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WSTEPNE BADANIA NAD BAKTERIAMI UTLENIAJACYMI METAN

Streszczenie. W wyniku badan mikrobiologicznych préb pobranych z
kopalh wegla kamiennego uzyskano wielogatunkowy zesp6+ bakterii me-
tylotroficznych wykorzystujgcych CH. jako jedyne Zroédto wegla or-
ganicznego. W zespole tym dominowaty szczepy bakteryjne zblizone ce-
chami morfologicznymi i fizjologicznymi do nastepujacych gatunkoéw:
Msthylococcus capsulatus, Methylococcus luteus, Methylococcus mini-
mus, Methylococcus chroococcue, Methylomonas rubra. Po uzyskaniu wie-
logatunkowej kultury metylotroféw opracowano optymalne warunki ho-
dowli sprzyjajece szybkiemu przyrostowi biomasy. Aktywnos$¢ metylo-
trofow badano metode pomiaru zuzycia w okreslonych warunkach sub-
stratu (CH4) oraz metode badania aktywnos$ci enzymatycznej (dehydro-

genaz). Sprawdzono wrazliwo$¢ metylotroféw na rézne pH Srodowiska
oraz roézny stopien jego zasolenia.

Wprowadzenie

Badania geomikroblologiczne wykazaty, ze bakterie posiadajece zdol-
nos¢ do utleniania metanu wystepuje do$¢ powszechnie w przyrodzie w osa-
dach dennych zbiornikéw wodnych, w glebie w poblizu z46z ropy naftowej i
gazu ziemnego a takze wchodze w sktad statej mikroflory kopalh wegla ka-
miennego [*8, 10, 11, 14, 20, 22, 28], a zatem zasledlaje Srodowiska ekolo-
giczne, gdzie stale w procesach blogeoehemicznych powstaje metan [2].
Metan, najprostszy z grupy n-alkanéw, chociaz w przyrodzie wystepuje dos¢
pospolicie, nalezy do weglowodoréw najtrudniej utlenianych biologicznie,
poniewaz tylko nieliczne grupy mikroorganizméw moge go wykorzystywac¢ jako
podstawowy sktadnik pokarmowy (jedyne zrodto wegla organicznego) uaozli-
wiajecy im przebieg wszystkich procesow metabolicznych a takze stuzecy do
biosyntezy struktur komérkowych [I5, 21] - Grupa bakterii "wykorzystujeca
poza metanem tylko metanol a takze metyloamine zaliczana Jest do metylo-
troféw bezwzglednych [, 9, 24] . W przyrodzie spotyka sie takze metylo-
trofy wzgledne, ktére poza wyzej wymienionymi zwiezkami metabolizuje Jesz-
cze niektére aminokwasy i kwasy 2 ,3-karboksylowe [7]. W$Srdéd tych mikroor-
ganizméw oprécz bakterii spotyka sie takze grzyby z grupy drozdzakéw.

Badania nad metylotrofami prowadzone se tylko w nielicznych os$rodkach
badawczych na Swiacie,miedzy innymi w: RFN, Anglii, USA, Indiach ale tyl-
ko w ZSRR ukierunkowana ee na goérnictwo weglowe. W Instytucie Biochemii i
Fizjologii Mikroorganizméw AN ZSRR oraz w Moskiewskim Instytucie Goérnic-
twa od kilkunastu lat prowadzone se badania podstawowe nad metylotrofami
a jednoczes$nie na skale pottechnlczne prowadzone se proby wdrozenia me-
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tody mikrobiologicznej do odmetanowania kopaln Moskiewskiego Zagtebia We-
glowego oraz kopaln Donbasu. Wed#ug informacji badaczy radzieckich Insty-
tutu Gornictwa w Moskwie oraz weddug danych literatury specjalistycznej
[i6, 17, 18, 19] , bakterie utleniajece metan moge zmniejszy¢ mozliwos¢ wy-
rzutow pytu weglowego i wybuchu metanu o 30-40%, gdyz w takim stopniu
zdolne se do obnizenia stezenia CH™ w kopalniach. Wprowadzenie metody
mikrobiologicznej obok innych metod technologicznych aktualnie stosowa-
nych w goérnictwie weglowym mogtoby zatem w znacznej mierze przyczynié sie
do obnizenia metanonos$nosci poktadu weglowego. Aczkolwiek w ostatnich la-
tach badania nad metylotrofami prowadzone se dos$¢ intensywnie, to jednak
metody ich hodowli 1 izolacji, systematyka oraz metabolizm niese jeszcze
dostatecznie poznane. W Polsce badania te zostaty zapoczetkowane w 1978 r.
w Laboratorium Mikrobiologicznym Instytutu Techniki Eksploatacji Z46z Po-
litechniki $leskiej 1 prowadzone se do chwili obecnej.

