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Streszczenie

Prezentowana praca przegladowa omawia wyniki badan podstawowych prowadzonych na obszarze
podziemnych kopalni miedzi monokliny przedsudeckiej. Czarny tupek Kupferschiefer stanowi jedno
z najbogatszych zt6z zredukowanych zwigzkow siarki na Ziemi i jednoczes$nie jest jednym
z najciekawszych $rodowisk zasiedlanych przez bakterie siarkowe, ktore wykorzystuja zredukowane
zwiazki siarki, jako zZrédlo energii i/lub elektrondw. W pracy przedstawiono réznorodno$é
taksonomiczna, fizjologiczna i metaboliczna bakterii siarkowych wykrytych w tym endemicznym
srodowisku podziemnym. Wsrdd bakterii siarkowych zasiedlajacych Kupferschiefer sa chemolitotrofy,
takie jak Thiobacillus spp., Thiothrix spp., Beggiatoa spp., a takze fototrofy anoksygenne
m.in. Chloroflexus spp. i Chlorobium spp. W metaproteomie i metagenomie bakterii wystepujacych
w kopalniach miedzi zidentyfikowano enzymy zaangazowane w procesy utleniania zwigzkow siarki.
Wykryto m.in. oksydoreduktaz¢ siarczkowo-chinonows oraz flawocytochromowsa dehydrogenazg
siarczkowa odpowiedzialne za utlenienie siarczkow do siarki pierwiastkowej. Wazng grupe enzymow
stanowi system TOMES, do ktdrego zaliczane sg biatka SoxX, SoxA, SoxB, SoxC, SoxD, SoxY i SoxZ
zwigzane przede wszystkim z procesami utleniania i dysproporcjonowania tiosiarczanu. Innymi
zidentyfikowanymi enzymami sg reduktaza APS, adenylotransferaza siarczanowa oraz oksydoreduktaza
siarczynowa zaangazowane w dwa znane szlaki utleniania siarczynow do siarczanow. Aktywnosc¢
metaboliczna bakterii siarkowych prowadzi do lokalnego zakwaszenia $rodowiska oraz rozpuszczania
mineralow siarczkowych, co skutkuje mobilizacja m.in. siarki, zelaza oraz miedzi do wod podziemnych,
a takze tworzeniem mineratéw wtdrnych, takich jak gips i malachit oraz gromadzeniem siarki
pierwiastkowej. Powstanie utlenionych zwiazkéw siarki w omawianym $rodowisku umozliwia rozwdj
bakterii redukujacych siarczany, co skutkuje kolejnymi przemianami geochemicznymi prowadzacymi nie
tylko do powstawania siarkowodoru w $rodowisku kopalnianym, ale takze powstawania wtornych
siarczkéw, takich jak piryt framboidalny.

1. Mikrobiologiczne przemiany zwigzkow siarki

Mikroorganizmy prokariotyczne odgrywaja wazna rol¢ w przemianach zwiazkow siarki na
Ziemi; jako jedyne zywe organizmy sg zdolne do bezposredniego enzymatycznego utleniania
i redukcji organicznych i mineralnych zwigzkow siarki (Rys. 1) (Ulrich i in., 1998; Ehrlich
i Newman, 2009; Madigan i in., 2015). Siarka jest pierwiastkiem biogennym; wchodzi w sktad
aminokwasOw, witamin, i wielu enzyméw. Mikroorganizmy asymiluja ten pierwiastek
najczegsciej z utlenionych jej zwiazkow w procesie asymilacyjnej redukcji. Utlenione zwiazki
siarki sa wykorzystywane takze przez mikroorganizmy heterotroficzne, jako ostateczny
akceptor elektroné6w w $rodowiskach beztlenowych. Proces ten nosi nazweg dysymilacyjnej
redukcji lub oddychania siarczanowego/siarkowego i jest przeprowadzany przez bakterie
i archeony redukujace siarczany/siarke. W wyniku tego procesu powstaja siarczki, w tym
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siarkowodor, atakze jak si¢ przypuszcza piryty framboidalne (Konhauser, 2007). Wiele
mikroorganizmow prokariotycznych bierze udziat w rozktadzie organicznych zwigzkdw siarki

do zredukowanych form mineralnych w procesie desulfurylacji.
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Rys. 1. Mikrobiologiczne przemiany organicznych i nieorganicznych zwigzkéw siarki

Zredukowane zwiazki siarki sa natomiast wykorzystywane przez mikroorganizmy
prokariotyczne, jako zrodto energii i/lub elektronéw w procesie dysymilacyjnego utleniania.
Proces ten przeprowadzaja mikroorganizmy chemolitotroficzne i fototrofy anoksygenne.
Koncowym produktem dysymilacyjnego utleniania sg siarczany. Mikroorganizmy
przeprowadzaja takze procesy dysproporcjonowania siarki pierwiastkowej i tiosiarczanu.
W wyniku tych procesow powstaja odpowiednio, Siarczki i siarczany oraz siarka
pierwiastkowa i siarczany.

Wigkszo$¢ z wymienionych przemian zwigzkow siarki zachodzi zarowno w srodowiskach
tlenowych, jak i beztlenowych. Jedynie proces dysymilacyjnej redukcji siarki i siarczanéw oraz
proces fotolitotroficznego dysymilacyjnego utleniania zwigzkéw siarki przez fototrofy
anoksygenne zachodza wylacznie w srodowiskach beztlenowych.

