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Mikrobiologiczna generacja metanu ze skaty potencjalnie macierzystej —
sktad gazu oraz zmiany parametrow geochemicznych substancii
organicznej

Microbial methane generation from potential source rock — gas composition
and geochemical characterization of organic matter

Marek Janiga, Joanna Brzeszcz, Wojciech Bielen, Piotr Kapusta
Instytut Nafty i Gazu — Panstwowy Instytut Badawczy

STRESZCZENIE: Wigkszo$¢ weglowodorow naftowych, bez wzgledu na budowg chemiczng, moze by¢ transformowana do zwigzkow
prostych (CO,, CH,;COOH), ktoére metabolizowane sg przez konsorcja metanogenne. W ramach eksperymentu probka skaly (dolomit)
zawierajaca substancje organiczng zostata poddana dziataniu konsorcjum mikrobiologicznego w celu odtworzenia procesu powstawania
biogenicznego, wtdrnego metanu. Konsorcja metanogenne zostaty wyizolowane z probek gleb pochodzacych z miejsc wystepowania
naturalnych wyciekow ropy naftowej w polskich Karpatach. Materiat skalny wraz z podtozem mikrobiologicznym i inokulum mikro-
organizméw byl umieszczony w anaerostacie, a nastgpnie inkubowany. Analizy sktadu molekularnego generowanego gazu wykonano
dwukrotnie — w 30. i w 109. dniu trwania eksperymentu. Zsumowane warto$ci wydzielonych sktadnikow gazowych wynosity: dla
konsorcjum P — 30,5 mmol, a dla konsorcjow O-S i L1 — 27,8 mmol. Gtownym sktadnikiem wydzielonych gazow byt azot. Najwigksze
ilo$ci wydzielonego metanu odnotowano w przypadku probki P (1,58 mmol), a najmniejsze w przypadku probki L1 (0,14 mmol).
Wykonano réwniez analizy elementarne substancji organicznej uzyskanej po kwasowaniu materiatu skalnego po zakonczeniu eks-
perymentu. Analizy te nie wykazaly znaczacego ubytku wegla organicznego. Analizy GC-MS frakcji nasyconej i aromatycznej nie
ujawnity sladow biodegradacji, a jedyng rdznicg pomiedzy probkami kontrolng i pozostatymi bylo pojawienie si¢ siarki elementarne;.
Mimo braku oznak dziatania mikroorganizméw na substancj¢ organiczng w probkach poddanych eksperymentowi nastapita generacja
gazu. Dodatkowo, w koncowej fazie trwania eksperymentu, z materiatu poddanego dziataniu mikroorganizméw udato si¢ zobrazowac
aktywne rybosomy nalezace do domeny Archaea oraz rzgdu Methanosarcinales (wyniki analizy FISH). Wskazuje to na przebieg procesu
metanogenezy w zastosowanych warunkach dos§wiadczalnych.

Stowa kluczowe: konsorcja metanogenne, substancja organiczna, biometan.

ABSTRACT: Most of petroleum hydrocarbons, regardless of chemical structure, can be transformed to simple compounds (CO,,
CH,COOH), being metabolised by methanogenic consortia. In the experiment, a rock sample (dolomite) containing organic matter was
treated with a microbial consortium to replicate the formation of biogenic secondary methane. Methanogenic consortia were isolated
from soil samples from natural oil seepages sited in the Polish Carpathians. The rock material together with the microbial medium and
microbial inoculum was placed in an anaerostat and then incubated. Analyses of the molecular composition of the generated gas were
performed twice — on day 30 and on day 109 of the experiment. The summed values of the separated gas components were as follows:
for the P consortium it was 30.5 mmol, and for the O-S and L1 consortia it was 27.8 mmol. The main component of the generated
gases was nitrogen. The highest amount of methane separated was recorded for sample P (1.58 mmol) and the lowest for sample L1
(0.14 mmol). Elemental analyses of the organic matter obtained after acidification of the rock material were also carried out. GC-MS
analyses of the saturated and aromatic fractions showed no signs of biodegradation, and the only difference between the control and
other samples was the appearance of elemental sulphur. Despite the absence of signs of microbial activity on the organic matter, gas
generation occurred in the microbial-inoculated samples. In addition, in the final phase of the experiment, active ribosomes belonging
to the Archaea domain and the order Methanosarcinales could be visualised from the microorganism-treated material (results of FISH
analysis). This indicates that methanogenesis is taking place under the experimental conditions discussed.
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Wstep

