Lupek miedzionos$ny 111, Kowalczuk P.B., Drzymata J. (red.), WGGG PWr, Wroclaw, 2017, 1940

Mikrobiologiczne procesy utleniania kopalnej materii
organicznej miedzionosnego lupka bitumicznego
Kupferschiefer (monoklina przedsudecka)

Agnieszka Wlodarczyk, Renata Matlakowska

Pracownia Analizy Skazen Srodowiska, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski,
ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, tel. 225541007, e-mail: rmatlakowska@biol.uw.edu.pl

Streszczenie

W pracy opisano udzial mikroorganizméw w biowietrzeniu kopalnej materii organicznej tupka
bitumicznego Kupferschiefer, w tym kerogenu, oraz mobilizacji utlenionego wegla kopalnego. Badano
dlugoterminowe (do 33 lat) procesy biowietrzenia podziemnych tupkéw bitumicznych i potwierdzono
bioutlenienie kerogenu. Mikroorganizmy prokariotyczne zasiedlajagce tupki bitumiczne stanowia
kluczowy element cykli biogeochemicznych wegla, a w przypadku tupkéw zmineralizowanych
i polimetalicznych maja rowniez znaczenie w biogeochemii wielu innych pierwiastkow.

Wprowadzenie

Calkowita zawarto$¢ wegla na Ziemi jest szacowana na ok. 4,3 x 10% g. Pierwiastek ten
wystepuje we wszystkich geosferach Ziemi aczkolwiek jego dystrybucja jest zréznicowana
(Bolin, 1970). W atmosferze wegiel wystepuje jedynie jako CO, (~6,4 x 10*" g C). Znacznie
wigcej tego pierwiastka znajduje si¢ w hydrosferze w formie rozpuszczonego CO, (~3,8 x 10*°
g C) irozpuszczonych zwiazkow organicznych (~1,5 x 10" g C). Jednak najwicksza
koncentracja wegla wystepuje w litosferze. W tej geosferze Ziemi wegiel jest znajdowany
w formie nieorganicznej, jako skaty weglanowe (~1,8 x 10% g C) oraz w formie organiczne;.
Wegiel organiczny to materia wystgpujaca w glebach i osadach (~3,5 x 10*® g C), a przede
wszystkim kopalna materia organiczna wystepujaca w skatach osadowych i kopalinach
organogenicznych (ropa naftowa, gaz, wegle) (~2,5 x 102 g C).

Jednym z najciekawszych i najwazniejszych osadowych depozytéw bogatych w kopalng
materi¢ organiczng sg tupki bitumiczne. Zawieraja one S$rednio ~2-10% wag. wegla
organicznego, ale znane sg rowniez tupki bardziej bogate w ten pierwiastek (~20-30% wag.)
(Tourtelot, 1979; Rickard, 2012). W tych skatach osadowych wegiel organiczny wystepuje
w formie metastabilnego, wysokomolekularnego kerogenu (~98% wag.), a takze statych
weglowodorow, czyli bituminu (~1-2% wag.) (Parnell i in., 1993).

Wegiel jest pierwiastkiem biogennym i gléwnym komponentem biosfery (8,3 x 10*" g C),
a zatem obieg wegla ma wazne znaczenie dla zycia na Ziemi. Kluczowg role w przemianach
geochemicznych wegla, zard6wno organicznego, jak i nieorganicznego odgrywaja mikro-
organizmy (Fenchel i Blackburn, 1979). Bakterie fotoautotroficzne oraz bakterie i archeony
chemoautotoroficzne wykorzystuja CO, zawarty w atmosferze lub COs* rozpuszczony
W wodzie jako zrodlo wegla. Natomiast bakterie i archeony heterotroficzne degraduja
materi¢ organiczng i produkuja CO,, ktory ulatnia si¢ do atmosfery lub rozpuszcza
w wodach. W wyniku aktywnos$ci metabolicznej tych mikroorganizméw dochodzi do
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wytracania lub rozpuszczania weglanéw, co jest istotnym elementem przemian wegla
nieorganicznego.

Atmosferyczny CO, - 6,4 x 10 g C

Biomasa - 8,3x 10" gC

Rozpuszczone zw. organiczne - 1,5 x 10 g C

Corg W 0sadach i glebach - 3,5x 10 g C

Rozpuszczony CO, -3,8 x 10 g C

Wapienie i inne weglany state - 1,8 x 102 g C

Kopalny wegiel organiczny - ropa naftowa, gaz ziemny, wegiel, lupki bitumiczne - 2,5 x 10%? g C

Rys. 1. Dystrybucja wegla na Ziemi (wg Ehrlich i Newman, 2009)

Niezwykle waznym komponentem przemian wegla na Ziemi jest rowniez utlenienie
termogenicznego metanu zarowno w warunkach tlenowych, a zwlaszcza beztlenowych, jak
i produkcja metanu biogenicznego. Szczegolnie istotna i jednoczes$nie stabo poznana jest
rola mikroorganizmow degradujacych kopalng osadowa materie organiczng. Do niedawna
uwazano, ze wegiel organiczny zdeponowany w formie kerogenu i bituminu nie podlega
przemianom biologicznym. Jednak w 2001 Petsch i in. (2001) dowiedli, ze bakterie
zasiedlajagce tupek New Albany Shale (Clay City, USA) degraduja kopalna materi¢
organiczng zawarta w tej skale i rOwniez asymiluja kopalny wegiel. Nastepnie Berlendis i in.
(2014) badajacy tupek bitumiczny pochodzacy z Autun (Francja) wykryli w materiale
genetycznym wyizolowanym z tej skaty geny potencjalnie kodujgce dioksygenazy — enzymy
uczestniczace w degradacji weglowodordéw aromatycznych. Badania te nie wskazaty jednak
ani przemian geochemicznych kerogenu i bituminu, ani szlakéw biochemicznych
odpowiedzialnych za te przemiany.

Interdyscyplinarne badania nad biowietrzeniem kopalnej materii organicznej
miedziono$nego tupka bitumicznego Kupferschiefer

Jednym z najwigkszych z16z tupkéw bitumicznych na $wiecie jest miedziono$ny tupek
bitumiczny wystepujacy na obszarze monokliny przedsudeckiej zwany Kupferschiefer.
Zawartos¢ wegla organicznego w tej skale osadowej wynosi nawet do 30% wag. W kopalnej
materii organicznej lupka bitumicznego Kupferschiefer mozemy wyr6zni¢ dwie gtdéwne grupy
sktadnikow: gazotwoérczy i ropotworczy kerogen II, nieekstrahowalny rozpuszczalnikami
organicznymi i nieorganicznymi oraz ekstrahowalny rozpuszczalnikami organicznymi bitumin.
Ekstrahowalna materia organiczna to przede wszystkim dlugotancuchowe weglowodory
alifatyczne i policykliczne wegglowodory aromatyczne (tabela 1) oraz kwasy karboksylowe,
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organiczne zwiazki siarki, a takze metaloporfiryny (Matlakowska i in., 2010; Matlakowska
i Sktodowska, 2011; Matlakowska i in., 2013).