Niezwykle istotnym elementem mikrobiologicznych przemian zwigzkoéw siarki jest
powstawanie intermediatéw, takich jak siarczyny i polisiarczki oraz produkty powstajace
w wyniku przemian chemicznych, takie jak tiosiarczan. Siarczyny powstaja w procesach
dysymilacyjnego utleniania siarczkow i siarki pierwiastkowej, jak réwniez w procesach
dysymilacyjnej i asymilacyjnej redukcji siarczanéw. Polisiarczki natomiast sg intermediatem
posrednim w procesie dysymilacyjnego utleniania siarczkow do siarki pierwiastkowej, a takze

w procesie dysproporcjonowania siarki (Findlay, 2016). Tiosiarczan moze powstaé W wyniku
reakcji chemicznej pomigdzy siarczynami a siarkg pierwiastkowa, ktore powstaja W rezultacie
przemian mikrobiologicznych (Chen i Morris, 1972; Mora i in., 2016). Metabolitem posrednim
w tym procesie sa takze polisiarczki (S,%): S° + SO3% 2 S,Z + 3/20; > S,05% +(x-2)S°.
Tiosiarczany podobnie jak siarka pierwiastkowa i polisiarczki sa wykorzystywane przez
mikroorganizmy po wyczerpaniu zasobow siarczkéw w srodowisku.

Mikroorganizmy siarkowe wplywaja w istotny sposob na zawarto$§¢ zwigzkow siarki

w wodach, a takze w skatach osadowych. Na przyklad, utleniajgc siarkowodor powstajacy
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w wyniku rozktadu materii organicznej mikroorganizmy przyczyniajg si¢ do zatrzymania siarki
w wodach, z kolei powstajace siarczany sg waznym akceptorem elektronéw umozliwiajgcym
rozklad materii organicznej w warunkach beztlenowych. Utlenianie zt6z siarczkowych
prowadzi do mobilizacji pierwiastkéw sulfofilnych, a takze do tworzenia poktadow siarki
pierwiastkowej.

Oba procesy — mikrobiologicznego utleniania i redukcji zwigzkéw siarki znajdujg
zastosowanie w biotechnologii — odpowiednio w biotugowaniu metali z rud siarczkowych
i bioremediacji srodowisk skazonych metalami cigzkimi.

2. Dysymilacyjne utlenianie zwiazkéw siarki przez ~mikroorganizmy
prokariotyczne

Mikroorganizmy prokariotyczne utleniajg zredukowane zwiazki siarki, takie jak siarczki,
siarka pierwiastkowa, siarczyny i tiosiarczan (Suzuki i in., 1994). W procesach tych
mikroorganizmy wykorzystuja tlen jako akceptor elektronow, ale takze azotany. Procesy
dysymilacyjnego utleniania przebiegaja wedhug reakc;ji:

Warunki tlenowe:

e utlenianie siarczku do siarczanu: HS + 20, > SO,* + H*

e utlenianie siarczku do siarki: H,S+ 0,50, > S° + H,O

e utlenianie siarki do siarczanu: S° + 1,50, + H,0 > SO, + 2H"

e utlenianie tiosiarczanu do siarczanu: S,05% + H,0 + 20, > 2S0,% + 2H*

Warunki beztlenowe:

e utlenianie siarczku do siarczanu: H,S + NO3™ + H,0 > SO,% + NH,"
e utlenianie siarki do siarczanu: S° + 3NO3™ + H,0 = SO,% + 3NO, +2H"

W procesach utleniania zredukowanych zwigzkéw siarki uczestniczg zaréwno bakterie, jak
i archeony (Madigan i in., 2015). Sg wérdd nich bakterie i archeony chemolitoautotroficzne
(warunkowe i bezwzgledne) oraz anoksygenne bakterie fotolitoautotroficzne (fotoautotrofy).
Bakterie chemolitotroficzne, nazywane bezbarwnymi bakteriami siarkowymi oraz archeony
wykorzystuja zredukowane zwigzki siarki jako Zrodto energii i elektronow, a fototrofy
anoksygenne tylko jako zrodto elektronow (wykorzystuja energie $wiatta). Bakterie i archeony
chemolitotroficzne wystepuja w S$rodowiskach tlenowych 1 beztlenowych, a bakterie
fototroficzne utleniajace zwiazki siarki wylacznie w $rodowiskach beztlenowych. Réwniez
niektdre bakterie heterotroficzne — chemolitoheterotrofy — wykorzystuja zwiazki siarki jako
zrédlo energii i elektronéw (Madigan i in., 2015).

Mikroorganizmy siarkowe wystepuja w srodowiskach bogatych w zredukowane zwiazki
siarki; s3 to m.in. ztoza siarki, rudy siarczkowe, zrddta geotermalne, kopalnie siarki, siarczkéw
i wegla). Sa to $rodowiska o réznorodnym odczynie, zaréwno neutralnym (neutrofile), ale
takze zasadowym (alkalofile) i kwasnym (acydofile).

Wir6d mikroorganizmow siarkowych dominujg mezofile, ale zwiazki siarki utleniaja takze
psychrofile (zasiedla srodowiska polarne), jak rowniez termofile (§rodowiska termalne).

