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Streszczenie

Kopalnie miedzi monokliny przedsudeckiej to niezwykte i ztozone $rodowiska. Wystepuja w nich
réznorodne pod wzgledem taksonomicznym i metabolicznym mikroorganizmy. Zalicza si¢ do nich takze
te petnigce wazng rol¢ w lokalnym obiegu metanu, a tym samym w obiegu wegla w podziemnym $rodo-
wisku. Lupek miedziono$ny obecny w ztozach monokliny przedsudeckiej bogaty jest w kopalng materig
organiczna, ktéra moze by¢ utleniana przez mikroorganizmy, a nastgpnie przeksztalcona w metan. Z kolei
powstaly metan moze by¢ utleniony przez réznorodne grupy metanotrofow. Procesy zwigzane z metabo-
lizmem metanu potwierdzaja dane metagenomiczne, metaproteomiczne, a takze obserwacje mikroskopo-
we. Aktywno$¢ opisywanych mikroorganizméw wplywa na strukturg ztoza powodujac lokalne rozpusz-
czanie oraz wtorne stracanie weglanow, a takze moze mie¢ wpltyw na redystrybucje metali takich jak
miedz, nikiel, wapn i lantan.

Wprowadzenie

Metan (wzor chemiczny: CH,) jest zwigzkiem organicznym, najprostszym (jednoweglo-
wym) nasyconym weglowodorem. W temperaturze pokojowej przyjmuje posta¢ bezbarwnego
i bezwonnego gazu. Jest I1zejszy od powietrza. Pali si¢ niebieskim ptomieniem. Stosuje si¢ go
powszechnie jako gaz opatowy.

Znane s3 trzy mechanizmy powstawania metanu. Metan powstaje na drodze procesu zwa-
nego termogeneza, czyli fizycznym rozpadem materii organicznej pod wpltywem wysokiej
temperatury i cisnienia (metan termogeniczny). W powstawaniu metanu moga bra¢ udziat
rowniez mikroorganizmy (metan biogeniczny). Jest to beztlenowy proces przeprowadzany
przez archeony, okre$lany jako metanogeneza. Metan moze takze powstawac poprzez procesy
magmowe lub w wyniku reakcji wody ze skatami (Kietdvdinen i Purkamo, 2015).

Naturalnymi zrodtami emisji metanu sg tereny podmokte, oceany oraz zbiorniki wody stodkiej,
erupcje wulkanow i pgknigcia skorupy ziemskiej, a takze zwierzgta przezuwajace i termity. Do
antropogenicznych emisji metanu do atmosfery zalicza si¢ m.in.: wydobycie wegla, gazu ziemnego
i ropy naftowej, transport i przetworstwo bogactw naturalnych, hodowle zwierzat domowych,
uprawe ryzu, sktadowanie odpadow i oczyszczalnie §ciekéw oraz spalanie kopalin. Udziat pro-
centowy zrodet naturalnych i antropogenicznych jest trudny do oszacowania i zmienny w czasie.

Powszechnie znang forma wystgpowania metanu jest gaz ziemny. Jego poktady znajduja
si¢ w skorupie ziemskiej, niekiedy pod wysokim ci$nieniem. Wystepuje samodzielnie lub to-
warzyszy ztozom ropy naftowej lub wegla kamiennego. Najwigksze zasoby metanu naleza do
Rosji, Iranu i Kataru, ktoére tacznie posiadaja ok. 57% $wiatowych zasobow gazu ziemnego
(Mokrzycki i wsp., 2008).
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Metan wystepuje takze w atmosferze. Jest zaliczany do najistotniejszych gazéw cieplarnia-
nych, zaraz obok dwutlenku wegla. Jest odpowiedzialny za ok. 20% wymuszenia radiacyjnego
(bez uwzglednienia pary wodnej), ktére przyczynia si¢ do powstawania efektu cieplarnianego.
Wymuszenie radiacyjne metanu jest 120 razy wigksze od dwutlenku wegla, jednak nalezy
pamietac, ze jest go mniej w atmosferze (Balcombe i wsp., 2018). Niepokoi natomiast fakt, ze
obserwuje si¢ ciagly $redni roczny wzrost stgzenia metanu w atmosferze ziemskiej. Obecnie
$rednie stezenie metanu w atmosferze wynosi ponad 1850 ppb (Prather i Holmes, 2017).

Kolejna, istotng formg wystgpowania metanu na Ziemi sg klatraty. Klatraty metanu (hydrat
metanu, metanowy 16d, wodzian metanu) jest to substancja krystaliczna ztozona z czasteczek
wody i1 metanu. Ztoza klatratéw metanu wystepuja gtdéwnie na stokach kontynentalnych i na
terenach wiecznej zmarzliny. Najwigksze z dotychczas odkrytych z16z wystepuja na dnie jezio-
ra Bajkal, u wybrzezy Karoliny Péinocnej, w Zatoce Meksykanskiej oraz rowie Nankai u wy-
brzezy Japonii (Hester i Brewer, 2009).

Jak wspomniano powyzej, mikroorganizmy biora udzial w tworzeniu metanu. Proces ten
zachodzi tylko w $rodowiskach beztlenowych. Szacuje si¢, ze ponad 70% metanu na Ziemi
powstaje przy udziale mikroorganizméw — beztlenowych archeonow. Jednakze wigkszos¢ tego
metanu nie przedostaje si¢ do atmosfery, poniewaz jest natychmiast utleniana przez inng grupe
mikroorganizmow — glownie bakteryjne metanotrofy. Utlenianie metanu moze zachodzi¢ za-
rowno w $rodowiskach tlenowych, jak i beztlenowych. Metanotrofia tlenowa jest znana od
ponad 100 lat, natomiast beztlenowe utlenianie metanu zostato odkryte dopiero pod koniec
ubieglego wieku.