Kopalna materia organiczna wystepuje w tupku bitumicznym w postaci lamin utozonych
naprzemianlegle z laminami materiatu ilastego (rys. 2A,B,C). Przyjmuje ona posta¢ maceralow
(gtownie grupy liptynitu, ale takze witrynitu i inertynitu), stalego bituminu, materialu
amorficznego oraz inkluzji ciektych weglowodorow w agregatach dolomitu i kalcytu (rys. 2D)
(Nowak, 2000).

Tabela 1. Weglowodory alifatyczne i aromatyczne oraz ich pochodne
zidentyfikowane w tupku bitumicznym Kupferschiefer

Dlugoiancg(l:il:t;)t\;v/zzvr\]fzglowodory Policykliczne weglowodory aromatyczne
Dekan, Deken, Undekan, Fenantren, Antracen, Naftalen, Bifenyl, Chrysen, Fluoranten,
Dodekan, Tridekan, Tetradekan, Piren, Benzopiren, Benzofluoranten, Dimetylofenantren,
Pentadekan, Heksadekan, Heptadekan, Trimetylofenantren, Tetrametylofenantren, Metyloantracen,
Oktadekan, Nonadekan, Ikozan, Dimetyloantracen, Tetrametyloantracen, Etyloantracen,
Heneikozan, Dokozan, Trikozan, Metylopiren, Metylochrysen, Dimetylopiren,
Tetrakozan, Heptakozan, Oktakozan, Dimetylonaftalen, Trimetylofenylonaftalen,
Dotriakontan, Heksatriakontan, Skwalen | Dimetylobenzofenatren

Rys. 2. Materia organiczna w Kupferschiefer (strzatka); (A) mikroskopia skaningowa; (B) mikroskopia
fluorescencyjna; (C) mikroskopia SEM-EDS; (D) inkluzje weglowodorow (mikroskopia fluorescencyjna)

W ramach projektu ,Biogeochemiczne transformacje polimetalicznych tupkéw bitu-
micznych Kupferschiefer (monoklina przedsudecka) przez mikroorganizmy autochtoniczne —
detekcja i identyfikacja dlugoterminowych proceséw w podziemnym $rodowisku kopalnianym”
badano réznorodnos$¢ filogenetyczng mikroorganizméw naskalnych zasiedlajacych tupek
bitumiczny Kupferschiefer, ich fizjologi¢ oraz strategi¢ metaboliczna. Jednak glownym celem
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badan bylo okreslenie potencjalnej roli mikroorganizméw w przemianach geochemicznych
zachodzacych w tupku bitumicznym Kupferschiefer i ksztattowaniu podziemnych warstw
litosfery i hydrosfery. Szczegodlng uwage zwrdcono na mikroorganizmy heterotroficzne i ich
znaczenie w przemianach kopalnej materii organicznej, w tym kerogenu. Zbadano 15 prob
tupka pochodzacych z kopalni Lubin, Rudna i Polkowice-Sieroszowice (rys. 3). Proby te
roznity si¢ miedzy soba czasem (bio)wietrzenia. Czas ten umownie okre§lono od momentu
odstonigcia profilu skaty w wyniku prac gérniczych.

Rys. 3. (Bio)zwietrzaty tupek bitumiczny Kupferschiefer w podziemnych kopalniach miedzi (strzatka);
(A) Lubin (12 lat"); (B) Lubin (20 lat™); (C) Rudna (32 lata"); (D) Polkowice-Sieroszowice (33 lata”);
“czas (bio)wietrzenia liczony od odstoniecia profilu skaty w wyniku prac gérniczych

Hipoteza badawcza zakladala, Zze skala odstonigta w czasie eksploatacji podlega dziataniu
czynnikow abiotycznych (tlen, woda) oraz czynnikoéw biotycznych, czyli mikroorganizmow ja
zasiedlajacych. Celem badan byto wskazanie roli mikroorganizméw oraz identyfikacja
czynnikdw enzymatycznych i nieenzymatycznych kluczowych w procesach biowietrzenia
kopalnej materii organicznej, a takze opisanie zmian w budowie geochemicznej i wiasci-
wosciach fizyko-chemicznych skat (bio)zwietrzatych.

Badania czynnikow biotycznych byly oparte na metodach metaanalizy i obejmowaty
metagenomike (wysokoprzepustowe sekwencjonowanie DNA), metaproteomike (analiza
bialek enzymatycznych i strukturalnych; chromatografia cieczowa z tandemowa spektrometria
mas) oraz metabolomike (analiza metabolitow organicznych; chromatografia gazowa ze
spektrometria mas). Uzupelieniem badan byla charakterystyka materii organicznej
(bio)zwietrzatych skat (analiza pirolityczna Rock-Eval oraz chromatografia gazowa ze
spektrometria mas).  Zidentyfikowane przemiany biogeochemiczne zweryfikowano
w eksperymentach laboratoryjnych.



Mikrobiologiczne procesy utleniania kopalnej materii organicznej tupka bitumicznego 23

Lupek bitumiczny Kupferschiefer jako srodowisko zycia dla mikroorganizmow

Na odstonigtej w czasie prac gorniczych powierzchni tupka bitumicznego Kupferschiefer
panuja korzystne warunki dla rozwoju mikroorganizméw, zaréwno autochtonicznych, jak
i allochtonicznych. Te ostatnie dostajg si¢ do podziemnego $rodowiska wraz z wodami
podziemnymi, powietrzem, a takze moga by¢ zawleczone przez ludzi. Korzystne warunki dla
mikroorganizmow to duza wilgotno$¢ powietrza (ok. 70-80%), optymalna temperatura (20-
35°C), neutralny odczyn skaty, a przede wszystkim obecno§é materii organicznej oraz znaczna
zawarto$¢ zredukowanych zwigzkéw mineralnych.

Rys. 4. Biofilm naskalny na powierzchni tupka bitumicznego Kupferschiefer (kopalnia Lubin); (A) Obserwacje
makroskopowe; (B) Elektronowa mikroskopia skaningowa; (C) Elektronowa mikroskopia transmisyjna

Mikroorganizmy zasiedlajace tupek bitumiczny Kupferschiefer nie tworza jednak
widocznych makroskopowo biofilméw, ktore czgsto mozemy obserwowaé na skatach.
Rowniez ze wzgledu na struktur¢ tupka mikroorganizmy sa trudne do wykrycia w czasie
obserwacji mikroskopowych. Jak widaé na rycinie 4BC stosujac elektronowa mikroskopig
skaningowa lub transmisyjng mozemy zaobserwowaé jedynie struktury przypominajace
biofilmy naskalne (rys. 4B) lub pojedyncze komorki mikroorganizmow (rys. 4C). Obecnosé
mikroorganizméw w takim $rodowisku znacznie fatwiej jest wykry¢ metodami
molekularnymi, np. analizujac ich material genetyczny (metagenom) lub biatka
(metaproteom).