3. Czarny lupek Kupferschiefer - rezerwuar zredukowanych zwiazkéw siarki

Skaty tupkowe naleza do jednych z najbogatszych rezerwuaréw zwiazkow siarki na Ziemi
(Rickard, 2012). Srednig zawarto$¢ siarki w tych skatach szacuje si¢ na ok. 0,24% wag.,
a zawarto$¢ catkowita na 7230 x 102 g.
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W czarnym tupku Kupferschiefer zawartos¢ siarki wynosi ok. 1,5%, a lokalne wzbogacenia
siggaja nawet 10% (Piestrzynski i Bochajczuk, 1996) (Rys. 2). Siarka w Kupferschiefer
wystepuje zarowno w formie nieorganicznej, jak i organicznej. W$rdd nieorganicznych
zwigzkow siarki dominujg formy zredukowane.

Rys. 2. Dystrybucja siarki w czarnym tupku Kupferschiefer; A, B - elektronowa mikroskopia skaningowa;
C - mikroskopia SEM-EDS

Glownymi noénikami siarki zredukowanej sa pospolite w ztozu siarczki i siarkosole, takich
metali jak Cu, Fe, Pb i Zn (Piestrzynski i Bochajczuk, 1996). Nalezg do nich chalkozyn,
chalkopiryt, bornit, kowelin, piryt, sfaleryt i galena (Rys. 3 i 4). Siarka wystgpuje takze
w siarkoarsenkach Ni i Co, oraz rzadszych siarczkach takich metali, jak Mo, Ag, Bi, Co i Ni.

Rys. 3. Mineraly siarczkowe w czarnym tupku Kupferschiefer;
A, B - chalkopiryt; C — chalkozyn; D — bornit (obserwacje makroskopowe)
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Rys. 4. Wybrane mineraty siarczkowe wystepujace w czarnym tupku Kupferschiefer;
Chp - chalkopiryt; Bor — bornit; Cha — chalkozyn (obserwacje w $wietle odbitym)

Formg¢ utleniong siarki nieorganicznej stanowi przede wszystkim gips, ktory tworzy drobne
skupienia. Siarka organiczna wystepuje w kerogenie oraz w bituminie przede wszystkim
w formie tiofenow i benzotiofendw.

Ze wzgledu na dominacje w czarnym ‘tupku Kupferschiefer zredukowanych
nieorganicznych zwigzkow siarki kluczowa role w przemianach tego pierwiastka odgrywaja
mikroorganizmy wykorzystujace ww. zwigzki jako Zrodto energii i/lub elektronow w procesie
dysymilacyjnego utleniania.

4. Bakterie siarkowe zasiedlajace czarny lupek Kupferschiefer

Zespoty litobiontycznych mikroorganizmdw prokariotycznych zasiedlajacych czarny tupek
Kupferschiefer obejmujg 23 typy bakterii oraz dwa typy archeonéw (Whodarczyk
i Matlakowska, 2017). Wséréd nich wykryto 21 rodzajow bakterii siarkowych zdolnych do
dysymilacyjnego utleniania zredukowanych zwigzkoéw siarki. Nie wykryto archeonow
siarkowych. Ws$réd bakterii dominujg chemolitoautotrofy, ale potwierdzono réwniez
wystepowanie  fotolitotrofow  anoksygennych i chemolitoheterotrofow.  Wykaz
zidentyfikowanych bakterii siarkowych z uwzglednieniem pozycji taksonomicznej
przedstawiono w Tabeli 1. Dominuja gramujemne bakterie nalezace do typu Proteobacteria,
w tym klasy Beta- i Gammaproteobacteria.
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Tabela 1. Siarkowe bakterie chemolitotroficzne i anoksygenne bakterie fotolitotroficzne zasiedlajace czarny tupek
Kupferschiefer

Typ Klasa Rzad Rodzina Rodzaj (Gatunek)
Rhizobiales Bradyrhizobiaceae Rhodopseudomonas
Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rhodovulum
Alpha Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rhodobacter
Sphingomonadales Erythrobacteraceae Erythrobacter
Rhizobiales Hyphomicrobiaceae Rhodoplanes
Thiobacillus
Nitrosomonadales Thiobacillaceae (T. denitrificans,
T. thioparus)
Beta Burkholderiales - Thiobacter
Burkholderiales - Thiomonas
« Nitrosomonadales Gallionellaceae Sulfuricella denitrificans
g Nitrosomonadales Sterolibacteriaceae Sulfuntalga
8 hydrogenivorans
[ - - Thiothrix
g Thiotrichales Thiotrichaceae (T. nivea, T. lacustris)
o Gamma Beggiatoa Thiotrichaceae Beggiatoa
Chromatiales Chromatiaceae Thiocapsa
Chromatiales Chromatiaceae Thioflavicoccus
Acidiferrobacterales | Acidiferrobacteraceae Sulfuricaulis limicola
Acidiferrobacterales | Acidiferrobacteraceae Sulfurifustis variabilis
Campylobacterales Helicobacteraceae Sulfur_l_curvum
(S. kujiense)
. Sulfurimonas
Epsilon . (S. autotrophica,
Campylobacterales Helicobacteraceae L
S. denitrificans,
S. gotlandica)
. . Chloroflexales Chloroflexaceae Chloroflexus
Chloroflexi Chloroflexia - -
Chloroflexales Roseiflexaceae Roseiflexus
Chlorobi Chlorobia Chlorobiales Chlorobiaceae Chlorobium