Metanogeneza stanowi koncowy etap beztlenowej biode-
gradacji organicznych zwigzkow wegla, w wyniku ktdrego
generowany jest CH,. Jednakze proces ten poprzedzony jest
szeregiem ztozonych przemian materii organicznej, ktora
wystepuje w postaci zwigzkéw o wysokim stopniu skompli-
kowania struktury (przyktadowo: biatka, kwasy nukleinowe,
thuszcze). Te wysokoczasteczkowe biopolimery poddawane sg
dziataniu konsorcjum mikroorganizmow, ktore przeprowadzajg
kolejno hydrolize, kwasogenezg, octanogeneze, a w ostatnim
stadium — metanogeneze. Trzy pierwsze fazy prowadzone sg
przez bakterie fermentacyjne, ktorych aktywno$¢ wiagze si¢
z powstaniem prostych produktow — CO,, CH,;COOH, zwiaz-
kéw metylowych. Te substancje z kolei sg wykorzystywane
w biosyntezie metanu przez metanogenne archeony nalezace
do taksonu Euryarchaeota. Brak tlenu oraz ograniczona zawar-
to$¢ azotanow, siarczanow lub utlenionego Zelaza i manganu
réwniez determinujg ich wzrost i rozwdj.

Biorac pod uwagg rodzaj substratu wykorzystywanego do
produkcji metanu, wyrdznia si¢ trzy kategorie metanogenow
(Btaszczyk, 2010; Brzeszcz, 2022):

1. archeony hydrogenotroficzne, ktore wykorzystuja dwutlenek
wegla i wodor jako zrodta odpowiednio wegla i elektro-
néw — jest to najliczniejsza grupa w obrebie omawianych
mikroorganizmow, ponizsze rOwnanie opisuje procesy me-
tanogenezy hydrogenotroficznej przebiegajace z udziatem
tej grupy organizmow:
4H, + HCO; + H" = CH, + 3H,0

2. najmniej liczne archeony acetoklastyczne, metabolizujace
octan — proces tworzenia metanu z octanu prowadzony przez
organizmy z tej kategorii zachodzi zgodnie z ponizszym
rOwnaniem:

CH,COO +H,0=CH,+HCO;

3. archeony metylotroficzne, prowadzace procesy transformacji
prostych zwigzkéw metylowych (metanol, metyloamina,
metylosiarczki) zgodnie z nastepujgcymi réwnaniami:
4CH,OH =3CH, + HCO;” + H,0 + H"
4(CH;);NH" + 9H,0 = 9CH, + 3HCO, + 4NH," + 3H"
4(CH;),NH," + 6H,0 = 6CH, + 2HCO, + 4NH," + 2H"
4CH, NH," + 3H,0 = 3CH, + HCO; +4NH," + H'
2(CH,),S + 3H,0 = 3CH, + HCO, +2H,S + H”
4CH,SH + 3H,0 = 3CH, + HCO,” +4H,S + H'
Wiekszo$¢ weglowodordéw naftowych, bez wzgledu na

budowe chemiczng, moze by¢ transformowana do zwigzkoéw

prostych (CO,, CH,;COOH), ktére metabolizowane sg przez
konsorcja metanogenne. Powstaly w ten sposdb metan jest
nazywany wtornym, a jego udzial w §wiatowych zasobach

konwencjonalnego gazu szacowany jest w przedziale od 5%

do 11% (Milkov, 2011).
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Celem pracy byta odpowiedz na pytanie, czy w warunkach
laboratoryjnych mozliwe jest przeprowadzenie procesu powsta-
wania metanu z materii organicznej zawartej w skatach typu
dolomitycznego przy uzyciu konsorcjow mikroorganizmow
wystepujacych w miejscach, w ktorych metan moze tworzy¢
si¢ na drodze mikrobiologicznej. Zatozono, ze w przypadku
biogeneracji gazu mozliwe bedzie poznanie sktadu molekular-
nego powstatego gazu oraz zaobserwowanie zmian w sktadzie
substancji organiczne;j.

