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ANALIZA MIKROBIOLOGICZNA | MOLEKULARNA DLA ZROZUMIENIA ZJAWISK
W PORZUCONYM OTWORZE STUDZIENNYM

MICROBIOLOGICAL AND MOLECULAR ANALYSIS FOR UNDERSTANDING PHENOMENA
IN AN ABANDONED WATER WELL

ANDRZEJ BORKOWSKI', DARIUSZ DOBRZYNSKI>, PAWEL KOWALCZYK3,|DOROTA WOLICKA4|

Abstrakt. W porzuconym otworze studziennym funkcjonujacym w krajowej sieci monitoringu wod podziemnych przeprowadzono bada-
nia geomikrobiologiczne. Stwierdzono powszechne, rozlegle zaro$nigcie Scian otworu oraz wypelnienie §wiatta otworu biomata mikrobiolo-
giczna na glebokosci okoto 100 m. Przy pomocy analizy mikrobiologicznej wykryto znaczna ilo$¢ mikroorganizméw w wodzie, natomiast
analiza molekularna probek biomaty wykazata obecnos¢ wspotistniejacych bakterii redukujacych siarczany oraz bakterii cyklu zelazowo-siar-
kowego. Obecnos¢ tak rozwinigtych zespotow mikrobiologicznych moze by¢ oznaka doptywu wraz z woda materii organicznej oraz jonow
SOAZ( i Fe*" niezbednych do wzrostu mikroorganizméw stwierdzonych w biomacie, co z kolei moze znaczaco wptywac na chemizm wody.

Stowa kluczowe: analiza mikrobiologiczna, procesy geomikrobiologiczne, genetyka molekularna, porzucony otwor studzienny, zagrozenie
wod 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 SOi’ and Fe*" ions supply necessary for the growth of microorganisms found in the mat, which in

turn would significantly affect the water chemistry.

Key words: microbiological analysis, geomicrobiological processes, molecular genetics, abandon water well, groundwater threat, groundwater.
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WSTEP

Prezentowane badania skupiaty si¢ na procesach biogeo-
chemicznych zachodzacych w porzuconym otworze stu-
dziennym, ktéry funkcjonuje w ramach krajowej sieci mo-
nitoringu wod podziemnych (nr PLO6G110_004). Wody
podziemne oraz obecne w otworze studziennym moga by¢
srodowiskiem o znacznej aktywnoS$ci biochemiczne;j. Jej wi-
docznym efektem jest wystgpowanie zlozonych zespotow
mikrobiologicznych. Zespoty te charakteryzuja si¢ zdolno-
$cia do kolonizowania elementéw konstrukcyjnych otworu
studziennego zaleznie od warunkéw fizyczno-chemicznych
(Taylor i in., 1997; Flemming, 2002; Videla, Herrera, 2005).
Skrajnym przypadkiem rozwoju aktywnosci mikrobiolo-
gicznej jest kolonizacja dostgpnej w otworze powierzchni
przez silnie rozwinigte biomaty mikrobiologiczne, w ktorych
moga wspotwystepowac liczne grupy fizjologiczne mikroor-
ganizmow. Biorac pod uwagg funkcjonalno$¢ otworu proces
kolonizowania przez zespoty mikrobiologiczne jest nieko-
rzystny. Wplywa silnie na chemizm wody, a takze przyspie-
sza korozj¢ elementow otworu. Jest wynikiem aktywnosci
réznych mikroorganizméw zaréwno heterotroficznych ta-

kich, jak np. bakterie redukujace siarczany, czy tez chemoli-
toautotroficznych takich, jak tlenowe bakterie cyklu siarko-
wego i zelazowego, np. z rodzaju Thiobacillus, Acidithioba-
cillus i Gallionella (Rao 1 in., 2000). Obecno$¢ bakterii redu-
kujacych siarczany moze powodowac wzrost st¢zenia siar-
kowodoru w $rodowisku i w efekcie obnizenie potencjatu
oksydoredukcyjnego, z kolei aktywno$¢ bakterii siarkowych
— wzrost st¢zenia utlenionych form siarki i obnizenie warto-
sci pH.

Przedmiotem przeprowadzonych badan byly procesy geo-
mikrobiologiczne zachodzace w srodowisku wodnym porzu-
conego otworu studziennego, w ktorym stwierdzono obec-
no$¢ bardzo silnie rozwinigtej biomaty mikrobiologicznej
(rozwinigtych zespotéw mikroorganizméw porastajacych po-
wierzchnie). Celem badan byto zidentyfikowanie zespolow
mikrobiologicznych w wodzie i osadzie z otworu oraz proba
wyjasnienia, na tej podstawie, niepokojacych zjawisk noto-
wanych w otworze studziennym. Celem artykutu jest zwro-
cenie uwagi na przydatno$¢ metod geomikrobiologicznych
W rozwigzywaniu problemow hydrogeochemicznych.