4.1. Bakterie chemolitoautotroficzne

Chemolitoautotrofy to najwicksza grupa bakterii siarkowych zasiedlajacych czarny tupek
Kupferschiefer (Wtodarczyk i in., 2018). Sg wsréd nich zaréwno chemolitoautotrofy
bezwzgledne, jak i warunkowe. Wigkszos$¢ z tych bakterii wykorzystuje tlen jako ostateczny
akceptor elektronow, ale niektore w warunkach beztlenowych moga wykorzystywaé rowniez
azotany.

Najwazniejszymi bakteriami zdolnymi do dysymilacyjnego utleniania zwiazkow siarki
zidentyfikowanymi wérod bakterii litobiontycznych sa bakterie z rodzaju Thiobacillus
(Betaproteobacteria). Zidentyfikowano dwa gatunki nalezace do tego rodzaju — T. denitrificans
i T. thioparus. Uwaza si¢ je za bezwzgledne neutrofilne chemolitoautotrofy zdolne do wzrostu
w warunkach tlenowych i beztlenowych (Madigan i in., 2015). Utleniaja one m.in.
siarkowoddr, tiosiarczan i siarke pierwiastkowa. W warunkach beztlenowych wykorzystuja
azotany jako ostateczne akceptory elektrondw (denitryfikacja).

W kopalniach monokliny przedsudeckiej na powierzchni czarnego tupka, ale takze
w wodach podziemnych powszechnie wystepuje neutrofilny Thiothrix
(Gammaproteobacteria). Zidentyfikowano dwa gatunki tego rodzaju T. nivea i T. lacustris.
Sa to nitkowate bakterie tworzace widoczne makroskopowo biofilmy (Rys. 5).
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Rys. 5. Biofilm naskalny zdominowany przez bakterie z rodzaju Thiothrix;
A — obraz makroskopowy; B — obserwacje w SEM (pow. 3000X)

Bakterie z tego rodzaju uznawane sg za warunkowe chemolitoautotrofy, takze zdolne
do przeprowadzania procesu denitryfikacji w warunkach beztlenowych. Utleniaja siarkowodor
i tiosiarczan (Rossetti i in., 2003; Madigan i in., 2015). Podobnymi wlasciwosciami
fizjologicznymi charakteryzuja si¢ bakterie z rodzaju Beggiatoa (Gammaproteobacteria)
(Madigan i in., 2015).

Rodzaj Thiomonas (Betaproteobacteria) obejmuje wiele gatunkoéw roznigcych sie
wilasciwosciami fizjologicznymi. Jednak wickszo$¢ znanych gatunkéw jest neutrofilnymi
mezofilami oraz fakultatywnymi chemolitoautotrofami zdolnymi do utleniania tiosiarczanu
i tetrationiatu (Kelly i in. 2007).

Rodzaj Thiobacter (Betaproteobacteria) zostat utworzony w 2005 roku przez Hirayama
i in. (2005). Najbardziej znany przedstawiciel tego rodzaju to T. subterraneus — termofilny
obligatoryjny chemolitoautotrof utleniajacy siarke pierwiastkowa i tiosiarczan.

Wsrod bezbarwnych bakterii  siarkowych wystepujacych na tupku Kupferschiefer
zidentyfikowano takze cztery gatunki bakterii wyizolowane po raz pierwszy z osadéw dennych
japonskich jezior Mizugaki i Harutori. Sa to Sulfuricella denitrificans (Betaproteobacteria),
Sulfuritalea hydrogenivorans (Betaproteobacteria), Sulfuricaulis limicola
(Gammaproteobacteria) i Sulfurifustis variabilis (Gammaproteobacteria) (Kojima i Fukui,
2010; 2011; Kojima i in., 2015; Kojima i in., 2016). S. denitrificans jest fakultatywnie
beztlenowa bakteria zdolng do autotroficznego wzrostu poprzez utlenianie siarki
pierwiastkowej i tiosiarczanu do siarczanu. S. denitrificans jest zdolna do redukcji azotanéw
do azotu czasteczkowego. Azotan w warunkach beztlenowych stanowi ostateczny akceptor
elektron6w. Bakteria ta jest psychrotolerantem i umiarkowanym
alkalofilem.S. hydrogenivorans jest fakultatywnym autotrofem i tlenowcem. Utlenia
tiosiarczan, siarke pierwiastkowa i wodér. W warunkach beztlenowych przeprowadza proces
denitryfikacji. Jest mezofilem i neutrofilem. S. limicola utlenia tiosiarczan i siarke
pierwiastkowa. Nie utlenia siarczku oraz siarczynow. Bakteria ta jest mezofilem
i umiarkowanym alkalofilem. S. variabilis posiada zdolno$¢ do utlenienia tiosiarczanu oraz
siarki pierwiastkowej. Jest umiarkownym termofilem i umiarkowanym alkalofilem.