Nalezy zaznaczy¢ ogromny wptyw mikroorganizmoéw na bilans metanu na Ziemi. Warto tak-
ze podkreslic w tym miejscu, istotne znaczenie mikrobiologicznych przemian metanu w global-
nym cyklu wegla na Ziemi, co zostalo zobrazowane na rycinie 1.
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Rycina 1. Mikrobiologiczny obieg wegla na Ziemi. Kolorem czerwonym oznaczono przemiany
opisane w tej pracy; (CH,0), — materia organiczna

Dotyczy to zarowno metanogenow jak i metanotroféw. Metanogeny odgrywaja wazng rolg
w koncowym etapie rozkladu obumarlej materii organicznej. Metanotrofy natomiast usuwaja
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ze $rodowiska metan. Procesy metanotrofii majg znaczenie lokalne, np. w podziemnych kopal-
niach, ale takze globalne. Przypuszcza si¢, ze mikroorganizmy metanotroficzne, a zwlaszcza
zespoly beztlenowo utleniajagce metan termogeniczny w s$rodowiskach oceanicznych maja
kluczowe znaczenie w zapobieganiu zmianom klimatycznym. Takze w dobie ocieplenia kli-
matu, kiedy obserwuje si¢ rozpuszczanie klatratbw metanu, metanotrofia ma szczeg6lne zna-
czenie w ograniczeniu emisji metanu do atmosfery.

Metanogeneza

Za powstawanie metanu odpowiadajg beztlenowe archeony metanogenne. Wyrdznia si¢ ar-
cheony chemolitoautotroficzne i organotroficzne. Do pierwszej grupy zalicza si¢ archeony,
ktore wykorzystujg tylko dwutlenek wegla, jako Zrodlo wegla i energii oraz wodor, jako zrodio
elektronéw (metanogeneza hydrogenotroficzna). Do drugiej grupy zalicza si¢ archeony, ktore
wykorzystujg jako zroédto wegla zwiazki posiadajace grupe metylowsa, np. octany (metanoge-
neza acetoklastyczna), a takze metanol, metyloaminy i metylosiarczki (metanogeneza metylo-
troficzna).

Pomimo tego, ze substraty reakcji sg prostymi zwigzkami to sam proces metanogenezy pod
wzgledem biochemicznym jest niezwykle zlozony. Poznano ponad 200 genoéw kodujgcych
bialka i koenzymy uczestniczgce w metanogenezie. Wspdlne dla wszystkich poznanych szlakow
metanogenezy sg trzy etapy: 1) transfer grupy metylowej do koenzymu M (CoM-SH), 2) reduk-
cja metylowanego koenzymu M przy udziale koenzymu B (CoB-SH) oraz 3) regeneracja hetero-
disiarczku CoM-S-S-CoB za sprawg reduktazy heterodisiarczku.

Nalezy jednak pamietac, Zze metanogeneza jest poprzedzona zwykle szeregiem ztozonych proce-
s6w rozktadu materii organicznej wystepujacej w postaci polimeréw (m.in. hydroliza, kwasogene-
73, octanogenezg) przebiegajacych przy udziale r6znych grup mikroorganizméw syntroficznych.

Archeony przeprowadzajace metanogeneze hydrogenotroficzng redukujg dwutlenek wegla
do metanu wykorzystujac wodor lub mrowczan jako donor elektrondw, co mozna zapisaé ko-
rzystajac z rOwnania:

4H2 + HCO; + HJr - CH4 + 3H20

Do hydrogenotrofow zalicza si¢ gtdéwnie archeony nalezace do rzedow Methanopyrales,
Methanococcales oraz Methanobacteriales. Metanogeneza hydrogenotroficzna zachodzi w gle-
bokich osadach morskich oraz uktadzie pokarmowym ludzi i zwierzat. Stanowi tacznie Zrodto
jednej trzeciej biogennego metanu.

Metanogeneza acetoklastyczna zachodzi w $rodowiskach o obnizonym stezeniu wodoru
(np. w wyniku dziatalno$ci metanogenoéw hydrogenotroficznych), gdyz tylko wtedy powstaja
warunki wlasciwe do tworzenia octanu. Octan jest substratem reakcji, a produktami metan
i dwutlenek wegla, ktory w wodzie moze przyjac postaé jonu wodoroweglowego:

CH;COO™ + H,0 — CH, + HCO3

Metanogeneza acetoklastyczna mimo tego, ze najbardziej powszechna na Ziemi, to jest
przeprowadzana przez archeony nalezace tylko do dwdch rodzajéw rzgdu Methanosarcinales:
Methanosarcina oraz Methanothrix (Methanosaeta). Methanosarcina moze wykorzystywac
rozne substraty w metanogenezie, jednak dla rodzaju Methanothrix octan stanowi jedyny sub-
strat. Metanogeny acetoklastyczne wystepuja na mokradtach i polach ryzowych. Ich dziatal-
no$¢ przyczynia si¢ do emisji dwoch trzecich biogennego metanu.
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Metanogeneza metylotroficzna jest powszechna w morskich oraz silnie zasolonych, boga-
tych w siarczany osadach, w ktorych wystgpuja metylowane zwiazki, takie jak: metanol, tri-
metyloaminy, siarczan dimetylu. Zachodni wedlug réwnan:

4CH;0H — 3CH, + HCO; + H,0 + H'
4(CH;);-NH" + 9H,0 — 9CH, + 3H;CO + 4NHI +3H"
2(CH3),-S + 3H,0 — 3CH, + H;CO™ + 2H,S + H”
CH;0H + H, — CH4 + H,O

Klasyczne metanogeny metylotroficzne naleza do rodziny Methanosarcinaceae. Uwaza sig,
ze ich udzial w produkcji biogennego metanu w poréwnaniu z dwoma poprzednimi grupami
jest niewielki (Lyu i wsp., 2017).