Materiat badawczy i metody

Do wykonania eksperymentu wykorzystano probke skaty
dolomitycznej, ktora zostata skruszona do frakcji 0,16—1,6 mm
oraz ponizej 0,16 mm. Metanogenne konsorcja zostaty po-
zyskane w ramach realizacji prac zleconych w Zaktadzie
Mikrobiologii INiG — PIB. Konsorcja zostaly wyizolowane
z probek gleb pochodzacych z miejsc wystepowania natural-
nych wyciekow ropy naftowej w polskich Karpatach. Byly
to konsorcja: P, O-S i L1 (oznaczenia literowe od nazw miej-
scowosci). W tym celu pobrano blisko 500 g probki gleby,
z warstw znajdujacych si¢ na glgbokosci 50-100 cm pod po-
wierzchnig terenu, bezposrednio z miejsca wycieku. Pobrang
probke gleby umieszczono w sterylnym litrowym stoiku zaopa-
trzonym we wktad Anaerocult (Merck, Niemcy), ktory zapew-
nia wytworzenie atmosfery beztlenowej. Tak pobrane probki
przetransportowano w temperaturze ok. 0-5°C do Zaktadu
Mikrobiologii INiG — PIB, a nastgpnie poddano procedurze
wzbogacenia, aby uzyska¢ konsorcja metanogenne. W tym
celu w sterylnej probéwce umieszczono 5 g gleby, nastepnie
dodano 20 ml podtoza metanogennego. Probowke zamknigto
za pomoca $cistego korka wykonanego z waty 1 umieszczono
w pojemniku typu Anaerostat (Merck, Niemcy), ktory zawieral
wklad Anaerocult (Merck, Niemcy). Pojemnik szczelnie za-
mknigto, calo$¢ inkubowano w temperaturze pokojowej przez
okres 4 miesiecy, prowadzac obserwacje pojawiajacych si¢
zmian (tj. powstawanie babelkow gazu). Dla kazdej z probek
gleby wykonano dwa powtorzenia, tgcznie uzyskujac szesc
hodowli. Otrzymane w ten sposob hodowle przeniesiono do
250-mililitrowych sterylnych butelek z gumowym korkiem
(Schott, USA) i dodano podloze wzbogacone zawierajace
octan sodu (0,02% (m/v)), wypeiajac calg objetos¢ butelki.
Tak przygotowane hodowle inkubowano w temperaturze po-
kojowej, obserwujac intensywne tworzenie si¢ babelkow gazu
i zmetnienie podtoza (do 2 tygodni).

W dwulitrowym anaerostacie (Schuett-Biotec, Niemcy)
umieszczono 400 g materiatu skalnego (100 g frakcji o $rednicy
ziaren <0,16 mm oraz 300 g frakcji o $rednicy ziaren miesz-
czacej si¢ w przedziale 0,16—1,6 mm), nastepnie wprowadzono



900 ml podtoza mineralnego Bushnell Haas (1 g/L K,HPO,,
1 g/L KH,PO,, 1 g/L NH,NO,, 0,02 g/L CaCl,, 0,05 g/L FeCl,,
0,2 g/ MgSO,, 1 g/L NaCl, wraz z dodatkiem roztworu pier-
wiastkow §ladowych SL-10 (1 ml), pH 7,0 + 0,2). Catos$¢
autoklawowano (121°C, 30 min, 0,15 MPa). Nast¢pnie do
tak przygotowanego uktadu wprowadzono 100 ml inokulum
mikroorganizméw (L, O-S, P). W analogiczny spos6b przygo-
towano probke kontrolna, zastgpujac konsorcjum mikroorga-
nizméw odpowiednig objetoscia podtoza mineralnego. Catos¢
zamknigto, przez uktad przepuszczono hel w celu usunigcia
powietrza i stworzenia warunkéw beztlenowych. Lacznie
przygotowano 4 probki (3 probki inokulowane mikroorgani-
zmami, 1 probka kontrolna), ktore inkubowano w temperaturze
pokojowej w warunkach statycznych przez 6 miesigcy. W 30.
1 109. dniu trwania eksperymentu wykonano analizy sktadu
chemicznego gazu pobranego z przestrzeni wolnej anaerostatu.
Analizy sktadu molekularnego wydzielonego gazu przeprowa-
dzono z wykorzystaniem chromatograféw gazowych Agilent
7890A wyposazonych w detektory: ptomieniowo-jonizacyjny
(FID), cieplno-przewodnosciowy (TCD) i ptomieniowo-fo-
tometryczny (FPD), wedtug metodyki opisanej w pracy Kani
iJanigi (2011). Zakres analiz obejmowat oznaczenia zawartosci
nastgpujacych zwigzkow: C,, C,, C,, i-C,, n-C,, neo-Cs, i-Cs,
n-C;, sumy weglowodorow Cq, C,, Cq, Cq, C,, O,, N, CO,,
CO, H,, He oraz H,S.

W 180. dniu eksperyment zostal przerwany, gdyz przez
okoto 10 tygodni nie zaobserwowano generowania si¢ gazu
w zadnej z probek inokulowanej mikroorganizmami. Po za-
konczeniu eksperymentu materiat skalny zostat przeptukany
wodg destylowang, wysuszony i poddany dziataniu kwasu
solnego. Pozostala substancja organiczna zostala poddana
analizie sktadu elementarnego dla oceny ubytku wegla zwia-
zanego z dzialalno$cig mikroorganizméw. Oznaczenia zostaty
wykonane za pomoca analizatora FlashSmart firmy Thermo
Scientific. Zasada oznaczenia sktadu elementarnego polega na
automatycznym, katalitycznym, catkowitym spaleniu probki
o masie ok. 1 mg, umieszczonej w specjalnej cynowej kapsuitce,
w obecnosci tlenu w temperaturze 950°C.