W metaproteomie mikroorganizméw naskalnych wykryto liczne biatka komorkowe
posrednio lub bezposrednio zwigzane z kolonizacjg oraz tworzeniem biofilmow. Wsrdd nich
mozemy wyrozni¢ biatka zaangazowane w chemotaksje, czyli ruch komorek bakterii
w kierunku rosnacego stg¢zenia danego zwiazku chemicznego lub w strong przeciwna, takie
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jak chemoreceptory MCP (ang. methyl-accepting chemotaxis proteins), biatko
chemotaktyczne CheY oraz biatka odpowiedzialne za syntez¢ i budowe wici.
Chemoreceptory MCP znajduja si¢ na powierzchni komorek bakterii i wiaza czasteczki
danego zwiazku chemicznego, co powoduje wzbudzenie sygnatu, ktéry przenoszony jest
przez szereg biatek chemotaktycznych Che na kompleks biatkowy wici. Zidentyfikowane
biatko CheY przekazuje sygnat bezposrednio do struktury biatkowej rotora kontrolujacego
kierunek rotacji wici, ktéry wptywa na kierunek ruchu komorki bakterii. Przypuszcza sig, ze
chemoreceptory MCP moga odpowiada¢ za przemieszczanie si¢ niektorych bakterii
z rodzaju Pseudomonas w strong zrédla weglowodorow alifatycznych (van Beilen i in.,
2001). Wici bakterii odpowiadajg nie tylko za chemotaktyczny ruch komorek zwigzany
Z kolonizacja $rodowiska, ale rowniez moga uczestniczy¢ w pierwszych etapach tworzenia
biofilmu petiac funkcje adhezyn, ktére utatwiaja komoérkom przyleganie do podtoza (Haiko
i Westerlund-Wikstrom, 2013).

W metaproteomie mikroorganizméw zasiedlajacych tupek zidentyfikowano takze biatka
biorace udzial w syntezie i transporcie poliamin (putrescyny i spermidyny) — zwigzkow
organicznych o malej masie molowej obdarzonych ladunkiem dodatnim, ktére odgrywaja
kluczowa role w tworzeniu biofilméw przez bakterie (Patel i in., 2006). Poliaminy powstaja
W wyniku przeksztatcenia dwoch aminokwasow: ornityny w putrescyn¢ oraz argininy
w agmatyng, ktora hydrolizowana jest przez agmatynaze do putrescyny i mocznika.
Nastgpnie putrescyna przeksztatcana jest w spermidyne. Dowiedziono, ze putrescyna
i spermidyna, a takze inne poliaminy, kontroluja etapy dojrzewania i rozwoju biofilmow
tworzonych przez bakterie, a brak tych zwigzkéw moze zahamowaé rozwoj biofilmu
(Karatan i Michael, 2013). Opisane powyzej biatka zostaly wykryte w metaproteomie
bakterii zasiedlajacych tupek bitumiczny Kupferschiefer w warunkach laboratoryjnych, jak
i w srodowisku kopalnianym.

Roéznorodnos¢ filogenetyczna, fizjologiczna i metaboliczna mikroorganizméw
naskalnych zasiedlajacych tupek bitumiczny Kupferschiefer

Mikroorganizmy zasiedlajace tupek bitumiczny Kupferschiefer naleza do 23 typow
filogenetycznych bakterii oraz dwoch typdéw archeondéw i dwoch typdw grzybow (rys. 5).
Gram-ujemne bakterie zaliczane do typu Proteobacteria (klasy a-, B-, y-, &- i ) stanowig
prawie 60% wszystkich zidentyfikowanych mikroorganizmow. Gram-dodatnie bakterie
z typu Firmicutes i Actinobacteria, obejmujg odpowiednio 25% i 12%. Pozostatych 20
typéw bakterii stanowi lacznie 1,4%, a archeony i grzyby odpowiednio okoto 0,08%
i 0,025% mikroorganizmow.

Wséréd mikroorganizméw naskalnych zasiedlajacych tupek bitumiczny Kupferschiefer
dominuja bakterie tlenowe, neutrofilne (optymalne pH 7) i mezofilne (optymalna
temperatura 26-30°C), oporne na metale ciezkie, takie jak miedz, arsen, kadm, olow i rteé,
atakze tolerujace wysokie zasolenie S$rodowiska (halotolerancyjne). Obok nich
zidentyfikowano takze mikroorganizmy preferujgce obnizone stezenie tlenu (mikroaerofilne),
a takze zyjace w warunkach beztlenowych, oraz bakterie alkalofilne, (optymalne pH 9),
acidofilne (pH<5), termofilne (wzrost w temperaturze powyzej 50°C) i psychrofilne (wzrost
w temperaturze 4°C).
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Firmicutes (25%)

Proteobacteria Actinobacteria
(59%) (12%)

Bacteroidetes
(2%)
Inne \_ Nitrospirae
(1,4%) (0,6%)

l_Y_)

Bacteria

Chloroflexi (0,28%) Chlorobi (0,02%)
Planctomycetes (0,26%) Armatimonadetes (0,01%)
Gemmatimonadetes (0,20%) Ignavibacteriae (0,01%)
Cyanobacteria (0,19%) Thermodesulfobacteria (0,01%)
Acidobacteria (0,11%) Aquificae (0,005%)
Chlamydiae (0,05%) Spirochaetes (0,005%)
Deinococcus-Thermus (0,05%) Deferribacteraceae (0,005%)
Verrucomicrobia (0,05%) Synergistales (0,005%)
Nitrospinae (0,03%) Thermotogae (0,005%)

Archaea Fungi
Thaumarchaeota (0,05%) Ascomycota (0,02%)
Euryarchaeota (0,03%) Basidiomycota (0,005%)

Rys. 5. Typy bakterii, archeonow i grzybow zasiedlajace tupek bitumiczny Kupferschiefer
(% — udziat procentowy poszczegdlnych typéw mikroorganizméw w mikrobiocenozie naskalnej)

W mikrobiocenozie naskalnej dominuja bakterie chemoorganoheterotroficzne zdolne do
tlenowej i beztlenowej degradacji materii organicznej i wykorzystania jej, jako zrédla wegla
i energii. Wérdéd nich dominuja heterotrofy tlenowe wykorzystujace tlen jako ostateczny
akceptor elektronow, takie jak bakterie z rodzaju Pseudomonas i Acinetobacter (y-Proteo-
bacteria), Novosphingobium, Sphingobium, Sphingomonas, Sphingopyxis, Mesorhizobium
(a-Proteobacteria), oraz Yonghaparkia i Microbacterium (Actinobacteria), a takze Bacillus
(Firmicutes) (rys. 6 i 7, tabela 2). Heterotrofy beztlenowe jako ostateczny akceptor elektronéw
wykorzystuja azotany, siarczany lub zwiagzki zelaza. Do tej grupy metabolicznej nalezy m.in.
rodzaj Desulfovibrio i Geobacter (3-Proteobacteria) dysymilacyjnie redukujace utlenione
zwigzki siarki i zelaza, a takze rodzaje Thauera i Azoarcus (B-Proteobacteria) redukujace
zwigzki azotu. Ciekawym przyktadem bakterii heterotroficznych jest rodzaj Limnobacter
(B-Proteobacteria), ktory jako zrddlo energii wykorzystuje zredukowane zwiagzki siarki
(chemolitoheterotrof), a takze rodzaj Bradyrhizobium (a-Proteobacteria), ktéry jest zdolny do
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asymilacji azotu atmosferycznego. Natomiast bakterie z rodzaju Clostridium, Lactobacillus
i Megasphaera (Firmicutes) charakteryzujg si¢ beztlenowym metabolizmem fermentacyjnym
i moga wykorzystywa¢ utlenione zwigzki organiczne. Lupek bitumiczny Kupferschiefer
zasiedlajg takze metylotrofy wykorzystujace zwiazki jednowgglowe, w tym metanotrofy
utylizujace metan (np. rodzaje Methylobacterium i Hyphomicrobium (a-Proteobacteria)). Co
ciekawe, w Kupferschiefer wykryto réwniez beztlenowe archeony z rodzaju Methanosarcina
(Euryarchaeota) zdolne do produkcji metanu. Kolejng wazng grupa metaboliczng
mikroorganizmé6w s3 chemolitoautotrofy i fotolitoautotrofy asymilujace wegiel z CO,.
Zrédlem energii dla pierwszej grupy mikroorganizméw sg zredukowane zwiazki siarki, zelaza
i azotu. Wsrdd nich sg bakterie z rodzaju Thiobacillus i Thiomonas (B-Proteobacteria) oraz
Sulfurifustis, Sulfuricaulis i Thiothrix (y-Proteobacteria) utleniajace zredukowane zwigzki
siarki; bakterie z rodzaju Gallionella (B-Proteobacteria) utleniajace zwiazki zelaza; oraz
bakterie z rodzaju Nitrospira (Nitrospira), Nitrosospira i Nitrosomonas (B-Proteobacteria)
utleniajace zredukowane zwiazki azotu.