Metanotrofia

Metanotrofy to mikroorganizmy prokariotyczne, ktore utleniaja metan zar6wno w srodowi-
skach tlenowych, jak i beztlenowych. Metan stanowi dla nich zrédlo wegla i zrédlo energii.
Zdolno$¢ do utleniania metanu w obecnosci tlenu charakteryzuje bakterie, natomiast beztlenowo
metan utleniany jest przez archeony (jedynym poznanym wyjatkiem jest bakteria Candidatus
Methylomirabilis oxyfera). Do metanotrofow utleniajagcych metan w obecnosci tlenu mozna
zaliczy¢ bakterie nalezace do klasy Alpha- oraz Gammaproteobacteria, a takze Verrucomicrobia.
Beztlenowe metanotroficzne archeony (ANME) wystepuja w konsorcjum z ré6znymi bakte-
riami.

Tlenowe metanotrofy charakteryzuje wykorzystanie metanu lub metanolu jako jedynego
zrodla wegla i energii. Jednakze wyjatkiem sa niektore bakterie z rodzaju Methylocella, ktore
oprécz metanu sg zdolne do wykorzystywania roznorodnych zwiazkow organicznych (Dun-
field i Dedysh, 2014).

W obecnoséci tlenu metan utleniany jest przez szeroko rozpowszechnione i réznorodne fi-
zjologicznie bakterie nalezace do klasy Alpha- oraz Gammaproteobacteria, ktore wyrdzniaja si¢
posiadaniem kluczowego dla tego procesu enzymu — monooksygenazy metanowej. Niedawno
odkryto, ze metanotrofy klasy Gammaproteobacteria wystgpuja takze w §rodowiskach, gdzie
tlenu jest niewiele (warunki mikroaerobowe) lub nawet w $srodowiskach beztlenowych. Wtedy
utlenianie metanu przeprowadzaja najprawdopodobniej w troficznych konsorcjach z fototrofami
oksygennymi lub metylotrofami lub tez uzywaja akceptoréw elektrondéw innych niz tlen. Do
aerobowego utleniania metanu zdolne sg rowniez bakterie typu Verrucomicrobia. Sa to mikro-
organizmy wystepujace w §rodowiskach charakteryzujacych si¢ szerokim zakresem tempera-
tur, jednak spotyka si¢ je gtéwnie w §rodowiskach geotermalnych o kwasnym odczynie (pH
1,8-5) (Kallistova i wsp., 2017).

Warto dodaé, ze w literaturze czgsto spotyka si¢ podziat bakterii metanotroficznych naleza-
cych do typu Proteobacteria uwzglgdniajacy morfologi¢ komorek, filogenezg oraz szlak asy-
milacji wegla. Na podstawie tych kryteriow wyr6znia si¢ dwie grupy metanotrofow: typ I oraz
typ II (wczesniej istniat takze typ X, jednak obecnie jest wiaczony do typu I). Do typu I zali-
czaja si¢ metanotrofy, ktore asymiluja zwigzki jednoweglowe korzystajac ze szlaku rybulozo-
monofosforanowego (RuMP) oraz naleza do klasy Gammaproteobacteria. Bakterie metanotro-
ficzne typu II uzywaja szlaku serynowego do asymilacji zwiazkow jednowgglowych oraz
reprezentuja klase Alfaproteobacteria (Madigan i wsp., 2014). Stosowany powszechnie podziat
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jest juz jednak niewystarczajacy dla zobrazowania réznorodno$ci filogenetycznej, morfologicznej
i fizjologicznej metanotrofow. Z tego powodu w ponizszej pracy zdecydowano si¢ zaprezento-
wac charakterystyke metanotrofow, uwzgledniajac ich taksonomig. Poréwnanie poszczegolnych
rodzin, stanowigce rownoczesnie zbior najwazniejszych informacji o tlenowych metanotrofach,
zostato zawarte w tabeli 1.

Tabela 1. Ogolna charakterystyka rodzin tlenowych metanotroféw; +/— — rézni si¢ w zaleznosci od gatunku

Rodzina Methylococcaceae Methylocystaceae Beijerinckaceae Methylacidiphilaceae
Typ Gammaproteobacteria | Alphaproteobacteria | Alphaproteobacteria Verrucomicrobia

Methylobacter

Methylococcus

Methylocaldum

Methylohalobius

Methylomicrobium
. Methylomonas Methylosinus Methylocapsa .