Ekstrakcje bituminow z materiatu skalnego prowadzono
w aparacie Soxhleta, stosujac mieszaning dichlorometan—
metanol (93 : 7 (v/v)) jako czynnik ekstrahujgcy. 100 gramow
probki umieszczano w tulei o $rednicy 32 mm i wysokos$ci
120 mm. Ekstrakcje prowadzono przez 24 godziny. Otrzymany
roztwor bituminoéw zatezono, odparowujac nadmiar rozpusz-
czalnika, przesaczono, a nastgpnie zwazono. Rozdzial grupowy
otrzymanego ekstraktu przeprowadzono w kolumnie przezna-
czonej do chromatografii cieczowej. Frakcje weglowodorow
nasyconych eluowano n-heksanem, zadajgc na kolumne okoto
50 ml eluentu porcjami po okoto 4 ml. Nastgpnie wydzielono
frakcje weglowodordéw aromatycznych, uzywajac okoto 35 ml
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mieszaniny heksan—toluen (1 : 4 (v/v)). Proces prowadzono do
zaniku luminescencji kolumny przy naswietlaniu promieniami
UV. Pozostate na kolumnie zywice wymywano, uzywajac
30 ml mieszaniny dichlorometan—metanol (1 : 1 (v/v)). Frakcje
asfaltenow, pozostajacg na pasku bibutowym, wydzielono za
pomocg dichlorometanu. Izolacj¢ asfaltenéw prowadzono az
do odbarwienia si¢ paska bibuty.

Dystrybucje i identyfikacje¢ specyficznych biomarkeréw
wystepujacych we frakcjach aromatycznej oraz nasyconej prze-
prowadzano za pomocg chromatografii gazowej sprz¢zonej ze
spektometrig masowg (GC-MS). Analizy wykonano za pomoca
chromatografu gazowego Trace GC Ultra wyposazonego w ko-
lumng RTX-5 MS (30 m x 0,25 mm, grubos¢ filmu — 0,25 um)
1 potagczonego z pulapka jonowag POLARIS Q. Prawidtowy
rozdziat analizowanych zwigzkéw na kolumnie chromatogra-
ficznej wymagatl zastosowania nastgpujacego programu tempe-
raturowego: temperatura poczatkowa 60°C (izoterma — 1 min),
narost temperatury 4°C/min do 310°C, temperatura koncowa
310°C (izoterma — 15 min). Hel zostat uzyty jako gaz no$ny
(przeptyw 1 ml/min). Kazdorazowo dozowano 1 pl probki
rozpuszczonej w n-heksanie. Spektrogramy masowe frakcji
aromatycznej i nasyconej analizowanych probek otrzymano
w trybie petnego skanowania TIC (Bielen i Matyasik, 2014).

Po zakonczeniu eksperymentu wyekstrahowano mikroor-
ganizmy z materiatu skalnego oraz towarzyszacego mu ptynu,
ktore poddano analizie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(dalej: FISH, ang. fluorescence in situ hybridization) wedlug
oryginalnej metodyki opisanej przez Pernthalera i in. (2001)
oraz Fuchsa i in. (2007), a zmodyfikowanej w pracy Kapusty
1in. (2025). Celem tej czeSci badan bylo stwierdzenie obec-
nosci zywych mikroorganizmdéw metanogennych. Z kazde;j
probki inokulowanej konsorcjum pobrano 5 g mokrego osadu
skalnego i umieszczono go w sterylnej probowce wirdwko-
wej typu Falcon. Nastepnie dodano 21,7 ml zbuforowanego
roztworu soli fizjologicznej (1 x PBS, pH 7,2; sktad: 10 mM
Na,HPO,, 10 mM NaH,PO,, 130 mM NaCl) i 2,5 ml 10%
(v/v) sterylnego metanolu. Cato$¢ inkubowano w tazni ultra-
dzwiekowej w temperaturze 36°C przez 30 min, a nastgpnie
zwirowano (2000 x g, 2 min). Pobrano niewielka (0,2 ml)
probke nadsaczu, ktérg analizowano przy uzyciu mikroskopu
$wietlnego wyposazonego w obiektyw 40x (Eclipse €200,
Nikon). Obecnos¢ mikroorganizméw w pobranym plynie
$wiadczyta o pozytywnym wyniku ekstrakcji i stanowita sygnat
dla kontynuacji kolejnych krokow procedury bez koniecznos$ci
powtorzenia etapu ekstrakcji. Pozostaly nadsgcz zawierajacy
mikroorganizmy przeniesiono do sterylnej probowki typu
Falcon i dodano ok. 25 ml etanolu (96%). Utrwalenie probki
prowadzono przez 20 godzin w temperaturze 4°C. Nastepnie
zatgzono probke na filtrze poliweglanowym ($rednica poréw
0,2 um, GTTP, Millipore) za pomocg aparatu filtracyjnego
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Tabela 1. Szczegolowe informacje dotyczace zastosowanej metody FISH (sekwencje uzytych sond, sktad buforéw hybrydyzacyjnego