Afipia Hyphomicrobium Porphyrobacter
Altererythrobacte Magnetospirillum Rhizobium
Azospirillum Mesorhizobium Rhodoplanes
Bradyrhizobium Methylobacterium Rhodopseudomonas
Bradyrhizobium japonicum — Methylobacterium Sphingobium
Brevundimonas Novosphingobium Sphingomonas
Erythrobacter Sphingopyxis
(Z_
Acinetobacter [ P Biiard — _
Halomonas roteobacteria Acidovorax
Legionella (12%) ; :ozrcul;
Lysobacter ordetella
Marinobacter Gallionellq
Methylobacter 11 grbasprrl( Tum
Methylomonas L\/;nmg[bacrer
Nitrosococcus Massilia
Pseudomonas Methylobacillus
Pseudomonas aeruginosa ) MF’TI’I}‘/ oversatilis
Pseudomonas fluorescens y-Proteobacteria B-Proteobacteria | :\2{!:'1)s(1r11({nas
Pseudomonas putida (56%) (27%) ;\-,1/'9593p1;~a
Pseudomonas stutzeri S‘ulfurl.cella o
Pseudomonas syringae Sulfuricellu denitrificans
Sulfuricaulis limicola ;ﬁluug‘mn
Sulfurifustis variabilis hiobacillus
Thioalkalivibrio Thiobacillus denitrificans
Thiothrix T/i{r)bacil/u.\‘ thioparus
Xanthomonas 7 ﬁtqnz onas
Variovorax

o-Proteobacteria ¢-Proteobacteria

0,
(2,16%) (2,84%)
PEsfovibis Sulfuricurvum
- . Sulfuricurvi
Geobacter Sulfurispirillum

Rys. 6. Klasy i dominujace rodzaje oraz gatunki bakterii nalezacych do typu Proteobacteria
zasiedlajace tupek bitumiczny Kupferschiefer
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Clostridium

Desulfosporosinus Clostridia
Desulfotomaculum o
Moorella (4,77%)
Ruminiclostridium
Thermaerobacter

Negativicutes Megasphaera
0,12%)

Erisipelotrichia
(0,11%)

Alicyclobacillus
Anoxybacillus
Bacillus
Brevibacillus
Geobacillus
Lactobacillus
Paenibacillus
Staphylococcus
Streptococcus

Bacilli (95%)

Rys. 7. Klasy i dominujace rodzaje bakterii nalezacych do typu Firmicutes
zasiedlajace tupek bitumiczny Kupferschiefer

Fototrofy wykorzystuja energi¢ promieniowania §wietlnego, a w ciemno$ci zmieniaja swoj
metabolizm na chemotroficzny. Wsrod nich wykryto beztlenowe fototrofy anoksygenowe
wykorzystujace zredukowane zwigzki siarki i zelaza, jako Zrodio elektronow np. Rhodo-
pseudomonas, Rhodoplanes, Erythrobacter (o-Proteobacteria), Chlorobium (Chlorobi) oraz
Chloroflexus (Chloroflexi). Ponadto tupek bitumiczny Kupferschiefer zasiedlajg fototrofy
oksygenowe nalezgce do typu Cyanobacteria.

Tabela 2. Dominujace rodzaje i gatunki bakterii nalezace to typu Actinobacteria
reprezentowanego przez jedng klasg Actinobacteria zasiedlajace tupek bitumiczny Kupferschiefer

Corynebacterium

Microbacterium ginsengisoli

Agrococcus Kocuria Mycobacterium
Agromyces Leifsonia Nocardia
Amycolatopsis Leucobacter Nocardioides
Arthrobacter Microbacterium Propionibacterium
Cellulomonas Microbacterium chocolatum Pseudonocardia

Rathayibacter

Cryobacterium Microbacterium laevaniformans Rhodococcus
Curtobacterium Microbacterium profundi Streptomyces
Gordonia Microcella alkaliphila Yonghaparkia

Bakterie naskalne kluczowe w przemianach kopalnej materii organicznej
lupka bitumicznego Kupferschiefer

Kluczowym elementem przemian kopalnej materii organicznej obecnej w tupku bitu-
micznym Kupferschiefer sa mikrobiologiczne procesy biodegradacji weglowodorow alifa-
tycznych i aromatycznych. Mikroorganizmy sa zdolne do degradacji weglowodorow zaréwno
w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych, chociaz te ostatnie sa znane dopiero od lat 80 XX
wieku. Bakterie heterotroficzne zasiedlajace tupek bitumiczny Kupferschiefer zdolne do
degradacji weglowodorow alifatycznych i aromatycznych stanowig okolo 87% wszystkich
mikro-organizmow. Naleza one przede wszystkim do trzech typow: Proteobacteria, Firmicutes
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i Actinobacteria. Najwigcej rodzajow bakterii heterotroficznych zdolnych do degradacji
weglowodorow obejmuje typ Proteobacteria. Wsrdéd nich dominujg bakterie z rodzaju
Pseudomonas i Acinetobacter zdolne do tlenowej degradacji zaréwno weglowodorow
alifatycznych, jak 1 aromatycznych. Oprécz nich bakterie nalezagce do rodzajow
Novosphingobium, Sphingobium, Sphingomonas, Sphingopyxis, Mesorhizobium, Limnobacter
i Bradyrhizobium takze sg potencjalnie zdolne do tlenowego rozktadu weglowodordéw. Ponadto,
do typu Proteobacteria nalezg bakterie degradujace weglowodory w warunkach beztlenowych,
np. rodzaje Azoarcus i Thauera. Heterotroficzne bakterie z typu Actinobacteria, m.in. rodzaje
Arthrobacter, Microbacterium, Mycobacterium, Rhodococcus, Streptomyces, Yonghaparkia
rowniez s3 zdolne do degradacji weglowodoréw. Posrdd bakterii nalezacych do typu
Firmicutes zdolnych do tlenowej degradacji wegglowodoréw dominuje rodzaj Paenibacillus.