Rodzaj Methylosoma Methylocystis Methylocella Methylacidiphilum

Methylosarcina

Methylosphaera

Methylothermus

Crenothrix
Clonothrix
Szlak RuMP + _ _ _
Szlak Serynowy - + + +
Szlak Rubisco Rzadko - - +
sMMO +— +/— +/— -
pMMO +— + +— +
Wiazanie azotu +/— +/— + +/—
Methylocapsa
— pecherzyki blonowe
Wewnatrz- Wiazki pgcherzykow Stosy pecherzykow rqwnolc?gi(? do dhlzs.zej
plazmatyczne w ksztalcie dyskow w ksztalcie dyskow ost ]?Omolikl, Wy.StquJ ace
struktury ulozone prostopadle utozone réwnolegle po Jefi 1l str.ome blony -
, . , . | komoérkowej; Methylo-
blonowe do btony komorkowej | do blony komorkowe;j cella
— inwaginacja blony
cytoplazmatycznej

Struktury
podobne do B B n "
karboksysomow
lub pecherzyki
G+C mol% 43-65 62-67 60-63 41-46

Charakterystyczne dla metanotroféw jest posiadanie systemu bton wewnatrzplazmatycz-
nych. U metanotrofow w zalezno$ci od ich przynaleznosci taksonomicznej zaobserwowano
stosy blon w centralnej czg¢sci komoérki Iub blony rozmieszczone peryferyjnie, rownolegle do
btony komorkowej, czasami rozciagajacymi si¢ na catag komorke bakteryjng. Metanotrofy nale-
zace do klasy Verrucomicrobia nie posiadaja systemu bton wewnatrzplazmatycznych, jednak
w ich komorkach wystepuj pecherzyki blonowe (Semrau i wsp., 2010). Opis morfologii komo-
rek metanotrofow zostat zamieszczony w tabeli 1.
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Wspolna cecha tlenowych metanotrofow jest zdolno$¢ utlenienia metanu do dwutlenku we-
gla i wody. Poszczegolne etapy tego procesu wraz z enzymami kluczowymi zostaly przedsta-
wione na rycinie 2. Produktami posrednimi reakcji mikrobiologicznego utlenienia metanu sa
metanol, formaldehyd oraz mréwczan.

Pierwszym etapem jest utlenienie metanu do metanolu. Enzymem odpowiedzialnym za
aktywacje tlenu jest monooksygenaza metanowa. W przyrodzie istniejag dwa rodzaje tego en-
zymu. Pierwszy rodzaj (sMMO), to rozpuszczalna forma monooksygenazy metanowej, ktora
posiada w centrum aktywnym dwa atomy zelaza. Drugi rodzaj (pMMO) jest zalezny od miedzi
i wystepuje w formie nierozpuszczalnej, zwigzanej z blong komérkows. Oba rodzaje monook-
sygenazy metanowej nie sg ze soba genetycznie powiagzane i koduja je dwa osobne geny. En-
zym sMMO jest eksprymowany przez grupe metanotroféw, natomiast enzym pMMO jest eks-
prymowany przez wickszo§¢ metanotrofow. Czgsto zdarza sig, ze bakteria metanotroficzna
posiada oba rodzaje enzymu. W takich komorkach, gdy stezenie miedzi w komorce jest duze
obserwuje si¢ zwickszong ekspresje pMMO i jednoczesne wyciszenie ekspresji sMMO. Nato-
miast, gdy st¢zenie miedzi w komodrce spada ekspresja pMMO zostaje zmniejszona, a sSMMO
zwigkszona. Jest to tak zwany mechanizm ,,przetacznika miedzi” (ang. copper switch) (Ross
i Rosenzweig, 2017).

W zwigzku z tym, ze miedz jest istotnym pierwiastkiem w procesie utlenienia metanu, to
metanotrofy musialy wyksztalci¢ sposdb pobierania tego metalu ze srodowiska. W §rodowi-
skach o kwasnym odczynie miedz wystepuje w formie rozpuszczonej, czyli dostepnej dla ko-
morki bakteryjnej. Zatem jedynie acydofile, takie jak Methylocella sp. oraz Methylocapsa sp.,
a takze metanotrofy nalezace do typu Verrucomicrobia wystepujace w kwasnych §rodowiskach
nie majg problemu z dostepnoscia miedzi. Pozostate metanotrofy, jak rowniez inne bakterie potrze-
bujace do prawidlowego funkcjonowania miedzi, wykorzystuja metanobaktyng. Metanobaktyna
(Mbn) to produkowany rybosomalnie, modyfikowany post-translacyjnie peptyd o wysokim
powinowactwie do miedzi. Poza komorka metanobaktyna wiaze si¢ z miedzig, a nastepnie za
posrednictwem transportu aktywnego kompleks Mbn-Cu jest kierowany do wnetrza komorki
(Semrau i wsp., 2010).

Dehydrogenaza metanolowa (MeDH) jest odpowiedzialna za utlenienie metanolu. Centrum
aktywne enzymu u bakterii Gram-ujemnych jest zbudowane z pirolochinolinochinonu (PQQ).
Do tej pory opisano dwa homologi tego enzymu: dehydrogenazg metanolowa zalezng od wapnia
oraz dehydrogenaze metanolowa zalezng od lantanowcow. Lepiej poznana dehydrogenaza meta-
nolowa zalezna od wapnia — MxaFI-MeDH jest heterotetramerem skladajacym si¢ z dwoch
duzych podjednostek katalitycznych (MxaF) oraz dwdch matych podjednostek (Mxal). Enzym
MxaFI-MeDH wiaze wapn jako kofaktor, ktory jest niezbedny do katalizy. Z kolei, niedawno
odkryta dehydrogenaza metanolowa zalezna od lantanowcow — XoxF-MeDH jest homodimerem,
w ktorym brak jest matej podjednostki, a role wapnia petnig lantanowce. Wykorzystanie lanta-
nowcow moze przyczyniaé si¢ do lepszych zdolnosci katalitycznych. W odréznieniu od enzy-
mow z grupy MxaFI-MeDH, ktére utleniajag metanol do formaldehydu, enzymy XoxF-MeDH
utleniajg metanol raczej do mrowczanu (Keltjens i wsp., 2014).