Celem wstepnych badan nad metylotrofami byta izolacja bakterii metylo-
troficznych z proéb pobranych gtéwnie ze Srodowiska kopalhn wegla kamienne-
go, wyhodowanie aktywnej wielogatunkowej kultury bakteryjnej oraz okres-
lenie szczepdéw w niej dominujecych. Waznym zagadnieniem bydo opracowanie
optymalnych warunkéw hodowli sprzyjajecych namnazaniu duzej ilosci bioma-
sy a nastepnie opracowanie metod badania aktywnosci metylotroféw mozli-

wych do wykorzystania w warunkach kopalnianych. Ponadto przeprowadzono
badania nad wptywem niektérych czynnikéw fizykochemicznych na aktywnos$é
enzymatyczne bakterii, przy czym za najbardziej istotne uznano te, ktére

moge mie¢ wptyw na metabolizm bakterii w warunkach kopalnianych. Jak: od-
czyn Srodowiska (pH) oraz zasolenie.

Praca zostata wykonana w ramach problemu weglowego nr 01.4.02, koordy-
nowanego przez G#oéwny Instytut Gornictwa w Katowicach.

Metodyka badan

W celu izolacji bakterii metylotroficznych pobrano proéby (pyt weglowy,
wody kopalniane, wegiel, skata ptonna a takze smary z maszyn goérniczych)
z kilkunastu kopalA potozonych na terenie Gérnego i Dolnego Sleska. Aby
uzyska¢ wielogatunkowe kulture bakterii metylotroficznych stosowano wie-
lokrotne pasazowanie pobranego materiatu jako metode naturalnej selekcji
prowadzece do daleko posunietej eliminacji szczepéw bakterii towarzysze-
cych metylotrofom. Hodowle metylotroféw prowadzono w temp. 22°C z uzyciem
mieszadet magnetycznych w specjalnych, hermetycznie zamykanych naczyniach
hodowlanych, do ktérych wprowadzono materiat badany, pozywke mineralne o-
raz mieszanine metanu z powietrzem w stosunku 1:4 [I5, 5, 27 .

Ubytek metanu w naczyniach hodowlanych oznaczano metode chromatografii
gazowej na chromatografie firmy Parkin-Elmer, wobec uk#adu kontrolnego,do
ktérego nie wprowadzano materiatu zaszczepiajecego. Nastepnie przeanali-
zowano wzrost wielogatunkowej kultury metylotroféw na réznych podtozach
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hodowlanych: podtozu Malaszenki, podtozu Whittenbury, podtozu “naturalnym”
(sporzedzonym na wyciegu weglowym) oraz "naturalnym“ wzbogaconym w nie-

ktére sole azotowe i1 fosforowe jl12. 15] w dwéch temperaturach 22°C i 30°C,

uzywajec do badan kultury bakteryjnej z fazy logarytmicznego wzrostu. Mia-
re rozwoju bakterii i przyrostu biomasy byt pomiar gestosci optymalnej ho-
dowli na aparacie typu "Spekol" z przystawke nefelometryczne. Po ustale-

niu optymalnych warunkéw hodowli przeprowadzono badania diagnostyczne

szczep6w dominujecych w wielogatunkowej kulturze metylotroféw opierajec

sie na wybranych cechach morfologicznych i biochemicznych [5, 15]. Hodo-

wle metylotroféw na podtozach stalych prowadzono w anaerostatech wyped-

nionych mieszanine metanu 3 powietrzem w stosunku 1:4 przez 5 dni w temp.

30°C.