i myjacego)
Table 1. Details of the FISH method (sequences of probes, composition of hybridisation and washing buffers)
Sklad
Sonda Sekwencja sondy
bufor hybrydyzacyjny bufor myjacy
formamid: 20% (v/v), NaCl: 0,215 M,
, , NaCl: 0,9 M, Tris/HCI (pH 8,0): 20 mM,
ARC915 5'-GTG CTC CCC CGC CAATTC CT-3 Tris/HCI (pH 8,0): 20 mM, EDTA (pH 8,0): 5 mM,
SDS: 0,02% (m/v) SDS: 0,01% (m/v)
formamid: 35% (v/v), NaCl: 70 mM,
, , NaCl: 0,9 M, Tris/HCI (pH 8,0): 20 mM,
MSSH859 5'-TCGCTTCACGGCTTCCCT-3 Tris/HCI (pH 8.0): 20 mM, EDTA (pH 8.0): 5 mM,
SDS: 0,02% (m/v) SDS: 0,01% (m/v)

Pyrex (Millipore). Filtr przechowywano w temperaturze —20°C
przed dalszym uzyciem. Filtr pocigto na mniejsze fragmenty za
pomocg sterylnego skalpela. Na uzyskane w ten sposob frag-
menty naniesiono 50 pl roztworu agarozy (0,5% (m/v)), catos¢
inkubowano w temperaturze 35°C przez 30 min. Nastgpnie
usunig¢to wodg z fragmentow filtra, umieszczajac je w coraz
bardziej stezonych roztworach etanolu (50%, 80%, 95%).
Czas kontaktu z odpowiednim roztworem etanolu wynosit
okoto 5 min. Po wyschnieciu filtréw wykonano hybrydyzacje
z odpowiednimi sondami oligonukleotydowymi. Uzyto sond
swoistych dla domeny Archaea (sonda ARC915A, Alm i in.,
1996) oraz dla rzedu Methanosarcinales (sonda MSSH859,
Boetius i in., 2000). Kazda z sond byta znakowana za pomoca
fluorochromu Cy3 na konicu 5’ (Thermo Fisher Scientific). Na
uprzednio przygotowane fragmenty filtra naktadano odpowied-
ni bufor hybrydyzacyjny (100 pl) oraz sonde¢ (5 ng). Proces
hybrydyzacji prowadzono przez 15 godzin w temperaturze
46°C. Niezwigzane sondy odptukano, inkubujac filtr w buforze

myjacym w temperaturze 48°C. Sktad buforow hybrydyzacyj-
nych i myjacych zostat zawarty w tabeli 1. Nastepnie filtry
umieszczono w sterylnej wodzie destylowanej. Po osuszeniu na
kazdy filtr naniesiono roztwor 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu
(dalej: DAPI, 1 pug/1ml (m/v)) i inkubowano w temperaturze
pokojowej w ciemnos$ci przez 20 min. Niezwigzany barwnik
DAPI odptukano jatowa wodg destylowang. Tak przygotowane
preparaty (fragmenty filtru) suszono w ciemnosci i analizowano
za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego Eclipse 50i (Nikon),
stosujac obiektyw immersyjny 100x.

Wyniki i dyskusja

Sklad gazu

Analizy sktadu molekularnego generowanego gazu wyko-
nano dwukrotnie — w 30. i w 109. dniu trwania eksperymen-
tu. Wyniki analiz zostaty przedstawione w tabeli 2. Wysoki

Tabela 2. Sktad chemiczny powstajacych gazow w 30. 1 109. dniu trwania eksperymentu [% (v/v)]

Table 2. Chemical composition of the gases on the 30™ and 109" day of the experiment [% (v/v)]

P O-S L1
I pobér II pobér I pobor | 11 pobér I pobor II pobor
C, 0,19141 4,59184 0,43158 2,52009 0,24490 0,14269
C, 0,00000 0,00043 0,00012 0,00128 0,00012 0,00077
(0N 0,00000 0,00070 0,00000 0,00047 0,00000 0,00086
i-C, 0,00000 0,00010 0,00000 0,00011 0,00000 0,00022
n-C, 0,00000 0,00033 0,00000 0,00033 0,00000 0,00054
neo-C; 0,00041 0,00000 0,00029 0,00000 0,00000 0,00000
i-C; 0,00000 0,00016 0,00000 0,00012 0,00000 0,00027
n-C; 0,00000 0,00025 0,00000 0,00026 0,00000 0,00032
>Cs 0,00000 0,00035 0,00000 0,00143 0,00000 0,00655
>C, 0,00000 0,00052 0,00000 0,00073 0,00000 0,00095
>Cq 0,00000 0,00044 0,00000 0,00095 0,00000 0,00063
>C, 0,00000 0,00067 0,00000 0,00072 0,00000 0,00028
>Cio 0,00000 0,00021 0,00000 0,00011 0,00000 0,00000
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P O-S L1
I pobor II pobér I pobor I pobor I pobor II pobér
CO, 4,01488 0,09097 3,62568 0,73497 3,64737 0,21935
N, 27,20352 52,01013 26,59669 45,49030 22,80037 54,21028
CO 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
He 68,58977 43,30290 69,34564 51,24813 73,25872 45,41630
H, 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
H,S 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,04677 0,00000
Mer. metyl. 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00175 0,00000
Mer. etyl. 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 $lad 0,00000
Siarcz. dimetyl. 0,00001 0,00000 0,00001 0,00001 0,00002 0,00001
Mer. i-prop. 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 slad 0,00000
Mer. n-prop. 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Mer. i-butyl. 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Mer. n-butyl. 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