Powstaty na drodze utlenienia metanolu formaldehyd jest toksyczny dla komoérek. Bakterie
musza wiec go utleni¢ do dwutlenku wegla lub zasymilowaé. Formaldehyd jest utleniany przez
niektore bakterie do mréwczanu w szlaku tetrahydrofoliowym lub szlaku tetrahydometanopte-
rynowym. Nastgpnie mrowczan jest utleniany do dwutlenku wegla przez dehydrogenaze
mrowczanowg (FaDH), ktorej kofaktorem jest selen. Bakterie asymilujace formaldehyd korzy-
staja alternatywnie z dwoch mechanizméw asymilacji zwiazkoéw C1 — szlaku rybulozomono-
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fosforanowego (RuMP) lub szlaku serynowego. Zasymilowany formaldehyd stuzy komorce
bakteryjnej do syntezy kluczowych produktéw posrednich metabolizmu podstawowego. Jednakze
niektore metanotrofy nie asymiluja wegla z formaldehydu, a wigza dwutlenek wegla w cyklu Cal-
vina—Bensona—Basshama (CBB) np.: Methyloacidiphilum fumariolicum SolV, Methylacidi-
microbium spp., i ,,Candidatus M. oxyfera” (Semrau i wsp., 2018).

| cH, \—»Z::Z | CH,OH | ;::ZE: | HCHO | -+ > Heoon ‘ﬂ‘ CO, |=p- (c:\g:

Rycina 2. Szlak utleniania metanu tlenowych metanotrofow z zaznaczeniem kluczowych enzymow
— na podstawie Semrau i wsp., 2018 z modyfikacja wtasna. Oznaczenia: pMMO — monooksygenaza metanowa
zalezna od miedzi; sSMMO — rozpuszczalna monooksygenaza metanowa; Xox-MeDH — dehydrogenaza metanolowa
zalezna od lantanowcow; Mxa-MeDH — dehydrogenaza metanolowa zalezna od wapnia; FaDH — dehydrogenaza
mroéwczanowa, strzatka przerywana sygnalizuje miejsce uproszczenia schematu.
CBB - szlak asymilacji CO, Calvina-Bensona-Basshama

Mikrobiologiczne utlenianie metanu w warunkach beztlenowych zwane w literaturze an-
glojezycznej AOM (ang. anaerobic oxidation of methane) odkryto w latach 90. XX wieku.
Proces ten wykryto w dnie oceanicznym w rejonach tzw. zimnych wysickow (ang. cold seeps).
Sa to strefy dna morskiego wystepujace glownie na obszarach ryftéw i stokéw kontynental-
nych, w ktorych dochodzi do przesigkania m.in. metanu. Pierwsze badania AOM prowadzono
w Zatoce Meksykanskiej, u wybrzezy Kalifornii, na Morzu Srédziemnym oraz Battyckim.
Dotychczas odkryto kilka mechanizméw AOM, przebiegajacych przy udziale archeonoéw tzw.
ANME (ang. anaerobic methanotrophic archaea) oraz réznych grup troficznych bakterii. Naj-
wazniejsze z tych mechanizméw polegaja na syntroficznym utlenieniu metanu w polaczeniu
z 1) redukcja siarczanow, 2) redukcja tlenkow Mn lub Fe, 3) dysproporcjonowaniem disiarcz-
kéw, 4) denitryfikacja i procesem anamoks oraz 5) dysmutacja tlenku azotu (Joye, 2012).
Ogdlny schemat tych przemian przedstawiono na rycinie 3.

Pierwszy ze wspomnianych mechanizmow i jednoczes$nie najwczesniej odkryty przebiega przy
udziale konsorcjum ztozonego z archeondéw ANME (rzgdy — Methanobacteriales 1 Methano-
sarcinales) oraz bakterii redukujacych siarczany nalezacych do rodzajow Desulfosarcina i Desulfo-
coccus (Hinrichs i wsp., 1999; Boetius i wsp., 2000). Proces ten wykryto w tzw. SMTZ (ang.
sulfate-methane transpition zone), czyli strefach dna oceanicznego, w ktorych metan wspotwy-
stepuje z siarczanami. Proces ten przebiega wedtug reakcji chemicznej: CHy + SOy — HCO;
+ HS + H,0. Uwaza sig, ze utlenianie metanu przez ANME w warunkach beztlenowych moze
by¢ polaczone rowniez z bakteryjng redukcjg tlenkow manganu lub Zelaza, ale dotychczas nie
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wskazano rodzajow bakterii wspotwystepujacych w takich konsorcjach z archeonami (Beal
i wsp., 2009).

Innym niezwykle waznym odkryciem w zakresie opisywanych proceséw jest przeprowa-
dzane przez ANME i Deltaproteobacteria utlenianie metanu polaczone z dysproporcjonowanie
disiarczkow opisane przez Milucka i wsp. (Milucka i wsp., 2012). W procesie tym ANME
utleniajg metan jednocze$nie redukujac siarczany do siarki. Nastgpnie siarka reagujac z siarcz-
kami wystepujacymi w srodowisku tworzy disiarczki, ktore sa przeksztatcane przez bakterie
z klasy Deltaproteobacteria do siarczanow i siarczkOw: 4HS™ + 4H,0 — SO?{ +7HS +5H".
Powstate w tej reakcji siarczany moga by¢ ponownie redukowane przez ANME.