Aktywnos¢ (zywotnos¢) wielogatunkowej kultury bakteryjnej badano dwie-
ma metodami, stosujec analogiczny Jak opisany juz w pierwszej czesci uktad
hodowlany oraz optymalne warunki hodowli. Metoda pierwsze obejmowata oz-
naczenie ubytku substratu (CH4) metode chromatografii gazowej w naczy-
niach hodowlanych, do ktérych wprowadzono ré6zne ilosci aktywnej biomasy
bakteryjnej. Procent zuzycia metanu okreslano po uptywie 2,5 oraz po 5
dobach wobec uk#adu kontrolnego, ktéry stanowidto naczynie hodowlano z po-
zywke mineralne, mieszanine gazowe lecz bez bakterii.

Metoda druga opierata sie na badaniu aktywnos$ci enzymatycznej poprzez
oznaczanie zredukowanego chlorku 2,3,5-tr6jfenylotetrezolowego (TTC) do
tréjfenyloformazanu (TF) przez dehydrogenazy bakterii [I, 24] .

Metode oznaczania aktywnos$ci dehydrogenaz nieco zmodyfikowano [I3] . Ja-
ko substrat zastosowano mieszanine gazowe (metanu z powietrzem), znacznie
wydduzono czas kontaktu bakterii metylotroficznych z TTC (4-5 dni) a na-
stepnie po inkubacji wprowadzono dwukrotne wirowanie hodowli. Pierwszy raz
w celu oddzielenia biomasy od pozywki, drugi raz po ekstrakcji TF z komo-
rek bakterii metanolem w celu okreslenia Jego stezenia w hodowli metode
kolorymetryczne. Opracowano niezbedne parametry dla dokonywania pomiarow,
jak: stezenie i objetos¢ TTC, objetos¢ préoby badanej,wiek hodowli i wiel-
kos¢ biomasy, pozwalajece na stosowanie Jej do badania zywotnos$ci bakte-
rii metylotroficznych. Oznaczenie wykonywano na kolorymetrze typu KF-5
przy dt. fali 580 nm. Metode pomiaru aktywnos$ci dehydrogenaz badano wptyw
odczynu $rodowiska oraz ré6znego stezenia soli na metylotrofy. Odczyn ba-
dano w zakre$l«: pH m 5,6; 6,2; 7,0; 8,0; 9,0, uzywajec pH-metru cyfrowe-
go Typ N-517. Stezenie soli badano w odniesieniu do anionéw SO?’ i Cl
stosujec k2S04 1 NaCl w nastepujecych dawkach: 100 mg/dcm3 SO£_+ 50
mg/dcm3 CI"; 200 mg/dcm3 S0?" + 150 mg/dcm3 CI'™; 400 mg/dcm3 SO0?" ¢ 250
mg/dcm3 Cl™ ; 500 mg/dcm3 soi’ + 350 mg/dcm3 Cl~. Inkubacje prowadzono 4
dni stosujec 1 cm3 1% TTC.

Wskaznik aktywnosci metylotrofow przedstawiono wzgledem hodowli bakte-
rii prowadzonej w warunkach optymalnych, stosujec wzor:
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W - Yo x 100%,
K

gdzie:
TFO - stezenie (ty) TF w proébie badanej,
TFk - stezenia (xg) TF w prébie kontrolnej.

Wyniki przedstawione w tabelach 1 na rysunkach se 6rednie z wykonywa-
nych roéwnolegle pomiaréw z zachowaniem statych parametréw procesu.

Wyniki badart 1 ich dyskusja

Jak wykazaty badania mikrobiologiczne proéb pobranych =z kopaln wegla
kamiennego,wsro6d bogatej mikroflory tak specyficznego S$rodowiska ekolo-
gicznego jakim jest kopalnia znajduje sie grupa bakterii zaliczanych do
metylotroféw. Bakterie te najprawdopodobniej zaadoptowaty sie do warun-
kéw panujecych w kopalniach i komponenty chemiczne wchodzgce w aktad we-
gla nie wywieraja na nie ujemnego dziatania [6, 17, 20, 22]. Celowe za-
tem byto izolowanie metylotrofow z tego wkasnie specyficznego Srodowiska.