Kolejnymi chemolitotrofami zdolnymi do utleniania zredukowanych zwiazkéw siarki
wystepujacymi na czarnym ‘tupku Kupferschiefer sa bakterie nalezace do klasy
Epsilonproteobacteria — rodzaj Sulfurimonas i gatunek Sulfuricurvum kujiense. Rodzaj
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Sulfurimonas jest reprezentowany przez gatunki S. autotrophica, S. denitrificans, S. gotlandica.
Bakterie te charakteryzuja si¢ zréznicowanymi wlasciwosciami fizjologicznymi (Inagaki i in.,
2003; Labrenz, 2013). Sa mezofilami, z wyjatkiem gatunku S. gotlandica, ktdry jest
psychrotolerancyjny. Utleniajg siarczki, siarke pierwiastkowg oraz tiosiarczan, a S. gotlandica
réwniez siarczyny. Sulfuricurvum kujiense jest fakultatywnym chemolitoautotrofem
warunkowo utleniajagcym zwiazki siarki (Kodama, 2004).

4.2. Anoksygenne bakterie fototroficzne

Wsrod mikroorganizmow utleniajacych zwiazki siarki zidentyfikowanych w kopalniach
monokliny przedsudeckiej sg takze fototrofy anoksygenne. Bakterie te posiadaja zielony
barwnik — bakteriochlorofil, za pomocg ktoérego absorbuja energi¢ $wietlng, a jako donor
elektronéw wykorzystuja nieorganiczne zwiazki siarki, a takze wodor, zwiazki organiczne lub
Fe(Il) (Ghosh i Dam, 2009; Madigan i in., 2015). Fotosyntez¢ przeprowadzaja w warunkach
beztlenowych lub przy niskim stgzeniu tlenu, ale czg$¢ z nich moze rowniez zy¢ w warunkach
tlenowych. Wigkszo$¢ wykrytych w kopalni fototroféw anoksygennych charakteryzuje si¢
niezwykle plastycznym metabolizmem, ktéry dostosowuja do aktualnie panujacych warunkéw
srodowiska; w warunkach afotycznych zmieniaja swo6j metabolizm na chemotroficzny.
Do fototrofow anoksygennych wystepujacych w badanych kopalniach naleza przedstawiciele

wszystkich znanych grup tych bakterii — bakterie purpurowe niesiarkowe (rodzaje
Rhodopseudomonas, Rhodoplanes, Rhodovulum, Rhodobacter, Erythrobacter)
(Alphaproteobacteria), purpurowe siarkowe (rodzaje Thiocapsa i Thioflavicoccus)

(Gammaproteobacteria), zielone siarkowe (rodzaj Chlorobium) (Chlorobi) oraz nitkowate
(rodzaje Chloroflexus i Roseiflexus) (Chloroflexi). Warto dodaé, Ze niektore fototrofy
anoksygenne sg rowniez zdolne do degradacji wegglowodoréow alifatycznych i aromatycznych
w warunkach beztlenowych.

4.3. Bakterie chemolitoheterotroficzne

Do utleniania zwigzkéw siarki, zwlaszcza tiosiarczanu zdolne sa takze bakterie
heterotroficzne. Bakterie te wykorzystuja zwiazki siarki, jako Zrodto energii, a zwigzki
organiczne jako zrodlo wegla, sa zatem chemolitoheterotrofami. Naleza do nich bakterie
z rodzaju Limnobacter (Betaproteobacteria) i Bradyrhizobium (Alphaproteobacteria).

5. Szlaki utleniania zredukowanych nieorganicznych zwigzkow siarki — analiza
metagenomu i metaproteomu bakterii siarkowych zasiedlajacych czarny lupek
Kupferschiefer

W metagenomie i/lub w metaproteomie bakterii litobiontycnych zasiedlajacych czarny
hlupek  Kupferschiefer zidentyfikowano szereg enzymoéw katalizujacych utlenianie
zredukowanych zwigzkow siarki. Zidentyfikowane enzymy reprezentuja wigkszos$¢ opisanych
dotychczas szlakéw utleniania siarczkéw, siarki pierwiastkowej, siarczynow i tiosiarczanu
(Wtodarczyk in., 2018). Wykryto najbardziej powszechny system utleniania siarczkow i siarki
przez siarczyny do siarczandéw, a takze system bezposredniego utleniania tiosiarczanu
do siarczanow (Kappler i Dahl, 2001; Ghosh i Dam, 2009; Frierdrich i in., 2005). Najwigcej
genow kodujacych enzymy zaangazowane w wyzej wymienione procesy pochodzito z bakterii
z rodzajow Thiobacillus i Thiothrix oraz z dwdch gatunkéw S. limicola i S. variabilis.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=28216&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=28211&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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5.1. Utlenianie siarczkéw

Wykryto trzy enzymy odpowiedzialne za utlenianie siarczkow. Pierwszym z nich jest
oksydoreduktaza siarczkowo-chinonowa (Sqgr, ang. sulfide:quinone oxidoreductase), ktdra
utleniania jony siarczkowe do siarki pierwiastkowej (Rys. 6) (Ghosh i Dam, 2009).