Szczegoblnie interesujacy jest mechanizm utleniania metanu przez bakteri¢ Candidatus M.
oxyfera, ktora przy udziale enzymu dysmutazy przeksztatca tlenek azotu do tlenu i azotu; tlen
powstaly w tym procesie jest wykorzystywany do utleniania metanu: 3CH, + 8NO, +8H™ —
3CO, + 4N, + 10H,0 (Etwig i wsp., 2010; Oremland, 2010). Tlenek azotu powstaje w wyniku
denitryfikacji z dwutlenku azotu. Jest to jedyny opisany dotychczas mechanizm utleniania
metanu w warunkach beztlenowych przez bakterie bez udziatu archeonow.

CO,+H,0

CO,+H,0

CO,+H,0

O & IO = ANME
b+ H,0 <« il
£ 55 N > CO,+H,0
50,2 )
%
A, NH, *
4/140 1
CO,+ H,0 Ks

Deltaproteobacteria

Rycina 3. Mikrobiologiczne utlenianie metanu w warunkach beztlenowych. BRS — bakterie redukujace siarczany;
BR - bakterie redukujace zelazo i mangan. Kolor czarny — procesy przeprowadzane przez archeony ANME
(utlenianie metanu; redukcja siarczandw i denitryfikacja); pozostate kolory — procesy przeprowadzane przez bakterie:
kolor granatowy — redukcja siarczandw; kolor brazowy — redukcja zwiazkow zelaza i manganu;
kolor niebieski — dysproporcjonowanie disiarczkow; kolor czerwony — dysmutacja tlenku azotu;
kolor zielony — procesy anamoks; kolor szary — denitryfikacja

Przemiany zwigzkoéw azotu, a doktadnie denitryfikacja i procesy anamoks (ang. anaerobic
ammonia oxidation) towarzysza utlenianiu metanu przez konsorcja archeondéw ANME zgodnie
z rownaniem: CH, + 4NO; — CO, + 4NO,; + 2H,0. W pierwszym przypadku metan moze by¢
utleniany zarowno przez archeony, jak rowniez bakterie (szczep N10). Jednoczesnie ANME
przeprowadzajg redukcje azotanow do azotyndéw, a szczep N10 redukcje azotyndéw do azotu
(Raghoebarsing i wsp., 2006). W drugim, ANME utleniajg metan i jednocze$nie redukuja
azotany, a bakterie anamoks przeprowadzajg proces beztlenowego utleniania amoniaku z jed-
noczesng redukcja azotynow (Haroon i wsp., 2013).
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Mikrobiologiczne przemiany metanu i ich znaczenie w obiegu wegla
w Srodowisku kopalnianym monokliny przedsudeckiej

Kopalnie miedzi na monoklinie przedsudeckiej sa niezwykle ciekawym $rodowiskiem pod-
ziemnym, zasiedlonym przez ztozone zespoty mikroorganizmow, ktore wystepuja w osadach den-
nych i naskalnych, jak rowniez na skatach (rycina 4). Ztozono$¢ ta dotyczy zaréwno taksonomii, jak
i metabolizmu i fizjologii mikroorganizméw i jest determinowana budowa geochemiczng skat oraz
sktadem chemicznym wéd 1 warunkami fizyczno-chemicznymi panujgcymi pod ziemia.

Rycina 4. Wybrane $rodowiska wystgpowania zespotéw mikroorganizméw metanogennych i metanotroficznych
w kopalniach monokliny przedsudeckiej. Zdjgcia przedstawiaja kolejno: A — osad naskalny;
B, C, D, E — osady denne; F — lupek miedziono$ny

Skaty monokliny przedsudeckiej (szczegélnie skaly tupkowe) sg znacznie wzbogacone
w kopalna materi¢ organiczng, ktorej zawarto$¢ wynosi od 1 do 30% wag. przy szacunkowej
$redniej zawartosci okoto 6%. Materia organiczna jest pochodzenia morskiego i jest to kerogen
typu I, zdominowany przez witrynit, liptynit i inertynit (Sawlowicz, 1989).

Dotychczas wykazano, ze skaly podziemne sg zasiedlane gtownie przez mikroorganizmy
heterotroficzne, ktore wykorzystuja materi¢ organiczna jako zrodto wegla. W wyniku badan
profili skalnych wykazano silne utlenienie i odwodornienie kerogenu przez mikroorganizmy,
glownie bakterie, co zostatlo rowniez potwierdzone w badaniach laboratoryjnych (Stasiuk i wsp.,
2017; Wilodarczyk i wsp. 2018). Zidentyfikowano szereg enzymow, a takze kodujace je geny,
odpowiedzialne za utlenienie zwigzkéw wegla organicznego. Ponadto, wykazano powstawanie
réznego rodzaju zwiazkow organicznych (metabolitow) — wytwarzanych przez mikroorgani-
zmy w wyniku utlenienia kerogenu. Wsrdd nich byly rowniez zwiazki Cl1, takie jak metan,
metanol, formaldehyd czy kwas mrowkowy.

Srodowisko podziemne jest rowniez wzbogacone w pierwiastki takie jak miedz, nikiel,
wapn, selen czy lantan, ktore sa kofaktorami wspomnianych wczesniej enzyméw kluczowych
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w procesach metanogenezy i metanotrofii. W skatach monokliny przedsudeckiej rozpoznano
ponad sto mineralow Cu, Ag, Fe, Ni, Co, Mo, Hg, Bi, Au, Pt i Pd. Mineraly rudne wraz z mi-
neratami skatotworczymi, takimi jak weglany i glinokrzemiany, sa rozproszone w matrycy
ilastej (Speczik, 1994; 1995). W skatach monokliny przedsudeckiej szczegdlnie wysoka jest
zawarto$¢ miedzi, wynoszaca nawet do 10% wag. Dane literaturowe wskazuja takze na zna-
czace wzbogacenie skat w lantanowce (calkowita zawartos¢ 60-210 mg/kg), szczegblnie lek-

kie lantanowce (35-118 mg/kg) (Bechtel i wsp., 2001).