Szybko$¢ namnazania wielogatunkowej kultury bakterii metylotroficznych
badano na czterech podfozach mineralnych oraz w dwéch temperaturach. Naj-
bardziej aktywny rozwéj bakterii uzyskano na poddozu tzw. "naturalnym”
wzbogaconym niektérymi solami mineralnymi,a w nastepnej kolejnosci na pod-
+ozu Whittenbury,o czym $Swiadcza wyniki przedstawione na rys. 1. Mozna

Rys. 1. Wptyw czasu hodowli oraz rodzaju stosowanego podtoza na wzrost
bakterii metylotroficznych w temp. 22°C
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sadzi¢, ze zastosowanie podtoza sporzadzonego ha wyciegu weglowym zawiera
pewne elementy naturalne, ktore sprzyjaje rozwojowi metylotrofow. Spos-
trzezenie to jest interesujgce,bowiem obnizytoby koszt wdrozenia taj no-
wej metody,ale wymaga znacznie doktadniejszych badan. Analizujec tempera-
tury stosowane przy hodowli bakterii (rys. 2) stwierdzono. Ze znacznie
wyzsze wartosci przyrostu biomasy uzyskiwano w temp. 30°C. Wydaje sie. Ze
jest to ekologicznie uzasadnione, gdyz Jest to temperatura zblizona do $ro-
dowiska kopalnianego i bakterie wyizolowane z tego Srodowiska nie wymaga-
je dodatkowego czasu na adaptacje do nowych warunkéw termicznych.

Rys. 2. Wp4yw czasu hodowli oraz rodzaju stosowanego poddtoza na wzrost
bakterii metylotroficznych w temp. 30°C

Wstepne badania diagnostyczne wykonane w oparciu o prace Malaszenki i
in. (Malaszenko i inni 1978) wykazaty. Ze w wielogatunkowej kulturze me-
tylotrofow dominowaty szczepy bakterii nalezece do dwéch rodzajow: Me-
thylomonas oraz Methylococcus oraz zblizone byty do nastepujacych gatun-
kéw: Methylococcus capeulatus, Methylococcus minimus, Methylococcus lu-
teus, Methylococcus chroococcus, Methylomonas rubra. Doktadne okreslenie
gatunkéw wymaga dalszych szczegétowych badan z zakresu biologii moleku-
larnej oraz mikroskopii elektronowej. Szybko$¢ zuzycia metanu przez mety-
lotrofy w zalezno$ci od czasu oraz wielkosci biomasy przedstawiono w ta-
beli 1. Uzyskane wyniki $wiadcze o tym. Ze procent zuzycia CHs w danym
czasie jest tym wiekszy im wiecej w uktadzie hodowlanym znajduje sie bak-
terii. Mozna go rowniez zwiekszy¢ wydtuzejec maksymalnie czas kontaktu
bakterii z tym substratem. Wielko$¢ biomasy Jest czynnikiem bardzo waznym,
chociaz zapewne nie Jedynym wptywajecym na wydajno$¢ procesu utlenienia
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metanu. Przy znacznym zageszczeniu hodowli i wydduzonym czasie, nastepuje
jakby ostabienie wydajnosci reakcji,o czym Swiadcze dwa ostatnie wyniki
uzyskane po 5-doboweJ inkubacji. Nastepuje tutaj najprawdopodobniej na-
gromadzanie sie egzometabolitéw, ktére wptywaje ujemnie na aktywno$¢ bak-
terii. 2 tego tez wzgledu niektérzy autorzy [3, 26] twierdze, ze korzyst-
niej Jest stosowaé zespoty bakteryjne, w sk#ad ktoérych wchodze réwniez
Inne bakterie heterotroflezne. Wykorzystuje one bowiem wtérne produkty metabo-
lizmu metanu (a takze Innych n-alkanéw) odtruwajec tym samym S$rodowisko.
Reasumujec przeprowadzone badania metodyczne [li] nad aktywnoscie en-
zymatyczng (dehydrogenaz) metylotroféw, stwierdzono, ze aby uzyskaé¢ wyni-
ki poréwnywalne i w stosunkowo krétkim czasie nalezy do badah uzywa¢ kul-
tur bakteryjnych z pé6znej fazy logarytmicznego wzrostu (o duzej biomasie),
ustali¢ czas inkubacji oraz stezenie TTC (rys. 3). |Istotne sprawe jest,
aby oznaczanie aktywnosci dehydrogenaz prowadzi¢ w nadmiarze substratu