Chinon Chinol

/

oksvdoreduktaza siarczkowo-chinonowa )
2

e

s*

Rys. 6. Utlenianie siarczkéw przez oksydoreduktaze siarczkowo-chinonowa

Bialko to jest bardzo stare ewolucyjnie, o czym $wiadczy jego szerokie rozpowszechnienie
wsérod réznych grup taksonomicznych mikroorganizméw (Schidlowski, 1989). W badanym
srodowisku Sqr zostata wykryta m.in. u bakterii T. denitrificans i Thiothrix.

Drugim enzymem biorgcym udzial w utlenianiu siarczkéw jest flawocytochromowa
dehydrogenaza siarczkowa (Fcc, ang. flavocytochrome c sulfide dehydrogenase) przenoszaca
elektrony na cytochrom c. Produktem utleniania siarczkéw przez ten enzym jest siarka
pierwiastkowa (Rys. 7) (Visser i in., 1997; Quentmeier i in., 2004). Enzym ten wykryto
u bakterii T. denitrificans.

flawocytochrom c flawocytochrom ¢ zredukowany

-/

flawocytochromowa dehydrogenaza siarczkowa
s* \ s°

2+ 2H"

Rys. 7. Utlenianie siarczkow przez dehydrogenazg siarczkowa flawocytochromu ¢

Trzecim szlakiem utleniania siarczkdw zidentyfikowanym u bakterii litobiontycznych jest
odwrotny szlak dysymilacyjnej redukcji siarczynéw, w ktorym bierze udzial reduktaza
siarczynowa (rDsr, ang. reverse-type dissimilatory siroheme sulfite reductase) (Rys. 8). Enzym
ten wykryto m.in. u bakterii T. thioparus. Produktem utleniania siarczkéw przez ten enzym jest
siarczyn.

odwrotna reduktaza siarczynowa

s* —\ SO,”

6e + 6H"

Rys. 8. Utlenianie siarczkdéw przez odwrotng reduktaze siarczynowa
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5.2. Utlenianie tiosiarczanu

Wazna grupg enzymow stanowi system TOMES (ang. thiosulfate-oxidizing multienzyme
system), w sktad ktorego wchodzi 15 biatek Sox. W metagenomie i metaproteomie bakterii
litobiontycznych zasiedlajacych Kupferschiefer zidentyfikowano biatka SoxA, SoxB, SoxC,
SoxD, SoxL, SoxX, SoxY i SoxZ. Zostaty one wykryte u bakterii T. denitrificans, Thiothrix,
S limicola, S. variabilis, a takze u Bradyrhizobium i Limnobacter (Wtodarczyk i in., 2018).

Enzymy systemu TOMES biora udziat w utlenianiu tiosiarczanu bezposrednio
do siarczanow (Rys. 9) lub w szlaku dysproporcjonowania tiosiarczanu do siarczanow i siarki
pierwiastkowej (Rys. 10) (Kelly i in., 1995; Frierdich i in., 2005; Grabarczyk i in., 2015;
Grabarczyk i Berks, 2017).

S-S0y 2e+H H0  2H'+s0,”
SoxYZ- \/ Soxy 7. \/ SoxYZ-
SH SoxAX $-5-S0; SoxB S-S

)
Sorgy o,

3H,0
SO~ +H" g

SoxYZ- 6e+6H"

S-SO;

Rys. 9. Utlenianie tiosiarczanu do siarczanéw z udziatem biatek Sox. SoxYZ-SH — kompleks biatka SoxYZ z grupa
sulfhydrylowa SH (reszta cysteiny); SoxYZ-S-S-SO3; —kompleks SoxYZ-S' z tiosiarczanem; SoxYZ-S-S — kompleks
SoxYZ-S z grupa sulfonylowa; SoxYZ-S-SO5™ — kompleks SoxYZ-S™ z grupa sulfonianowa

Utlenianie tiosiarczanu do siarczanow jest procesem kilkuetapowym. Pierwszy etap polega
na przytaczeniu tiosiarczanu do grupy sulthydrylowej (SH) w kompleksie biatek SoxYZ (SoxY
— przenoénik w szlaku utleniania tiosiarczanow (ang. thiosulfate oxidation carrier protein);
SoxZ - biatko utleniajace siark¢ w tiosiarczanach (ang. sulfur oxidation protein))
za posrednictwem bialek SoxAX (SoxA — cytochrom typu c utleniajacy siarke (ang. sulfur-
oxidizing c-type cytochrome); SoxX - podjednostka transferazy tiosiarczanowej (ang.
thiosulfate transferase)). Nastepnie kompleks ten ulega hydrolizie przy udziale biatka SoxB
(hydrolaza siarczanu S-tiocysteiny (ang. S-thiocysteine sulfate hydrolase). W kolejnym etapie
nastepuje utlenienie kompleksu SoxYZ z grupa sulfonowa za pomocg SoxCD (SoxC —
dehydrogenaza siarczynowa (ang. sulfite dehydrogenase); SoxD — podjednostka cytochromowa
oksydazy siarczynowej (ang. sulfite oxidase cytochrome subunit)). W procesie tym powstaje
kompleks SoxYZ z grupa sulfonianows, nastepnie przeksztatcany do siarczanow i SoxYZ-SH
przez SoxB.