udziat helu (ok. 43,3-73,3% (v/v)) w skladzie gazéw wynika
z procedury przygotowania probek — ptukania anaerostatow
tym gazem w celu minimalizacji zanieczyszczenia powsta-
jacego gazu powietrzem. Sktadnikami produkowanego gazu
byly weglowodory (gtownie metan), ditlenek wegla, azot
oraz wspomniany gaz szlachetny (tabela 2). W pierwszych
30 dniach procesu (I pobdr) najwigcej wydzielito si¢ azotu
(od 22,80037% dla L1 do 27,20352% dla P) i ditlenku we-
gla (od 3,62568% dla O-S do 4,01488% dla P) (rysunek 1).
W prébee L1 stwierdzono obecno$é¢ siarkowodoru (0,04677%)
oraz niskie stezenia pozostatych zwigzkéw siarki. Z kolei
w probkach P i O-S wystapily niewielkie ilo$ci siarczku di-
metylowego. Porownujgc wyniki gazu uzyskane dla dwoch
punktow czasowych doswiadczenia, wida¢ wigksze zawarto$ci

metanu 1 wyzszych weglowodoréow (az do C,, dla P 1 O-S
oraz do C, dla L1) w probkach odpowiadajacych drugiemu
poborowi (zawarto$ci metanu: 4,59184% dla P, 2,52009%
dla O-S10,14269% dla L1). Ta obserwacja wskazuje: (a) na
generacje metanu z materii organicznej poddanej dziataniu
mikroorganizmdw oraz ze (b) wraz z uplywem czasu trwania
eksperymentu wzrasta tempo procesu syntezy. Ponadto sktad
gazu w 109. dniu r6znit si¢ pod wzgledem zawartosci CO,
w stosunku do gazu analizowanego w 30. dniu. Wraz z upty-
wem czasu zawarto$¢ tego zwigzku spadata. Ta zalezno$¢
wskazuje na usuwanie CO, z uktadu, ktéry wykorzystywany
zostal do biosyntezy metanu.

W drugim poborze wzrosta zawarto$¢ azotu w gazach
(od 45,49030% dla O-S do 54,21028% dla L1), a spadta

W C
H COy
W Ny

M pozostate

Rysunek 1. Sktad molekularny gazu pobranego w 30. dniu eksperymentu [% (v/v)]

Figure 1. Molecular composition of the gas sampled on the 30" day of the experiment [% (v/v)]
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Rysunek 2. Sktad molekularny gazu pobranego w 109. dniu eksperymentu [% (v/v)]

Figure 2. Molecular composition of the gas sampled on the 109" day of the experiment [% (v/v)]

zawarto$¢ ditlenku wegla (od 0,09097% dla P do 0,73497%
dla O-S) (rysunek 2). W analizach gazoéw z drugiego poboru nie
stwierdzono siarkowodoru oraz pozostatych zwigzkow siarki.

Sumaryczne iloéci wydzielonych sktadnikow gazowych dla
poszczegblnych probek sa do siebie zblizone. Tylko nieznacz-
nie wyzsze wartosci cechuja probke P, a probki O-S i L1 sa
pod tym wzgledem prawie identyczne. Zsumowane warto$ci
wydzielonych sktadnikow gazowych przedstawione w mili-
molach sg nastepujace: dla P to 30,5 mmol, dla O-S i L1 to
27,8 mmol (rysunek 3). Zaskakujacy jest niski udzial metanu
w sktadzie gazéw, cho¢ podobny sktad gazow byt obserwowa-
ny w przypadku gazu pozyskanego w wyniku biozgazowania
wegla kamiennego (Janiga i in., 2018). Natomiast w innych
pracach podano metan jako dominujacy sktadnik gazu (Mach
iin., 2015; Goswami i in., 2016; Park i Liang, 2016). Niska
zawarto$¢ metanu w generowanym gazie wynika z niskiej
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Rysunek 3. Sumy wydzielonych gazow: metanu, azotu i ditlenku
wegla [mmol]