METODY BADAN

Oznaczenie ogolnej liczby bakterii wykonano metoda
plytkowa z wykorzystaniem gotowych ptytek z agarem
odzywczym (Nutrient Agar, BIOCORP). Probki wody wy-
siewano na agar metoda powierzchniowa po wykonaniu sze-
regu rozcienczen w jatowym roztworze 0,9% NaCl. Ptytki
inkubowano przez 48 h w temperaturze 25°C, a nastgpnie
zliczano wyhodowane kolonie. Badanie wykonano w trzy-
krotnym powtorzeniu. Oznaczenie obecnosci bakterii redu-
kujacych siarczany w probce biomaty wykonano za pomoca
testu EasyCult S (Orion Diagnostica), natomiast oznaczenie
obecnosci bakterii utleniajacych zelazo wykonano na
podtozu Silvermana.

Analizg zawarto$ci zelaza w probce biomaty mikrobiolo-
gicznej wykonano po uprzednim zliofilizowaniu jej w liofili-
zatorze (FreeZone, Labconco). Nastepnie odwazona probke
rozpuszczono w stgzonym kwasie solnym i w otrzymanym
roztworze, za pomoca metod spektrofotometrycznych z wy-
korzystaniem odpowiednio fenantroliny oraz tiocyjanianu
amonu oznaczono zawarto$¢ jonow Fe?" oraz Fe’”.

Analize molekularng (16S rDNA) probek biomaty wyko-
nano po izolacji DNA, do ktorej wykorzystano komercyjne
zestawy firmy A&A Biotechnology. Do amplifikacji genéw
16S rDNA stosowano, uniwersalne dla krolestwa Eubacte-
ria, startery 27F (5’AGAGTTTGATCTGGCTCAG3’)

Tm = 56 0C i 1492R, (5’GGTTACCTTGTTACGACTT3’)
Tm = 54 0C flankujace gen 16s rRNA o wielkosci okoto 1600
par zasad. Produkty amplifikacji gendw 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. Nastgpnie sekwencjonowano niezaleznie z zesta-
wem obu primerow 27F i 1492R. Sekwencjonowanie prze-
prowadzono z wykorzystaniem sekwenatora AbiPrism 3100
Genetic Analyser. Obrobke i analiz¢ uzyskanych sekwencji
DNA przeprowadzono z zastosowaniem programow Finch
TV v.2.0 i Chromas oraz BLAST2 Sequences i Blast.

Analizg zawarto$ci weglowodoréw aromatycznych i ali-
fatycznych w probkach wody oraz skat przeprowadzono
przy uzyciu metod chromatografii gazowej (Trace GC Ultra,
Thermo) po wczesniejszej ekstrakcji analitow z matryc za
pomoca heksanu lub metoda ekstrakcji do fazy statej (SPE).
Warunki rozdziatu uwzgledniaty dozownik typu split, detek-
tor FID oraz program temperaturowy pieca w zakresie
50-280°C. Rozdzial zwiazkéw organicznych przeprowa-
dzono na kolumnie kapilarnej Rtx-5 (Restek). Analiz¢ mi-
kroskopowa probek biomaty przeprowadzono z wykorzysta-
niem mikroskopii fluorescencyjnej po barwieniu materiatu
oranzem akrydyny.
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ZARYS WARUNKOW GEOLOGICZNYCH I HYDROGEOLOGICZNYCH

Badany otwor studzienny znajduje si¢ w miejscowosci
Sokotowsko, na potudnie od Watbrzycha. W otworze
o glebokosci 350 m, w skalach osadowych permu dolnego,
ujete sa facznie cztery strefy wodonos$ne rézniace si¢ ci$nie-
niami i sktadem chemicznym wodd. Otwor, od czasu wyko-
nania w 1980 r., pozostaje nieczynny i porzucony z uwagi na
wypadkowa zta jakos$¢ wody, ktéra wynika gtéwnie z wadli-
wej jego konstrukcji. Kompleksowa charakterystyke warun-
kow geologicznych, hydrogeologicznych, geochemii i mine-
ralogii skat wodonosnych oraz chemizmu wod podziemnych
przedstawil Dobrzynski (2009). W wyniku réznicy ci$nien
nastepuje w otworze pionowy przeptyw mineralnych wod
siarczanowych z dwoch nizej legltych pozioméw do plyt-
szych poziomdéw zawierajacych wody zwykte.