Dysproporcjonowanie tiosiarczanu ma miejsce w przypadku braku biatek SoxC i SoxD.
W procesie tym elektrony z jednego atomu siarki w czasteczce tiosiarczanu przenoszone sg na
drugi atom zamiast na czasteczk¢ bialka. Efektem tego procesu metabolicznego jest
rownoczesne utlenienie tiosiarczanu do siarczandw i redukcja do siarki pierwiastkowej.
W procesie tym bierze udziat biatko SoxL (transferaza S-tiocysteinosiarkowa (ang.
S-thiocysteine:sulfur sulfurtransferase).
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Rys. 10. Dysproporcjonowanie tiosiarczanu z udziatem systemu Sox

Uwaza sie, ze cykl dysproporcjonowania tiosiarczanéw jest odpowiedzialny
za wytwarzanie globul siarki pierwiastkowej. Doktadny szlak utleniania tiosiarczanu przy
udziale bialek Sox nie jest do konca poznany (Grabarczyk i Berks, 2017), a dodatkowo
przypuszcza si¢, ze biatka te biorg rowniez udzial w utlenianiu siarczkéw, siarki
pierwiastkowej, siarczyndw i tetrationianu (Wodara i in., 1997).

5.3. Utlenianie siarki pierwiastkowej

W badanym S$rodowisku wykryto cztery bialka zaangazowane w wewnatrzkomorkowy
szlak utleniania siarki pierwiastkowej do siarczynéw. Sa to przenosniki siarki DsrC i DsrH
(ang. sulfur relay protein) oraz TusB i TusC. Wystepuja one w metagenomie S. limicola
i S. variabilis. Ze wzgledu na brak pozostatych kluczowych bialek nie przedstawiono szlaku
utleniania siarki pierwiastkowe;.

5.4. Utlenianie siarczynéw

Siarczyny moga by¢ utleniane bezposrednio do siarczanéw za posrednictwem
oksydoreduktazy siarczynowej (Sor, ang. sulfite oxidoreductase) (Rys. 11) lub posrednio
z wytworzeniem adenozynofosfosiarczanu (APS) (Rys. 12) (Kapler i Dahl, 2001). Uniwersalny
system utleniania siarczynéw za posrednictwem oksydazy zidentyfikowano w metagenomie
bakterii S. limicola, S. variabilis, oraz Rhodoplanes sp. (Wtodarczyk i in. 2018).

oksydoreduktaza siarczynowa

=<

2¢

SOz S0,%

Rys. 11. Bezposrednie utlenianie siarczyndw do siarczandw

W drugim posrednim szlaku utleniania siarczynéw bierze udziat reduktaza APS (Apr, ang.
adenylylsulfate reductase), ktoéra odpowiada za powstanie APS. Nastgpnie APS moze by¢
przeksztatcony do siarczanu i adenozynodifosforanu (ADP) przy udziale adenylilotrasferazy
adenylilosiarczan:fosforan (Apt, ang. adenylylsulfate:phosphate adenylyltransferase) i
fosforanu (szlak I1). Inng opcja jest przeksztatcenie APS do adenozynotrifosforanu (ATP) przy
udziale adenylotransferazy siarczanowej (Sat, ang. sulfate adenylyltransferase) i difosforanu
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(szlak I1) (Rys. 12). Szlaki te wykryto u bakterii T. denitrificans, T. thioparus, S. limicola i S.
variabilis (Wtodarczyk i in., 2018).

. reduktaza APS . adenylotransferaza siarczanowa 2>
S04 Y APS 7\ S0,

AMP 26 difosforan ATP
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Rys. 12. Utlenianie siarczynéw do siarczanéw z posrednim zwiazkiem organicznym
APS; APS — adenozynofosfosiarczan; AMP — adenozynomonofosforan;
ADP - adenozynodifosforan; ATP —adenozynotrifosforan

5.5. Przemiany zredukowanych nieorganicznych zwiazkéw siarki w Srodowisku
kopalnianym

Przemiany zredukowanych zwiazkéw siarki w wyniku dysymilacyjnego utleniania przez
chemo- i fotolitotroficzne bakterie zasiedlajgce czarny tupek Kupferschiefer przedstawiono na
rysunku 13.
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Rys. 13. Mikrobiologiczne przemiany zredukowanych nieorganicznych zwiazkéw siarki oparte na procesach
dysymilacyjnego utleniania zidentyfikowane u bakterii litobiontycznych zasiedlajacych czarny tupek Kupferschiefer;
linia ciaggta — procesy biotyczne; linia przerywana — procesy abiotyczne; Sqr — oksydoreduktaza siarczkowo-
chinonowa; Fcc - flawocytochromowa dehydrogenaza siarczkowa; Sox — biatka systemu utleniania tiosiarczanu;
Dsr C/H/TusB/C — przenosniki siarki; rDsr — odwrotna reduktaza siarczynowa; Sor — oksydoreduktaza siarczynowa;
Apr — reduktaza APS; Apt — adenylilotransferaza adenylilosiarczan:fosforan;

Sat — adenylotransferaza siarczanowa

Aktywnos$¢ trzech opisanych enzymow zaangazowanych w proces utleniania siarczkow
(oksydoreduktaza siarczkowo-chinonowa, flawocytochromowa dehydrogenaza siarczkowa)
oraz dysporoporcjonowanie tiosiarczanu (SoxL) prowadzi do wytwarzania siarki
pierwiastkowej, ktéora moze by¢ magazynowana wewnatrz komorek, jak réwniez gromadzona
zewnatrzkomorkowo. Zjawisko to zaobserwowano w badanych §rodowisku (Rys. 14).
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Rys. 14. Siarka pierwiastkowa wystgpujaca w komadrkach Thiothrix sp. (A) (mikroskopia $wietlna; pow. 40x)
oraz siarka zewnatrzkomorkowa w macie mikrobiologicznej (B) (SEM)

6. Wplyw bakterii siarkowych na przemiany czarnego lupka Kupferschiefer

Aktywnos¢ metaboliczna opisanych bakterii siarkowych wplywa na przemiany
pierwotnych mineratow siarczkowych, mobilizacje pierwiastkow do wod podziemnych, a takze
na powstawanie mineralow biogenicznych.