Figure 3. Sums of produced gases: methane, nitrogen and carbon
dioxide [mmol]
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szybkosci reakcji metanogenezy, ktora z kolei okreslona jest
przez stezenie substratow, tj. dwutlenku wegla, wodoru i/lub
octanu. Przypuszczalnie materia organiczna zawarta w materiale
skalnym uzytym w do$wiadczeniu jest trudno dostgpna dla
mikroorganizmow. Mozliwe jest, ze wystepuje ona w porach,
do ktérych mikroorganizmy maja utrudniony dostgp. By¢ moze
wykorzystanie ekstraktu tej materii poprawitoby wydajnosc¢
procesu generowania si¢ metanu. Nalezy rowniez zauwazyc,
ze procesy beztlenowe sa znacznie wolniejsze niz analogiczne
przemiany zachodzace w obecnosci tlenu. Zatem niskie tempo
anaerobowych przemian materii organicznej, jej ograniczona
dostepnos¢ moga mie¢ wptyw na ilos¢ CO, i H, oraz octanu
generowanego w procesach poprzedzajgcych metanogeneze,
a tym samym na ilo$¢ powstajacego metanu.

Substancja organiczna

Sktad elementarny substancji organicznej zostat przed-
stawiony w tabeli 3. Catkowita zawarto§¢ wegla organiczne-
go (TOC) w probee kontrolnej wynosita 0,162% (m/m), za$
w probkach poddanych dziataniu mikroorganizméw zawierala
si¢ w przedziale 0,152-0,176% (m/m). Co ciekawe, warto§¢
parametru TOC w probee L1 byta wyzsza niz w probce kon-
trolnej. Z kolei w probkach O-S i P zawartos¢ TOC byla nizsza
niz w probee kontrolnej. Moze to oznaczac, ze analiza sktadu
elementarnego nie jest wystarczajaco czula metoda §ledzenia
niewielkich zmian zwigzanych z mikrobiologiczng generacja
gazu. Dodatkowo nalezy wzig¢ pod uwage brak petnej homo-
genicznosci probki.

Otrzymana frakcja nasycona oraz aromatyczna ekstraktow
bitumicznych zostala poddana jako$ciowej analizie GC-MS,
ktorej celem byto okreslenie zmian (np. ubytkéw) zwiazkow



Tabela 3. Zawarto$¢ wegla, azotu, siarki i wodoru w analizowa-
nych probkach [% (m/m)]

Table 3. Content of carbon, nitrogen, sulphur and hydrogen
in the analysed samples [% (m/m)]

. Zawartos$¢ w substancji organicznej
Anali- otrzymanej po kwasowaniu TOC
zowane [% (m/m)] w skale
rébki % (m/m
p N C H S [% (m/m)]
Kontrola 0,44 55,34 3,80 3,78 0,162
L1 0,44 50,92 3,47 4,07 0,176
O-S 0,53 55,69 3,73 4,53 0,158
P 0,53 53,77 3,58 4,32 0,152

organicznych wystepujacych w analizowanej materii orga-
nicznej. Analiza frakcji nasyconej ekstraktow bitumicznych
uzyskanych z analizowanych probek wykazata roznice po-
mig¢dzy probka kontrolng, gdzie nie wystepuje siarka elemen-
tarna (oktagonalna, S8), a pozostatymi probkami poddanymi
dziataniu mikroorganizmoéw: P, L1 i O-S, w ktorych ziden-
tyfikowano obecno$¢ siarki oktagonalnej w znacznej ilo$ci
(rysunek 4). Przypuszczalnie wystgpowanie tej odmiany siarki
moze wynikaé z obecno$ci mikroorganizmow, ktore mogly
zredukowac jony siarczanowe(VI) zawarte w podlozu do
H,S, a nastgpnie utleni¢ ten zwigzek do S8. Poza ta ewidentna
réznica chromatogramy otrzymane dla probek P, L1, O-S nie
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wykazuja wyraznych réznic w poréwnaniu z chromatogramem
zarejestrowanym dla probki kontrolne;j.

Nie zaobserwowano znaczacych réznic (pomiedzy probka-
mi) w sktadzie biomarkerdéw z grupy hopandw i tricyklicznych
terpendéw. Podobnie rzecz si¢ ma w przypadku biomarkerow
z grupy steranéw. Zaro6wno hopany, jak i sterany sa obecne
w malych lub bardzo matych iloéciach, a niektore ze zwiaz-
koéw z tych grup nie wystepuja (lub wystepuja w sladowych
ilosciach).

Nie zaobserwowano oznak biodegradacji we frakcji nasy-
conej badanej za pomocg GC-MS, co potwierdzone jest przez
nienaruszony szereg n-alkanow. Biodegradacja w warunkach
naturalnych objawia si¢ w pierwszym rze¢dzie zmniejszong
wyraznie wzgledem pozostatych zwigzkoéw (np. izoprenoidow)
iloécig n-alkanow lub brakiem czg¢sci homologdéw z tej grupy
zwigzkéw (Matyasik i in., 2012; Szubert i in., 2020; Wang
iin., 2022).