Tabela 2. Mikroorganizmy potencjalnie biorace udzial w metabolizmie metanu zidentyfikowane
w kopalniach miedzi monokliny przedsudeckiej

Rodzaj | Rodzina | Klasa Typ
Metanogeny
WMethanosarcina*
\Methanolobus Methanosarcinaceae
Methanococcoides
Methanobrewbgcter Methanobacteriaceae Methanomicrobia
WMethanobacterium Euryarchaeota
WMethanoculleus Methanomicrobiaceae
WMethanospirillum Methanospirillaceae
WMethanoregula Methanoregulaceae
WMethanococcus Methanococcaceae Methanococci
Metanotrofy tlenowe
WMethylomonas
WMethylocaldum
Methyloba‘cter - Methylococcaceae
Methylomicrobium Gammaproteobacteria
Methylosarcina
WMethylococcus Proteobacteria
Crenothrix Crenotrichaceae
WMethylohalobius Methylothermaceae
WMethylocystis
WMethylosinus Methylocystaceae Alphaproteobacteria
WMethylocella Beijerinckiaceae
Bakterie redukujace siarczany
\Desulfobacterium
\Desulfococcus Desulfobacteraceae
\Desulfosarcina
\Desulfobulbus Desulfobulbaceae Deltaproteobacteria Proteobacteria
Desulfovibrio Desulfovibrionaceae
\Desulfomicrobium Desulfomicrobiaceae
\Desulfuromonas Desulfuromonadaceae
Bakterie redukujace Zelazo i mangan

\Shewanella Shewanellaceae Gammaproteobacteria .

- Proteobacteria
Geobacter Geobacteraceae Deltaproteobacteria

Bakterie redukujace azotany/azotyny

Bradyrhizobium Shewanellaceae Alphaproteobacteria
\Paracoccus Rhodobacteraceae Alphaproteobacteria
Thiobacillus Thiobacillaceae Betaproteobacteria Proteobacteria
lcaligenes Alcaligenaceae Betaproteobacteria
\Pseudomonas Pseudomonadaceae Gammaproteobacteria
Bacillus Bacillaceae Bacilli Firmicutes

* metanotrof beztlenowy.
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Aktualnie prowadzone sa badania nad mikrobiologiczng produkcjg metanu z kopalnej ma-
terii organicznej. Istnieje wiele przestanek, aby sadzi¢, ze w kopalniach monokliny przedsu-
deckiej, metan powstaje w wyniku dziatalnoéci mikroorganizmoéow. Co istotne, udalo si¢ na
podstawie analiz metagenomicznych zespotdw mikroorganizmow zidentyfikowa¢ metanogeny
nalezace do klasy Methanomicrobia oraz Methanococci. Przyktady rodzajow archeonéw meta-
nogennych podano w tabeli 2.

Ponadto, w metaproteomie izolowanym z zespolow mikroorganizméw kopalnianych wy-
kryto enzymy zwigzane z charakterystycznymi dla metanogenezy etapami, czyli pierwszym
i ostatnim (tabela 3). Reduktaza heterodisiarczkowa odpowiada za redukcje ferredoksyny. To
wlasnie zredukowana posta¢ ferredoksyny katalizuje pierwszy etap metanogenezy. Z kolei
reduktaza metylokoenzymu M, spotykana tylko u archeondw metanogennych przeprowadza
ostatni etap metanogenezy — bez wzgledu z jakiego substratu powstaje metan. Do katalizy
wymaga koenzymu F430, ktory wigze jony niklu.

Analiza metagenomiczna wykazala, ze w srodowisku kopalnianym monokliny przedsudeckiej
wystepuja tlenowe bakterie nalezace do I oraz II typu metanotrofow. Wykryto przedstawicieli
klas Gammaproteobacteria oraz Alphaproteobacteria. Przyktady zidentyfikowanych taksonow
znajduja si¢ w tabeli 2.

Rycina 5. Komorki bakterii pochodzacych z maty mikrobiologicznej wystepujacej w kopalni miedzi Lubin;
czerwonymi strzatkami oznaczono blony wewnatrzplazmatyczne

Dzigki zastosowaniu transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) udato si¢ zidentyfi-
kowaé¢ komorki bakteryjne posiadajace charakterystyczne dla metanotrofow systemy blon
wewnatrzplazmatycznych (rycina 5). Jest to dodatkowe potwierdzenie, ze w $rodowisku ko-
palnianym monokliny przedsudeckiej wystepuja bakterie metanotroficzne i prawdopodobnie
zachodzi¢ mikrobiologiczne utlenienie metanu.

Potencjalne utlenienie metanu przez tlenowe metanotrofy potwierdzaja analizy metaprote-
omiczne. Wykryto kluczowe enzymy zaangazowane w ten proces (tabela 3). Przyktadem jest
monookygenaza metanowa zalezna od miedzi (pmoB-amoB), ktéra katalizuje pierwszy etap
reakcji, czyli utlenieni metanu do metanolu. Obecno$¢ miedzi w $rodowisku czgsto warunkuje
zachodzenie procesu biologicznego utlenienia metanu.