Bakterie siarkowe zasiedlajace czarny tupek Kupferschiefer odgrywaja wazna role
w procesach enzymatycznego utleniania mineratéw siarczkowych (Rys. 15). Biorg one udziat
w utlenianiu takich mineralow, jak bornit, chalkopiryt, chalkozyn czy kowelin. Przyktadowe
reakcje  enzymatycznego bioutleniania  siarczkbw  miedzi  przeprowadzane przez
mikroorganizmy chemolitotroficzne przedstawiono ponize;j:

Kowelin CuS + 20, = CuS0,

Chalkozyn  Cu,S + 0,50, + H,SO,4 = CuSQ,4 + CuS + H,0

Chalkoplryt 4CuFeS, + 170, + 2H,S0O, > 4CuSO, + 2Fez(SO4)3 + 2H,0

Bornit 4CusFeS, + 370, + 10H,S0, > 20CuS0O, + 2Fez(SO4)3 +10H,0

Plryt 4FeS, + 150, + H,0 > 2F62(SO4)3 + H,S0,

W wyniku utleniania siarczkéw powstaje kwas siarkowy oraz jon Fe(Ill), ktére takze
posrednio moga powodowac¢ utlenianie siarczkow.

Rys. 15. Utlenione siarczki miedzi w zwietrzatym czarnym tupku Kupferschiefer
(obserwacje w §wietle odbitym, pow. 10x)
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Aktywno$¢ bakterii siarkowych prowadzi do utlenienia mineratow siarczkowych,
co skutkuje zmniejszeniem zawartosci siarki siarczkowej, w tym pirytowej, a jednoczesnie
wzrostem stgzenia siarki siarczanowej (Rys. 16). Skutkiem mikrobiologicznych procesow
utleniania mineratéw siarczkowych jest mobilizacja siarczanéw do wdd podziemnych, a takze
mobilizacja miedzi, zelaza, arsenu, otowiu i niklu.
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Rys. 16. Zawartos¢ siarki siarczkowej (A), pirytowej (B) i siarczanowej (C) w czarnym tupku
niezwietrzatym i zwietrzalym (czas wietrzenia 12, 20, 32, 33 lat)

Na powierzchni zwietrzatych tupkéow zidentyfikowano liczne mineraty wtdrne, przede
wszystkim siarczany (np. gips, anglezyt) oraz weglany (np. malachit) (Rys. 17). Przypuszcza
sie, ze czgs¢ mineralow wtdrnych to biomineraly powstale w wyniku mineralizacji
indukowanej biologicznie.

Rys. 17. Gips (A) i malachit (B) na powierzchni zwietrzatych tupkow Kupferschiefer (SEM)
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Podsumowanie

Opisane bakterie siarkowe zasiedlajace czarny tupek Kupferschiefer przyczyniaja si¢
do utleniania siarczkow, co ma wptyw na budowg geochemiczng tej skaty, ale takze oddziatuje
na sktad chemiczny wod podziemnych oraz gazéw. Inng wazng konsekwencja tych przemian
jest sukcesja mikroorganizméw. Wzbogacenie wod podziemnych w siarczany, a takze
powstawanie mineratdw siarczanowych umozliwia rozwoj w srodowisku podziemnym bakterii
redukujacych siarczany. Na zwietrzalych powierzchniach tupka zidentyfikowano liczne
bakterie nalezace do tej grupy metabolicznej, m.in. rodzaj Desulfovibrio, Desulomonas
i Desulfotomaculum (Bakowska i in., 2017). Na powierzchni biofilméw ztozonych z tych
bakterii zaobserwowano piryty framboidalne (Rys. 18). Przypuszcza si¢, ze moga one
powstawa¢ w wyniku procesow indukowanych biologicznie, w wyniku reakcji siarkowodoru
powstajacego z redukcji siarczandéw z zelazem (II).

Rys. 18. Biofilm bakterii redukujacych siarczany (A) i piryt framboidalny na powierzchni biofilmu (B)

Opisane procesy utleniania zredukowanych zwiazkow siarki, a nastgpnie redukcji
zwigzkow utlenionych sktadaja si¢ na mikroobiegi siarki w $rodowisku podziemnym (sulfureta
podziemne). Procesom tym towarzyszy odpowiednio mobilizacja i immobilizacja
pierwiastkdw wystepujacych w zwiazkach siarki. Warto doda¢, ze procesy biologicznego
utleniania zredukowanych zwigzkow siarki maja znaczacy potencjat biotechnologiczny.
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