Zdolnos¢ wybranych bakterii zasiedlajacych Kupferschiefer do degradacji weglowodorow
alifatycznych i aromatycznych potwierdzono w badaniach laboratoryjnych. Wykazano, ze
konsorcjum mikroorganizméw zltozone z o$miu szczepdéw bakterii nalezacych do rodzajow
Pseudomonas, Acinetobacter, Microbacterium oraz Bacillus jest zdolne do degradacji kopanej
materii organicznej tupka bitumicznego Kupferschiefer w czasie 30-360 dni (Matlakowska
i Sktodowska, 2009; Matlakowska i in., 2010; Matlakowska i in., 2011; Wiodarczyk i in.,
20164a; Stasiuk i in., 2017). W badaniach laboratoryjnych potwierdzono selektywna kolonizacje
materii organicznej przez bakterie heterotroficzne oraz tworzenie biofilmu na ‘tupku
bitumicznym Kupferschiefer (Matlakowska i in., 2012) (rys. 8).

Rys. 8. Biofilm na tupku bitumicznym Kupferschiefer (badania laboratoryjne).
(A) Mikroskopia fluorescencyjna (strzatka - biofilm zabarwiony barwnikiem DAPI);
(B) Elektronowa mikroskopia skaningowa; (C) Elektronowa mikroskopia transmisyjna
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Mikrobiologiczna degradacja weglowodorow wystepujacych
w lupku bitumicznym Kupferschiefer

Wigkszos§¢ bakterii heterotroficznych zasiedlajacych tupek bitumiczny Kupferschiefer
przeprowadza tlenowy rozktad weglowodorow z wykorzystaniem czasteczki tlenu, ktora w
tym procesie petni rolg akceptora elektronow. Weglowodory i ich pochodne po wniknigciu do
wnetrza komorki bakterii ulegaja tzw. aktywacji z udzialem specyficznych enzymow —
oksygenaz, ktore wiaczaja tlen do czasteczki degradowanego zwigzku. Znamy mono-
oksygenazy, ktore wprowadzaja jeden atom tlenu do struktury substratu oraz dioksygenazy
wprowadzajace jednocze$niec dwa atomy tlenu. Pierwsze z nich uczestnicza przewaznie
w degradacji weglowodorow alifatycznych, a drugie w degradacji weglowodorow aro-
matycznych. Warto nadmieni¢, ze rdézne zwigzki organiczne charakteryzuja si¢ rozna
podatnoscig na dziatanie oksygenaz i tak najbardziej dostgpne dla mikroorganizméw s3:
weglowodory alifatyczne (n-alkany) > rozgalezione weglowodory alifatyczne > nisko-
czasteczkowe weglowodory aromatyczne > weglowodory cykliczne > weglowodory
aromatyczne z podstawnikami alkilowymi > weglowodory aromatyczne > wielopier§cieniowe
weglowodory aromatyczne (powyzej trzech pierscieni) (Leahy i Colwell, 1990). Do degradacji
tych ostatnich sa zdolne tylko niektére mikroorganizmy, w tym dominujace w Kupferschiefer
bakterie z rodzaju Pseudomonas.

Rycina 9 przedstawia trzy szlaki degradacji weglowodorow alifatycznych rdéznigce si¢
miejscem wprowadzenia atomu tlenu do czasteczki weglowodoru przez monooksygenaze.
W pierwszym z nich, zwanym oksydacjg terminalng, monooksygenaza (MO) oddzialuje
z terminalng grupa metylowa (-CHj) czasteczki weglowodoru utleniajagc go do alkoholu
monohydroksylowego I-rzedowego. Alkohol utleniany jest przez dehydrogenaze alkoholowsg
do aldehydu, a ten przeksztalcany do kwasu karboksylowego (kwasu tluszczowego) przez
dehydrogenazg aldehydowa. Drugi szlak zwany oksydacja subterminalng zachodzi wtedy, gdy
MO oddziatuje z grupa metylenowa (-CH,) czasteczki weglowodoru utleniajac go do alkoholu
monohydroksylowego Il-rzedowego. Nastepnie dehydrogenaza alkoholowa utlenia alkohol do
ketonu, a Baeyer—Villiger monooksygenaza (BVMO) utlenia keton do estru, ktory
rozszczepiany jest przez esteraze do alkoholu I-rzedowego i kwasu karboksylowego
(Markovetz i Kallio, 1971). W niektérych komorkach bakterii szlaki terminalnej i sub-
terminalnej oksydacji weglowodordw zachodza jednocze$nie (Rojo, 2009). Trzeci szlak
(diterminalny) ma miejsce wtedy, gdy utlenione zostang oba konce degradowanego
weglowodoru. Powstaje wtedy odpowiedni alkohol dihydroksylowy (diol), a nastgpnie
hydroksyaldehyd i kwas dikarboksylowy. Koncowym etapem wszystkich trzech szlakéw jest
powstanie kwasu (di)hydroksylowego, ktory degradowany jest w procesie B-oksydacji. Warto
wspomnie¢, ze weglowodory z podwojnym wigzaniem (alkeny) utleniane sg poprzez epoksydy,
alkohole i ketony do kwaséw karboksylowych.

Zwiazki aromatyczne zazwyczaj utleniane sg przez mikroorganizmy do jednego z dwodch
intermediatow: katecholu (benzeno-1,2-diolu) lub protokatechinianu (3,4-dihydroksybenzo-
esanu). Hydroksylacja pierscienia aromatycznego weglowodoru ma na celu przygotowanie go
do rozerwania i dalszej degradacji. Jesli pier§cien posiada podstawnik alkilowy, to w pierwszej
kolejnosci on jest utleniany, a nastepnie dochodzi do rozszczepienia pierScienia (Kwapisz,
2006).
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Rys. 9. Szlaki tlenowej biodegradacji weglowodorow alifatycznych; MO — monooksygenaza,
BVMO — Baeyer—Villiger monooksygenaza, AIkDH — dehydrogenaza alkoholowa,
AldDH — dehydrogenaza aldehydowa (wg Kwapisz, 2006)

Obecnos¢ grupy metylowej utatwia rozerwanie pierscienia, natomiast liczne podstawniki

sprawiaja, ze zwigzek jest bardziej oporny na biodegradacje (Gibson i Parales, 2000).