Rys. 3. Wptyw czasu hodowli na ilo$¢ wytworzonego tréjfenylotormazanu (TF)
przy stosowaniu réznej biomasy bakterii oraz réznego stezenia chlorku 2,
3 ,5-trgj fenylotetrazolowego (TTC)

(CH4) w mieszaninie z powietrzem. Opracowana metoda pomiaru aktywnosci
metylotroféw moze znalez¢ zastosowanie w warunkach kopalnianych przy wdra-
zaniu metody mikrobiologicznej do obnizenia potencjatu gazowego CH4 w ko-
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palni. Zalete bowiem tej metody jest to, Ze daje ona ocene Zywotnosci kul-
tur, a wiec ich potencjalne zdolno$¢ do usuwania CH4 bez analizy gazowej
substratu, produktu czy teZ przyrostu biomasy.

Tabela 2

Wptyw odczynu poddoza na aktywnos¢ bakterii metylotroficznych

PH
Ozna-~A"An 5,6 6.2 7,0 8,0 9,0
czenie
;gtgﬁgig " 3.0 60,0 71,0 54,0 6.5
Vlii%ﬁéic. 4,22 84,50 100.,0 76,05 9,15

Metode te wykorzystano do badania wptywu niektérych czynnikéw Fizyko-
chemicznych na aktywno$¢ metylotroféow. Wykazano, Ze pH mazasadniczy wpiyw
na Zywotno$¢ metylotroféw (tabela 2). Odczyn obojetny jest najbardziej op-
tymalny dla ich rozwoju, natomiast zbytnie zakwaszenie (pH < 5,6) lub al-
kalizacja (pH < 9,0) wptywa wyraZnie hamujeco na ich aktywnos¢. Wphkyw ste-
zenia badanych soli na metylotrofy przedstawiono w tabeli 3. Na podstawie

Tabela 3
Wptyw zasolenia na aktywnos$¢ bakterii metylotroficznych
Stezenie S04"™ ¢ CI” mg/l
B Kontrola
Oznaczenia * 100 200 400 500 wzrostu
. + +
62,5 125,0 250 350
¢tg TF/10 ml
metanolu 45,2 30,0 22,7 10,0 66,0
Wskaznik
aktywnosci 68,48 45,45 34,39 1,51- 100,0

uzyskanych wynikéw stwierdzono. Ze stezenie 400 mg/dcm3 S04” i 250 mg/
dcm3 Cl“~jakie Jest weddug normy [25] dopuszczalne dla wéd kopalnianych,
powoduje Juz znaczne zahamowanie wzrostu bakterii metylotroficznych. Aby
nie nastepito zatem w spos6b istotny obnizenie Zywotnosci metylotroféw ste-
zenie soli w $Srodowisku powinno by¢ co najmniej czterokrotnie flisze. Po-
niewaz wody kopalniane czesto maje odczyn silnie kwasny i charakteryzuje
sie silnym zasoleniem naleZy mle¢ to na uwadze przy planowaniu ewentual-
nych eksperymentéw w kopalni. Kontakt bowiem bakterii 2z takim $rodowis-
kiem bedzie miat hamujecy wptyw na ich aktywno$é¢, a co za tym idzie na
przebieg procesu utleniania metanu.
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Podsumowanie

Wstepne badania nad metylotrofami wykazaty ze:

1. W skdad naturalnej mikroflory sSrodowiska kopaln wegla kamiennego
wchodze bakterie metylotroficzne, wykorzystujece CH4 Jako Jedyne Zzro6dto
wegla i energii.

2. Optymalne warunki hodowli sprzyjajgce namnazaniu biomasy to: stoso-
wanie mieszaniny metanu z powietrzem w stosunku 1:4, podfoza "naturalne-
go” wzbogaconego solami azotowymi i fosforowymi lub podtoza Whittenbury
oraz temp. 30°C przy uzyciu mieszadet magnetycznych.

3. Dominujace szczepy w wielogatunkowej kulturze bakterii metylotro-
ficznych zblizone sg do nastepujacych gatunkéw: Methylococcus capsulatus,
Methylococcus luteus, Methylococcus minimus, Methylococcus chroococcus,
Methylococcus rubra.

4. Aktywnos¢ metylotrofow okreslona procentem zuzytego substratu (CH4),
zalezy od ich ilosci w danym uktadzie hodowlanym oraz czasu inkubacji (przy
zatozeniu, ze stosuje sie kulture z fazy logarytmicznego wzrostu).

