – odchylenie standardowe, N – liczba powtórzeñ
cfu – colony forming units, SD – standard deviation, N – number of replicates



Desulfobacillus, Desulfobulbus, Desulfonema, oraz tleno-
wych bakterii utleniaj¹cych ¿elazo z rodzajów Acidithiobacil-

lus i Gallionella (tab. 2). Nale¿y podkreœliæ, ¿e w literaturze
przedmiotu s¹ opisywane uk³ady mikrobiologiczne, w których
stwierdza siê obecnoœæ i wzrost BRS w warunkach mikroae-
rofilnych. Bade i in. (2000) stwierdzaj¹ mo¿liwoœæ wzrostu
tych bakterii szczególnie w warunkach tzw. konsorcjów mi-
krobiologicznych.

W celu wyjaœnienia powstania w otworze tak rozwiniêtej
maty mikrobiologicznej mo¿na przyj¹æ dwie zbie¿ne, co do

efektów, hipotezy. Pierwsza wskazuje, ¿e wzrost BRS móg³
byæ uwarunkowany dop³ywem wraz z wodami materii orga-
nicznej oraz jonów SO4

2– , które s¹ wykorzystywane jako
ostatni akceptor elektronów. Hipotezê tê potwierdza obecnoœæ
w wodzie zwi¹zków ropopochodnych (Dobrzyñski, Mitrêga,
2013), g³ównie BTEX, które s¹ dobrym Ÿród³em wêgla orga-
nicznego dla BRS. Drug¹ hipotez¹ jest rozwój maty w wyni-
ku pierwotnej produkcji autotroficznych mikroorganizmów
utleniaj¹cych Fe2+. Produkty tej grupy bakterii wraz z jonami
SO4

2– równie¿ mog¹ uzasadniæ rozwój BRS. W obydwu
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Fig. 1. Nitkowate kolonie mikroorganizmów buduj¹ce biomatê

Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej (600x). Barwienie oran¿em akrydyny

Filamentous colonies of microorganisms building the microbial mat

Fluorescence microscopy pictures (600x). Staining with acridine orange

Tabela 2

Szczepy mikroorganizmów charakteryzuj¹ce siê najwiêkszym podobieñstwem sekwencji
fragmentu genu 16S rDNA do materia³u wyizolowanego z próbki biomaty

Strains of microorganisms which characterise the highest similarity of sequence the
16S rDNA genome fragment to material isolated from the microbial mat sample

Szczep % podobieñstwa

Thermosulfobacterium sp. 100

Thermosulfobacterium sp. 99

Desulfovibrio sp. 99

Desulfomonas sp. 99

Desulfobacillus sp. 99

Acidthiobacillus ferrooxidans 98

Desulfovibrio desulfuricans 98

Desulfonema limicola 98

Desulfobulbus propionicus 98

Sulfolobus sp. 98

Gallionella ferruginea 98



przypadkach, rozwój maty mo¿e wtórnie wp³ywaæ na che-
mizm wody w otworze. Bakterie redukuj¹ce siarczany pro-
dukuj¹ siarkowodór, co mo¿e prowadziæ do wzrostu pH
g³ównie w wyniku hydrolizy siarczków, a tak¿e wytr¹cania
siê nierozpuszczalnych siarczków, jak np. mackinawitu
(FeS). Z kolei, utlenianie FeS przez bakterie „¿elazowe”
w obecnoœci niewielkich iloœci tlenu powoduje biokorozjê
otworu studziennego (Rao i in., 2000). Wykonana przez

autorów analiza próbek ska³ ³upkowych z badanego terenu
ujawni³a w nich obecnoœæ alkanów na poziomie 10 mg/kg
(fig. 2), oraz mono- i wielo- pierœcieniowych wêglowodo-
rów aromatycznych, co wspiera postawione wy¿ej hipotezy
i wskazuje, ¿e Ÿród³em zanieczyszczenia wód wêglowodora-
mi mo¿e byæ oœrodek skalny, a nie materia³y u¿yte do kon-
strukcji otworu.

WNIOSKI

Wykorzystanie metod mikrobiologicznych i molekular-
nych pozwala na znacznie pe³niejsze wnioskowanie o proce-
sach odpowiedzialnych za kszta³towanie sk³adu chemiczne-
go wód. Mo¿e ono pomóc tak¿e w planowaniu i wdra¿aniu
dzia³añ prewencyjnych i remediacyjnych s³u¿¹cych popra-
wie sprawnoœci studzien.

Konstrukcja badanego otworu studziennego i zachodz¹ce
w nim procesy stworzy³y wieloletnie zagro¿enie dla jakoœci
zwyk³ych wód podziemnych.

Wskazane procesy biogeochemiczne modyfikuj¹ sk³ad
chemiczny wody i generuj¹ substancje pogarszaj¹ce jej ja-

koœæ. Procesy te sprzyjaj¹ równoczeœnie kolmatacji i korozji
otworu.

Przydatnoœæ danych pochodz¹cych z badanego otworu
do celów monitoringu jest w¹tpliwa, a jego reprezentatyw-
noœæ wymaga pilnej rewizji (Dobrzyñski, Mitrêga, 2013).
Wyniki badañ mikrobiologicznych i molekularnych wyka-
za³y, ¿e prowadz¹c weryfikacjê i ocenê reprezentatywnoœci
punktów monitoringu wód podziemnych nale¿y wykorzy-
stywaæ tak¿e mo¿liwoœci, jakie daj¹ nowoczesne metody
geomikrobiologiczne.
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Fig. 2. Chromatogram zwi¹zków ropopochodnych wyekstrahowanych z próbki ska³y ³upkowej

Zaznaczono sygna³y pochodz¹ce od alkanów (C8 –C20) oraz biomarkery: Pr – pristan, Ph – fitan

Chromatogram of petroleum products extracted from the shale rock sample

Noted signals from alkanes (C8–C20) and biomarkers: Pr – pristane, Ph – phytane
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SUMMARY

Multidisciplinary research methods from the hydrogeo-
chemisty-microbiology borderland have been successfully ap-
plied for better understanding the phenomenon of monitoring
water well colonization by the microbial communities. Analy-
sis of water chemistry combined with microbiological and
molecular genetics studies allowed to indentify the succession
of microbiological consortium, and the role of groundwater
chemistry. The community of coexisting sulphate reducing
and iron-sulphur cycle bacteria responses for serious bio-

fouling of the well. Mineral groundwater supplies the studied
microbial system with organic compounds (hydrocarbons) as
well as sulphate and iron ions necessary for bacteria growth.

Geomicrobiological factors significantly influence the
groundwater chemistry, and should be also taken into account
during the evaluation of well construction stability, as well as
during verification of water wells’ suitability for groundwater
monitoring system.
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