Rycina 10 przedstawia dwa szlaki tlenowej degradacji zwiazkow monoaromatycznych na
przyktadzie benzoesanu. W pierwszym z nich, w wyniku dziatania dioksygenazy, do czasteczki
benzoesanu zostaja wiaczone dwa atomy tlenu (hydroksylacja). Nastgpnie odlaczeniu ulega
grupa CO,, co prowadzi do powstania katecholu. Kolejne reakcje katalizowane przez 2,3-
dioksygenaz¢ katecholowa 1 1,2-dioksygenaz¢ katecholowa powoduja rozszczepienie
pierScienia katecholu odpowiednio w pozycji meta (rozszczepienie ekstradiolowe) lub orto
(rozszczepienie intradiolowe) i powstanie semialdehydu 2-hydroksymukonowego lub cis,cis-
mukonianu. W kolejnym etapie zwiazki te metabolizowane sa do aldehydu octowego,

pirogronianu i bursztynianu.
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W drugim szlaku degradacji zwiazkéw aromatycznych aktywno$¢ dwoch monooksygenaz
prowadzi do powstania protokatechinianu, ktory rowniez moze zosta¢ rozszczepiony w pozycji
meta lub orto odpowiednio przez 4,5-dioksygenaze protokatechinianowa i 3,4-dioksygenaze
prokatechinianows. Powstaja wtedy semialdehyd 2-hydroksy-4-karboskymukonowy lub 3-
karbosky-cis,cis-mukonian, ktore zostaja przeksztatcone do pirogronianu i bursztynianu.
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Pirogronian

Rys. 10. Szlaki tlenowej biodegradacji zwiazkéw monoaromatycznych;
DO - dioksygenaza, MO — monooksygenaza (wg Fuchs, 2011)

Zbadano metagenom 1 metaproteom mikroorganizmoéw naskalnych zasiedlajacych
(bio)zwietrzate tupki bitumiczne Kupferschiefer. W metagenomie stwierdzono wystgpowanie
5758 genow kodujacych enzymy, ktore mogg by¢ zaangazowane w degradacje weglowodorow
alifatycznych i aromatycznych obecnych w kopalnej materii organicznej (tabela 3)
(Wtodarczyk i Matlakowska, 2017a).

Wykryto geny kodujace monooksygenazy, w tym monooksygenaz¢ metanowa utleniajaca
weglowodory C1-C4 oraz cytochrom P450 uczestniczacy w utlenianiu weglowodorow C5-C16.
Ponadto wykryto geny kodujace dehydrogenazy alkoholowe i aldehydowe uczestniczace
w trzech opisanych powyzej szlakach tlenowej biodegradacji weglowodoréw (rys. 9) oraz
Baeyer-Villiger monooksygenazg, ktéra bierze udzial w subterminalnej oksydacji tych
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zwigzkéw. Zidentyfikowane geny odpowiedzialne za syntez¢ dehalogenaz, dioksygenazy
nitropropanowej, czy hydroperoksydazy takze moga uczestniczy¢é w rozkladzie alifatycznych
komponentéw kopalnej materii organicznej. W metagenomie bakterii naskalnych wykryto
réwniez geny kodujace dioksygenazy uczestniczace w procesie hydroksylacji (dioksygenaza
benzenowa i benzoesanowa) oraz bezposredniego rozerwania pier§cienia aromatycznego
zwigzkéw organicznych, w tym cztery opisane wczesniej dioksygenazy uczestniczace w
rozszczepieniu pierScienia katecholu i protokatechinianu zar6wno w pozycji meta, jak i orto
(rys. 10). Do innych waznych gendéw naleza te kodujace dioksygenaze naftalenowa i
bifenylowa, monooksygenaze fenolowa i toluenowa oraz lakazg.

Tabela 3. Geny oraz biatka enzymatyczne zidentyfikowane w metagenomie i metaproteomie mikroorganizméow
zasiedlajacych tupek bitumiczny Kupferschiefer potencjalnie odpowiedzialne za biodegradacje weglowodorow

Biodegradacja weglowodorow Liczba Biodegradacja weglowodorow Liczba
alifatycznych gendw | biatek aromatycznych gendw | bialek

Monooksygenazy Dioksygenazy

Cytochrom P450 402 12 | 1,2-Dioksygenaza benzenowa 10 -
Baeyer-Villiger monooksygenaza 48 - 1,2-Dioksygenaza benzoesanowa 28 -
Monooksygenaza alkanowa 55 - 1,2-Dioksygenaza katecholowa 36 -
Monooksygenaza cykloheksanonowa 129 - 1,2-Dioksygenaza naftalenowa 4 -
Monooksygenaza cyklopentanonowa 15 - 2,3-Dioksygenaza bifenylowa 3 -
Monooksygenaza metanowa 14 2,3-Dioksygenaza katecholowa 41 -
Pozostale monooksygenazy 430 3,4-Dioksygenaza protokatechinianowa | 90 -
Dehydrogenazy alkoholowe 4,5-Dioksygenaza protokatechinianowa 15 -
Dehydrogenaza alkoholowa 917 11 | Dioksygenazy hydroksylujace pierscien | 162 -
Dehydrogenaza metanolowa - 2 Pozostate dioksygenazy 496 4
Dehydrogenaza etanolowa 12 - Monooksygenazy

Dehydrogenaza butanolowa 3 - Monooksygenaza 28 -

hydroksybenzoesanowa

Dehydrogenaza cykloheksanolowa - 2 Monooksygenaza fenolowa 58 -
Dehydrogenazy aldehydowe Monooksygenaza toluenowa 17 -
Dehydrogenaz aldehydowa 1075 12 | Pozostate monooksygenazy 52 4
Dehydrogenaza acetaldehydowa 38 - Pozostate enzymy

Pozostate enzymy E;I;)?)rlzglﬁﬁllié?aktonowa 113 2
Dehalogenaza 470 4 Hydroksylaza 149 -
Dehalogenaza haloalkilowa 19 - Hydrolaza dienololaktonowa 189 2
Dioksygenaza 2-nitropropanowa 216 2 Lakaza 51 1
Hydroperoksydaza 76 3 Oksydoreduktaza izochinolinowa 95 2
Oksydaza aldehydowa 142 1 Oksygenaza 60 -

Wymienione geny wskazuja na potencjat mikroorganizméw do degradacji weglowodorow.
Potencjat ten zostat potwierdzony w badaniach metaproteomu, w ktorym zidentyfikowano 72
rozne biatka enzymatyczne bezposrednio uczestniczace w opisanych przemianach (tabela 3).
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Ich r6znorodno$¢ jest o wiele mniejsza niz zidentyfikowanych gendéw, ale wsrdd nich sa
obecne kluczowe enzymy szlakow biodegradacji, takie jak mono- i dioksygenazy oraz
dehydrogenazy alkoholowe i aldehydowe. Warto doda¢, ze enzymy takie jak monooksygenaza
metanowa 1 dehydrogenaza alkoholowa zostaly zidentyfikowane rowniez w zewnatrz-
komoérkowych strukturach blonowych stanowiacych integralng cze¢s¢ biofilméw naskalnych
(Wlodarczyk i in., 2016b). W badanym metagenomie i metaproteomie nie zidentyfikowano
enzymoéw oraz kodujacych je gendéw, =zaangazowanych w beztlenowa degradacje
weglowodordw.

Mikrobiologiczne utlenienie bituminu

Wykazano, ze w (bio)zwietrzatych tupkach bitumicznych Kupferschiefer zasiedlonych
przez mikroorganizmy wzrasta udziat procentowy ekstrahowalnej materii organicznej (do 5 %)
w porownaniu z tupkami niezwietrzalymi (rys. 11). Sktad jakoSciowy i iloSciowy ekstraktu
rowniez ulega zmianie (rys. 11 i 14). W (bio)zwietrzatych tupkach obserwuje si¢ wyrazne
zmiany w zawartosci weglowodoréw aromatycznych i alifatycznych (rys. 11). Jednocze$nie
ekstrakt organiczny wszystkich (bio)zwietrzalych tupkéw wykazuje wzrost zawarto$ci
zwiazkow utlenionych (Wtodarczyk i Matlakowska, 2017b).