Na podstawie wszechstronnych badan stwierdzono
w otworze szereg niepokojacych zjawisk. Rozwdj mikro-
organizméw spowodowal rozleglta intensywna kolmatacje

filtrow 1 rur migdzyfiltrowych osadem, zbudowanym gléwn-
ie z siarczku zelaza i weglanu wapnia. W efekcie czego we-
wnetrzna $rednica otworu ulegla zwezeniu o okoto 5-8 cm.
Na giebokosci okoto 100 m, przy uzyciu kamery, stwierdzo-
no biomat¢ wypetniajaca juz cate jego swiatto. W ostatnich
latach stwierdzono pogorszenie si¢ jakosci wody w otworze,
m.in.: spadek stgzenia tlenu i Ey oraz wzrost pH (Dobrzyn-
ski, Mitrgga, 2013). W quasi-stagnujacej wodzie zanotowa-
no obecno$¢ réznorodnych zwiazkéw organicznych (glow-
nie benzen, toluen, etylobenzen oraz ksyleny — tzw. BTEX,
oraz WWA i1 weglowodory alifatyczne) (Dobrzynski, Mitrg-
ga, 2013). Trwajaca od ponad 30 lat intruzja woéd mineral-
nych w poziomy wod zwyktych zagraza jakosci tych ostat-
nich. Wadliwa konstrukcja sprawia rowniez, ze otwor, ktory
nadal funkcjonuje w sieci monitoringu krajowego, dostarcza
niemiarodajnych danych (Dobrzynski, Mitrgga, 2013).

WYNIKI I DYSKUSJA

Oznaczenia ogodlnej liczby bakterii w probkach wody po-
branych z réznych glebokosci z otworu studziennego wykazaty
obecno$¢ znacznej liczby mikroorganizméw, przekraczajacej
4000 jtk/ml w probkach wody pobranych najblizej zwierciadta
(tab. 1). Wraz z glebokoscia, generalnie, ilo$¢ bakterii spadata
osiagajac warto$¢ 67 jtk/ml na glebokosci 90 m.

W badanym otworze studziennym stwierdzono obecno$é
silnie rozwinigtej struktury mikrobiologicznej o charakterze
gestej homogennej czarnej biomaty. Pobrana z glebokosci
okoto 97 m p.p.t. probka ujawnita, ze biomata ta jest zbudo-
wana prawie w calej objgtosci z nitkowatych kolonii mikro-
organizmow (fig. 1). Za pomocg oznaczen hodowlanych wy-
izolowano heterotroficzne bakterie redukujace siarczany
(BRS), a takze autotroficzne mikroorganizmy utleniajace
jony Fe*". Wynik ten jest interesujacy, bowiem za utlenianie

zelaza odpowiadaja mikroorganizmy wymagajace srodowi-
ska tlenowego, natomiast BRS sa organizmami stricte bez-
tlenowymi. Wspotistnienie tych dwoch grup bakterii moze
si¢ wydawac zaskakujace, jednak, jezeli przyjaé, ze aktyw-
no$¢ BRS prowadzi do powstawania, potwierdzonego mine-
ralogicznie, siarczku zelaza (II) to obecnos¢ w wodzie nawet
nieznacznych ilosci tlenu promuje wzrost bakterii utle-
niajacych zelazo w warunkach mikroaerofilnych. Obecnie
stezenie tlenu rozpuszczonego w quasi-stagnujacej wodzie
wynosi okolo 0,25 mg/L (Dobrzynski, Mitrgga, 2013).
W badanej biomacie mikrobiologicznej stwierdzono az 28
mg Fe*"/g s.m. oraz 111 mg Fe**/g s.m. Analiza molekularna
probek maty na podstawie amplifikacji i sekwencjonowania
silnie konserwowanego fragmentu genu 16S rDNA wykazata
obecno$¢ BRS z rodzajow: Desulfovibrio, Desulfomonas,

Tabela 1

Ogélna liczba bakterii w prébkach wody z réznych glebokosci w otworze

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

Glebokosé [m ponizej zwierciadta] | Srednia liczba bakterii [jtk/ml] SD N
5 4537 387 3
33 310 30 3
50 957 91 3
90 67 15 3

jtk — jednostki tworzace kolonig, SD — odchylenie standardowe, N — liczba powtorzen
cfu — colony forming units, SD — standard deviation, N — number of replicates
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Fig. 1. Nitkowate kolonie mikroorganizméw budujace biomate

Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej (600x). Barwienie oranzem akrydyny

Filamentous colonies of microorganisms building the microbial mat

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

Desulfobacillus, Desulfobulbus, Desulfonema, oraz tleno-
wych bakterii utleniajacych zelazo z rodzajow Acidithiobacil-
lus 1 Gallionella (tab. 2). Nalezy podkresli¢, ze w literaturze
przedmiotu sa opisywane uktady mikrobiologiczne, w ktérych
stwierdza si¢ obecno$¢ i wzrost BRS w warunkach mikroae-
rofilnych. Bade i in. (2000) stwierdzaja mozliwo$¢ wzrostu
tych bakterii szczegdlnie w warunkach tzw. konsorcjow mi-
krobiologicznych.