5. Zbytnie zageszczenie hodowli moze wptyngé niekorzystnie na efekt
utleniania metanu, poniewaz prowadzi do gromadzenia sie wtérnych egzome-
tabolitow, wphywajacych niekorzystnie na zywotno$¢ metylotrofow.

6. Aktywnos¢ a zatem zywotno$¢ metylotroféow mozna okresli¢ metodag po-
miaru aktywnosci dehydrogenaz po ustaleniu optymalnych warunkéw dla prze-
biegu reakcji enzymatycznej prowadzonej w nadmiarze substratu®™ (ch4). 0z-
naczanie aktywnosci dehydrogenaz moze mie¢ duze zastosowanie w warunkach
kopalnianych Jako wskaznik zywotnosci kultur.

7. Na aktywnos¢ metylotroféw moga mie¢ wptyw ujemny kwasne a takze zby-
tnio zasolone wody kopalniane, bowiem optymalne pH dla tej grupy bakterii
miesci sie w granicach 6,2 do 8,0,natomiast stezenie soli 400 mg/dcm3 S04
oraz 250 mg/dcm3 Cl i powyzej powoduje zahamowanie wzrostu bakterii.

8. Stopien zaawansowania badan nad metylotrofami pozwala sadzi¢, iz
proponowana metoda mikrobiologiczna powinna znalezé zastosowanie na skale
techniczng do obnizania potencjatu gazowego CH4 w kopalniach wegla ka-
miennego. Wdrozenie Jednak tej metody wymaga dalszych eksperymentéw w wa-
runkach laboratoryjnych,a nade wszystko w warunkach kopalnianych.
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HPEHBAPHTEJIbHHE HCCJIEJOBAHKf EAKTEPHO OKHCIUUOmiIX METAH

Pe3bme -

B pe3yjibTaTe HHxpoOHoaorHHecicHX HccaeAOBaHBS npoO n3BxeneHHux hs KaueH-
HoyroatHOft maxxu Ohma nojiygeHa MHorocopiHaa rpynna xeinaxpoi)H*iecKxx OaxTe-
pHft HcnoxbayugqHX CH4 icax enHHcTBeHHHtt hcxohhhk yrxepoxa. B 3108 rpynne npe-
oOxaAaxH rnxauuu OaxiepHit OxaBxue no MoptpoaorHHecKiiM h $H3HOxorH<iecKHit nep-
xaM K cjieAyioAW nopoxait: Methylococcus capsulatus, Methylococcus [luteus,
Methylococcus minimus, Methylococcus chroococcus, Methylomonas rubra, no-
cjie noayieHita UHorocopxHoa Kyxbiypu uexmiipocpoB Ohsh pa3paboiaHH onTBMajib-
Hue ycxoBKB xyxbiypn, cnocoOciByDnne OucTpoxy pocxy OnoMaccu. Akihbhocib ue-
THIXTpocpoB Oraa HccaeAOBaHa nyxeii HsnepeHHa nsHoca b onpeflexeHHHx ycjioBHax
cy6cxpaxa (CHM) k nyieu HccxexosaHHa 3H3HuaxHnecKo8 axiHBHOciH (Aenupore-
H33a) . EuXH npOBepeHH HyBOXBHTeXbHOCTb MeTHXXpOjjOB Ha pa3Hhte pH CpeAU h
pasHoa cxeneHb ee saeoaeHHOcxn.
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Summary

As the result of microbiological tests of samples taken from coal mi-
nes a set of many species of methylotrophic bacteria has been obtained.
The bacteria use CH. as the only source of coal. Bacterial strains clo-
se in their morpholoéic and physiologic features to the following general
Methylococcus capsulatus, Methylococcuss luteus, Metylococcus minimus, Me-
tylococcuss chroococcus, Methylomonas rubra have dominated in that set.
After obtaining bacterial culture optimal conditions conducive for quick
growth of culture®s standing population have been worked out. The activi-
ty of methylotrophic bacteria has been studied using the method of measu-
ring consumption of a substrate (CH") in given conditions and using the
method of examining enzymatic activity (of dehydrogenases). Methylotrophic
bacteria®s sensitivity to different pH of their environment and to dif-
ferent degree of its salinity has been tested.