Bioutlenienie bituminu potwierdzono rowniez w eksperymencie laboratoryjnym, w ktérym
tupek bitumiczny Kupferschiefer zostat poddany dziataniu konsorcjum zlozonym z o$miu
szczepOw bakterii wyizolowanych z tej skaly przez 365 dni (Stasiuk i in., 2017). W czasie tych
badan przeprowadzono rowniez eksperyment kontrolny, w ktorym tupek bitumiczny
inkubowano w sterylnym podtozu, co pozwolito na potwierdzenie udzialu mikroorganizméw
w przemianach bituminu.

Mikrobiologiczne utlenienie kerogenu

Dhugoterminowa aktywno$¢ mikroorganizméw prowadzi takze do utlenienia kerogenu
(Stasiuk i in., 2017; Wilodarczyk i Matlakowska, 2017b). Kerogen (bio)zwietrzaltych tupkow
charakteryzuje si¢ znaczenie wyzszym indeksem tlenowym (OI) oraz nizszym indeksem
wodorowym (HI) w poréwnaniu do tupkoéw niezwietrzatych (rys. 12 i 13). Zawarto$¢ wolnych
weglowodoréw (S1) oraz potencjat weglowodorowy (S2) (zawartos¢ weglowodordw
powstatych podczas pierwotnego krakingu kerogenu) w (bio)zwietrzatych tupkach maleje (rys.
13). Ponadto, w (bio)zwietrzatych tupkach zawartos¢ catkowitego wegla organicznego (TOC)
jest wyzsza niz w niezwietrzalej skale, co najprawdopodobniej jest zwigzane z obecnoscia
biofilméw bakteryjnych.

Biorac pod uwage powyzsze parametry (bio)zwietrzate tupki mozemy zaklasyfikowaé¢, jako:
(1) stabe skaty macierzyste w odniesieniu do generowania weglowodorow (20 i 32 lata);
materia organiczna zawarta w tych skatach to zdegradowany, zubozony w wodor i utleniony
kerogen typu Il (rys. 13A) lub (2) skaty pozbawione macierzystosci wzglgdem generowania
weglowodorow (12 1 33 lata) wyraznie wzbogacone w nieproduktywny, rezydualny,
pozbawiony wodoru kerogen typu IV, ktory nie moze by¢ zrodlem weglowodorow (rys. 13A).
Kerogen typu IV, uznaje si¢ za produkt silnej chemicznej i biologicznej degradacji kerogenu
typu I lub 11 lub w skrajnych przypadkach kerogenu typu I.

Niezwietrzaty tupek bitumiczny Kupferschiefer jest potencjalnie dobra skata macierzysta
W odniesieniu do generowania weglowodoréw, ktora nie zrealizowata swojego potencjatu
weglowodorowego. Jest on zdominowany przez kerogen umiejscowiony doktadnie na granicy
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pomiedzy ropotworczym kerogenem typu II, a gazotworczym kerogenem typu III (rys. 13A),
ktéry jest wzbogacony w woddr i nie przejawia oznak utlenienia.
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Mikrobiologiczne utlenienie kerogenu potwierdzono rowniez w warunkach laboratoryjnych
w dlugoterminowym eksperymencie, w czasie ktorego tupek bitumiczny Kupferschiefer zostat
poddany dziataniu konsorcjum ztozonym z o$miu szczepdw bakterii (Stasiuk i in., 2017).
Wykazo wzrost indeksu tlenowego kerogenu o 250% i jednoczesny spadek indeksu
wodorowego o ok. 15% po 365 dniach eksperymentu w porownaniu do tupka niezwietrzatego
(rys. 12). W eksperymnecie kontrolnym nie zaobserwowano ultenienia kerogenu, a jedynie
wzrost indeksu wodorowego.
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Rys. 13. (A) Zaleznosci pomigdzy wskaznikiem wodorowym (HI) a wskaznikiem tlenowym (OI) (bio)zwietrzatych
i niezwietrzatych tupkow bitumicznych Kupferschiefer; (B) Potencjat weglowodorowy tupkow (bio)zwietrzatych
i niezwietrzatych na podstawie korelacji zalezno$ci pomiedzy potencjatem genetycznym (S1+S2) a zawarto$cia
wegla organicznego (TOC). * eksperyment laboratoryjny z wykorzystaniem konsorcjum bakteryjnego;

" kontrolny eksperyment laboratoryjny (sterylne podtoze)

Przypuszcza si¢, ze mikrobiologiczne utlenienie kerogenu moze wplywa¢ na zawarto$¢
ekstrahowalnych weglowodorow alifatycznych 1 aromatycznych (rys. 11). Jednoczesnie
zawarto$¢ tych zwigzkow moze rowniez ulega¢é zmianom pod wplywem dziatalnosci
mikroorganizméw. Opisane bakterie heterotroficzne degradujace dtugotancuchowe weglowodory
alifatyczne i policykliczne weglowodory aromatyczne oraz ich pochodne moga przyczyniac si¢
do powstawania krotkotancuchowych weglowodorow alifatycznych oraz weglowodorow
monoaromatycznych, a w dalszej kolejnosci utlenionych zwiazkow organicznych
mobilizowanych do wod podziemnych lub asymilowanych przez mikroorganizmy.

Biomobilizacja wegla kopalnego — utlenione zwiazki organiczne

Utlenione zwiazki organiczne, ktorych zawarto$¢ wyrazie wzrosta w (bio)zwietrzatych
lupkach Kupferschiefer zasiedlonych przez mikroorganizmy, najprawdopodobniej s3
intermediatami szlakow tlenowej biodegradacji weglowodoréw alifatycznych i aromatycznych.
Wirdd nich zidentyfikowano alkohole, aldehydy, ketony, estry oraz kwasy karboksylowe (rys. 14,
tabela 4) (Wlodarczyk i Matlakowska, 2017b; Stasiuk i in., 2017). Analiza ilosciowa wykazata,
ze we wszystkich (bio)zwietrzalych tupkach zawarto$¢ alkoholi wzrosta w poréwnaniu ze skatg
niezwietrzata. Alkohole sg pierwszym produktem szlakéw tlenowej biodegradacji zardéwno
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weglowodorow alifatycznych jak i aromatycznych, zatem wzrost ich zawartosci w (bio)zwie-
trzalych skatach moze potwierdza¢ rozklad kopalnej materii organicznej przez mikroorganizmy.
Zawarto$¢ aldehydow, ketondéw, estrow oraz kwasow karboksylowych réwniez ulegla zmianie
aczkolwiek zaobserwowano rozne kierunki tych zmian (rys. 14). Uwaza sig, ze utlenione zwiazki
organiczne powstajace w wyniku biodegradacji weglowodorow ulegaja dalszym przemianom
mikrobiologicznym, co wpltywa na ich zawarto$§¢ i uniemozliwia jednoznaczng interpretacje
uzyskanych wynikow. Jednoczesnie obecno$¢ zidentyfikowanych bakterii, genow kodujacych
enzymy, wreszcie enzymow in situ w $rodowisku kopalnianym, oraz ex situ w eksperymentach
laboratoryjnych jednoznacznie potwierdza, ze kopalna materia organiczna ulega przemianom
mikrobiologicznym. Dodatkowo, tez¢ te potwierdza analiza jakoSciowa utlenionych zwiazkow
organicznych bedacych mikrobiologicznymi metabolitami (tabela 4). Zidentyfikowane alkohole
to glownie zwiazki monohydroksylowe, ktore moga powstawa¢ w czasie terminalnej oksydacji
weglowodorow alifatycznych (np. tetradekan-1-ol, heksadekan-1-ol, oktadekan-1-ol, ikozan-1-ol
i dokosan-1-ol) (rys. 9), utlenienia weglowodoréw cyklicznych (np. pochodne cykloheksan-1-olu
i cykloheksadien-1-olu) oraz hydroksylacji pierscienia aromatycznego poprzedzajacej jego
rozszczepienie (np. pochodne fenolu, fenantrenolu i naftolu) (rys. 10).
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Rys. 14. Procentowy udziat alkoholi, aldehydow, ketonow, estrow
oraz kwasow karboksylowych w (bio)zwietrzatych i niezwietrzatych
tupkach bitumicznych Kupferschiefer
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Tabela 4. Utlenione zwiazki organiczne zidentyfikowane
w (bio)zwietrzatych tupkach bitumicznych Kupferschiefer