W celu wyjasnienia powstania w otworze tak rozwinigtej
maty mikrobiologicznej mozna przyja¢ dwie zbiezne, co do

efektow, hipotezy. Pierwsza wskazuje, ze wzrost BRS mogt
by¢ uwarunkowany doptywem wraz z wodami materii orga-
nicznej oraz jondw SO?{ , ktore sa wykorzystywane jako
ostatni akceptor elektronow. Hipoteze t¢ potwierdza obecnos¢
w wodzie zwiazkdw ropopochodnych (Dobrzynski, Mitrega,
2013), gléwnie BTEX, ktére sa dobrym zroédlem wegla orga-
nicznego dla BRS. Druga hipoteza jest rozwdj maty w wyni-
ku pierwotnej produkcji autotroficznych mikroorganizméow
utleniajacych Fe*'. Produkty tej grupy bakterii wraz z jonami
SOi’ réwniez moga uzasadni¢ rozwo6j BRS. W obydwu

Tabela 2

Szczepy mikroorganizmow charakteryzujace si¢ najwigkszym podobienstwem sekwencji
fragmentu genu 16S rDNA do materialu wyizolowanego z probki 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 % podobienstwa
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
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Fig. 2. Chromatogram zwiazkéw ropopochodnych wyekstrahowanych z probki skaly tupkowej

Zaznaczono sygnaty pochodzace od alkandéw (Cs —Cy) oraz biomarkery: Pr — pristan, Ph — fitan

Chromatogram of petroleum products extracted from the shale rock sample

Noted signals from alkanes (Cs—Cs) and biomarkers: Pr — pristane, Ph — phytane

przypadkach, rozwdj maty moze wtornie wptywac na che-
mizm wody w otworze. Bakterie redukujace siarczany pro-
dukuja siarkowodor, co moze prowadzi¢ do wzrostu pH
glownie w wyniku hydrolizy siarczkow, a takze wytracania
si¢ nierozpuszczalnych siarczkéw, jak np. mackinawitu
(FeS). Z kolei, utlenianie FeS przez bakterie ,,zelazowe”
w obecnosci niewielkich ilosci tlenu powoduje biokorozje
otworu studziennego (Rao i in., 2000). Wykonana przez

autoréw analiza probek skat tupkowych z badanego terenu
ujawnita w nich obecnos$¢ alkanéw na poziomie 10 mg/kg
(fig. 2), oraz mono- i wielo- pierscieniowych wgglowodo-
réw aromatycznych, co wspiera postawione wyzej hipotezy
i wskazuje, ze zrodtem zanieczyszczenia wod weglowodora-
mi moze by¢ osrodek skalny, a nie materiaty uzyte do kon-
strukcji otworu.

WNIOSKI

Wykorzystanie metod mikrobiologicznych i molekular-
nych pozwala na znacznie petiejsze wnioskowanie o proce-
sach odpowiedzialnych za ksztattowanie sktadu chemiczne-
go wod. Moze ono pomdc takze w planowaniu i wdrazaniu
dziatan prewencyjnych i remediacyjnych stuzacych popra-
wie sprawnosci studzien.

Konstrukcja badanego otworu studziennego i zachodzace
W nim procesy stworzyly wieloletnie zagrozenie dla jakosci
zwyktych wod podziemnych.

Wskazane procesy biogeochemiczne modyfikuja sktad
chemiczny wody i generuja substancje pogarszajace jej ja-

kos$¢. Procesy te sprzyjaja rownoczesnie kolmatacji i korozji
otworu.

Przydatno$¢ danych pochodzacych z badanego otworu
do celow monitoringu jest watpliwa, a jego reprezentatyw-
no$¢ wymaga pilnej rewizji (Dobrzynski, Mitrega, 2013).
Wyniki badan mikrobiologicznych i molekularnych wyka-
zaty, ze prowadzac weryfikacjg 1 oceng reprezentatywnosci
punktow monitoringu wod podziemnych nalezy wykorzy-
stywa¢ takze mozliwo$ci, jakie daja nowoczesne metody
geomikrobiologiczne.
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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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