Analiza frakcji aromatycznej rowniez nie wykazata znacza-
cych roznic w sktadzie zwigzkow. W iloSci znacznej wystepuja
fenantren i jego pochodne oraz metylodibenzotiofeny. W nie-
wielkich wzglednie ilo$ciach sg obecne zwigzki naftalenowe.

Choc¢ nie zaobserwowano oznak biodegradacji materii orga-
nicznej (wyniki analiz GC-MS frakcji organicznej i nasyconej),
nie mozna wykluczy¢, ze proces ten miat miejsce, gdyz uzy-
skano przyrost metanu w kazdym wariancie eksperymentalnym
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Rysunek 4. Rozktad weglowodorow frakcji nasyconej probek: kontrola (A), P (B), L1 (C), O-S (D)
Figure 4. Hydrocarbon distribution of the saturated fraction of samples: control (A), P (B), L1 (C), O-S (D)
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w stosunku do uktadu kontrolnego. Dodatkowo, w koncowe;j
fazie trwania eksperymentu, z materiatu poddanego dziataniu
mikroorganizméw udato si¢ zobrazowaé aktywne rybosomy
nalezace do domeny Archaea oraz rzedu Methanosarcinales
(wyniki analizy FISH).

Analiza FISH

Celem analizy FISH byto potwierdzenie lub wykluczenie
obecnosci aktywnych archeondéw, w tym szczegdlnej grupy
archeondéw metanogennych, tj. mikroorganizméw nalezacych
do rzedu Methanosarcinales. Biorac pod uwagg preferencyjne
wybieranie osadow jako nisz zasiedlanych przez te mikroorga-
nizmy, analiza FISH zostata wykonana dla mikroorganizmow
wyizolowanych z materiatu skalnego.

Podsumowanie

Pomimo nieznacznego ubytku wegla organicznego w prob-
kach poddanych dziataniu mikroorganizmow nastapita gene-
racja metanu. Dodatkowo obecno$¢ aktywnych archeondéw
metanogennych z grupy Methanosarcinales wskazuje na
przebieg procesu metanogenezy w omawianych warunkach
doswiadczalnych. Zatem wyniki tych badan sugeruja, ze
materia organiczna zawarta w skale dolomitycznej poddana
dziataniu konsorcjum metanogennego moze ulegaé przemia-
nom z wytworzeniem metanu. Jednakze nalezy uwzglednic,
ze tempo procesow beztlenowych jest znacznie wolniejsze
niz procesow tlenowych, czego §wiadectwem jest stosunko-
wo niska zawarto$¢ metanu w skladzie powstajacego gazu
(jego gtdéwnym sktadnikiem byt azot).

Rysunek 5. Przyktadowe mikrofotografie przedstawiajagce mikroorganizmy wyizolowane z badanego materiatu, ktérych obecno$é
wykryto za pomoca metody FISH. (A) Mikrofotografia przedstawiajaca komorki mikroorganizméw wybarwione za pomocg barwnika
DAPI. Przyktadowe mikrofotografie odpowiadajace hybrydyzacji z sondg ARC915 (B) i MSSH859 (C). Powigkszenie 1000%

Figure 5. Examples of microphotographs showing microorganisms isolated from the test material whose presence was detected by
FISH. (A) Micrograph showing microbial cells stained with DAPI dye. Example micrographs corresponding to hybridisation of with
ARCI15 probe (B) and with MSSH859 probe (C). Magnification 1000%

W kazdej z badanych probek obecne byty mikroorganizmy,
ktoére wybarwity sie za pomoca znacznika DAPI (rysunek 5A).
Barwnik ten taczy si¢ z DNA zaréwno zywych, jak i martwych
mikroorganizmow.

Pozytywne sygnaty zostaty uzyskane w przypadku obu
uzytych sond, tj. ARC915 i MSSHS859, dla kazdej z badanych
probek (rysunki SB-C), co wskazuje na obecnos$¢ aktywnych
archeondéw, w tym mikroorganizméw Methanosarcinales.
Metoda FISH polega na hybrydyzacji sondy z odpowied-
nim (komplementarnym) fragmentem rDNA mikroorgani-
zmu (Moter i Gobel, 2000). Zatem pozytywny sygnat sondy
oznacza obecno$¢ aktywnych rybosomoéw, co w konsekwencji
jest dowodem na obecnos$¢ zywych mikroorganizméw (Moter
i Gobel, 2000).

Wyniki analiz FISH sugeruja, ze w koncowej fazie eks-
perymentu (180. dniu) w dalszym ciggu byly obecne zywe
archeony, w tym archeony metanogenne.
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Niniejszy material powstal na podstawie pracy statutowe;j
Mikrobiologiczne i geochemiczne aspekty generowania si¢ metanu
w odniesieniu do gazu ziemnego zakumulowanego w utworach
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