Nazwa zwigzku
Alkohole monohydroksylowe
2-(1-Metyloetylo)naft-1-ol
4,5-Dimetoksy-2-(2-propenylo)fenol
4-Fenylonaft-1-ol
Dokosan-1-ol
Heksadekan-1-ol
Ikozan-1-ol
Oktadekan-1-ol
Pentachlorofenol
Pochodna 1-fenantrenometanolu
Pochodna cykloheksan-1-ol
Pochodna cykloheksadien-1-ol
Tetradekan-1-ol
Alkohole dihydroksylowe
3,4-Dimetoksybenzeno-1,2-diol
Acetylo-3-(1-metylo-2-pirolilo)-benzeno-1,4-diol
Aldehydy
1,1'-Bifenylo-4-karboksyaldehyd
Pochodna 1H-indolo-3-karbaldehydu
Pochodna aldehydu benzoesowego
Pochodna aldehydu octowego
Ketony
10-Fenylo-9-oksadispiro[2.1.2.1]dekano-4,8-dion
1-Etylo-3,3-dimethylspiro[4.5]dek-1-en0-6,9-dion
7-Metoksy-10H-benzeno[b][1,7]naftyridin-5-on
Pochodna antracen-7-onu
Pochodna cykloheksan-1-onu
Pochodna cyklohepten-7-onu
Pochodna furano-2,5-dionu
Pochodna indan-1-onu
Pochodna izochinolin-1(2H)-onu
Pochodna piran-6-onu
Estry
Ester dioktylowy kwasu benzeno-1,2-dikarboksylowego
Ester dwubutylowy kwasu benzeno-1,2-dikarboksylowego
Ester etylowy kwasu metylofenylobutanodiowego
Ester metylowy kwasu dodekanowego
Ester metylowy kwasu tridekanowego
Kwasy karboksylowe
Kwas benzeno-1,2-dikarboksylowy
Kwas benzoesowy
Kwas dodekanowy
Kwas heksadekanowy
Kwas heptadekanowy
Kwas nonanowy
Kwas oktadekanowy
Kwas pentadekanowy
Kwas tetradekanowy
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W (bio)zwietrzatych tupkach zidentyfikowano pochodng katecholu (benzeno-1,2-diolu), ktora
jest jednym z dwodch glownych intermediatéw szlaku tlenowej biodegradacji weglowodoréw
aromatycznych (rys. 10). Wykryto réwniez zwiazki posiadajace grupe aldehydowa (karbonylowa)
dotaczona do wigkszej jednostki, np. ukladu pierscieni aromatycznych, a takze pochodna
aldehydu octowego bedacego jednym z ostatnich produktéw szlaku rozszczepienia katecholu
w pozycji meta (rys. 10). Ponadto wérod utlenionych zwiazkéw organicznych sa obecne ketony
posiadajace jedna lub dwie grupy karbonylowe dotaczone m.in. do piericienia antracenu, furanu,
indanu, izochinoliny i piranu. Pochodne cykloheksan-1-onu i cyklohepten-7-onu moga by¢
produktami tlenowej degradacji weglowodorow cyklicznych, podobnie jak wspomniane wyzej
alkohole cykliczne (Hornick i in, 1983). Zidentyfikowany kwas benzeno-1,2-dikarboksylowy
(ftalowy) jest intermediatem szlakoéw biodegradacji weglowodordw aromatycznych, takich jak
fenantren, fluoren, naftalen i piren (Grifoll i in., 1994; Kiyohara i Nagao, 1977; Heitkamp i in.,
1988; Annweiler i in., 2000). Intermediatem szlaku biodegradacji naftalenu moze by¢ rowniez
kwas benzoesowy wykryty w (bio)zwietrzatych tupkach bitumicznych (Annweiler i in., 2000).
Wspomniany kwas ftalowy moze takze powstawaé¢ w wyniku enzymatycznej degradacji estréw
tego kwasu, rowniez wykrytych w badanych probkach. Pozostate kwasy karboksylowe, np.
kwas nonanowy, heksadekanowy czy heptadekanowy, naleza do typowych produktéw
biodegradacji weglowodorow alifatycznych (rys. 9).

Podsumowanie

W wyniku interdyscyplinarnych badan terenowych i laboratoryjnych potwierdzono udziat
mikroorganizméw w biowietrzeniu kopalnej materii organicznej tupka bitumicznego
Kupferschiefer, w tym kerogenu, oraz mobilizacji utlenionego wegla kopalnego.
Przeprowadzone badania byty pionierskie — po raz pierwszy badano dlugoterminowe (do 33
lat) procesy biowietrzenia podziemnych tupkoéw bitumicznych. Warto réwniez podkresli¢, ze
po raz pierwszy w badaniach biologicznych zastosowano metod¢ Rock-Eval, dzieki ktorej
potwierdzono bioutlenienie kerogenu.

Biologiczne procesy wietrzenia kopalnej materii organicznej wystepujacej w tupkach
bitumicznych majg ogromne znaczenie w obiegu we¢gla na Ziemi. Bioutlenienie kopalnej
materii organicznej prowadzi do redystrybucji wegla, a takze ma wptyw na sktad chemiczny
wod podziemnych i zawarto$¢ gazéw w atmosferze. Z tego wzgledu, mikroorganizmy
prokariotyczne zasiedlajace ‘tupki bitumiczne stanowig kluczowy element cykli
biogeochemicznych wegla, a w przypadku lupkdéw zmineralizowanych i polimetalicznych maja
rowniez znaczenie w biogeochemii wielu innych pierwiastkow.

W ramach opisanych badan stworzono kolekcje mikroorganizmoéw zdolnych do degradacji
kopalnej materii organicznej i bioutlenienia kerogenu, ktéra moze zosta¢ w przysztosci
wykorzystana w biotechnologii wspomagajagcej wzbogacenie rudy w siarczki miedzi w pro-
cesie flotacji.
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