W metaproteomie zespotow mikroorganizméw kopalnianych obecne sa takze enzymy od-
powiedzialne za drugi etap metanotrofii, czyli utlenienie metanolu. Zidentyfikowano oba ho-
mologii dehydrogenazy metanolowej: zalezng od wapnia (MxaF) oraz zalezng od lantanowcow
(XoxF) (tabela 3).
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Tabela 3. Wybrane enzymy potencjalnie odpowiedzialne za przemiany metanu zidentyfikowane w metaproteomie
mikroorganizmow zasiedlajacych podziemne kopalnie miedzi; EC — ang. enzyme cataloque

Enzym

Funkcja

EC

Pochodzenie
(przykladowe taksony)

Reduktaza
metylokoenzymu M

metanogeneza/metanotrofia

beztlenowa; przeprowadza ostatni etap

metanogenezy — wymaga koenzymu
F430 do katalizy

2.8.4.1

Methanosaeta harundinacea

Reduktaza
heterodisiarczkowa

metanogeneza/metanotrofia
beztlenowa; redukcja ferredoksyny
— zredukowana ferredoksyna

napg¢dza pierwszy etap metanogenezy

1.8.7.3
1.8.98.4
1.8.98.5
1.8.98.6

Methanobrevibacter smithii
Aciduliprofundum boonei
Archaeoglobus fulgidus
Methanococcus maripaludis
Desulfosarcina sp. BuS5
Thiobacillus denitrificans
Desulfobacterium autotrophicum

Monookygenaza
metanowa
[pmoB-amoB]

metanotrofia; utlenienie metanu

1.14.13.25

Methylomarinum vadi
Methylovulum miyakonense HT12

Dehydrogenaza
metanolowa
(zalezna od Ca) [MxaF]

metanotrofia, utlenienie metanolu

1.1.2.7

Methylobacter tundripaludum
Methylococcus capsulatus
Methylorubrum populi
Methylobacterium nodulans
Methylomonas methanica
Methylomicrobium alcaliphilum
Methylocystis sp. SC2

Dehydrogenaza
metanolowa
(zalezna od Ln) [XoxF]

metanotrofia, utlenienie metanolu

1.1.2.10

Methyloversatilis universalis
Methylomonas methanica
Methylomicrobium alcaliphilum

Reduktaza azotanowa

denitryfikacja, redukcja azotanow

1.7.5.1
1.7.99.-

Nitratiruptor sp. SB155-2
Nitrospira defluvii
Terasakiella pusilla

Magnetospira sp. QH-2
Azovibrio restrictus
Methylotenera mobilis
Herminiimonas arsenicoxydans
Neisseria wadsworthii
Arcobacter butzleri

Reduktaza azotynowa

denitryfikacja, redukcja azotynow

1.7.2.1
1.7.99.1

Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1
Streptomyces viridosporus
Nitrospira defluvii
Pseudomonas sp. CBZ-4

Reduktaza tlenku azotu

denitryfikacja,
redukcja tlenku azotu
do azotu

1.7.2.4

Rhodothermus marinus

Reduktaza siarczanowa

redukcja siarczanow

1.8.99.2

Desulfococcus multivorans
Thiocapsa roseopersicina
Desulfatiglans anilini DSM 4660
Desulfatibacillum sp. Pnd3
Annwoodia aquaesulis

Reduktaza siarczynowa

redukcja siarczynow

1.8.99.5

Desulfovibrio carbinoliphilus
Desulfobacter postgatei
Desulfomonile tiedjei
Desulfofustis glycolicus
Desulfovirga adipica
Desulfotalea psychrophila
Methylomonas sp. MK 1
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Dotychczas w opisywanych $rodowiskach kopalnianych nie prowadzono badan beztle-
nowego utleniania metanu, jednak potwierdzono wystgpowanie grup mikroorganizmoéw
znanych z literatury jako zdolne do syntroficznego utlenienia metanu w warunkach beztle-
nowych. Byly to przede wszystkim archeony nalezace do rodzaju Methanosarcina oraz bak-
terie zdolne do redukcji siarczanéw, zelaza i manganu, a takze bakterie denitryfikacyjne
(tabela 2). Ponadto zidentyfikowano enzymy odpowiedzialne za redukcje siarczyndéw, oraz
azotynéw. Wspomniany wczesniej przy opisie procesOw metanogenezy enzym reduktaza
metylokoenzymu M (tabela 3) moze by¢ takze wykorzystywana przez kopalniane metanotro-
fy w warunkach beztlenowych. Wyniki te sa przestanka do podjgcia szczegétowych badan
procesu beztlenowego utleniania metanu.

Opisane procesy metanogenezy i metanotrofii maja istotne znaczenie w obiegu wegla
w $srodowiskach podziemnych jakimi sg kopalnie monokliny przedsudeckiej (rycina 6).

W wyniku dziatalno$ci mikroorganizméw kopalna materia organiczna moze zosta¢ utlenio-
na. Powstale utlenione zwiazki organiczne ulegaja przeksztalceniom w kolejnych etapach fer-
mentacji metanowej. Zidentyfikowano heterotroficzne bakterie odpowiadajace za hydrolize
zwigzkow organicznych i kwasogeneze, czyli ,,fermentacje kwasng”, np. Pseudomonas sp. oraz
beztlenowe Clostridium sp. i Bacillus sp., a takze bakterie octanowe Syntrophomonas sp. oraz
Syntrophobacter sp. Wytwarzane przez nie octany moga stanowi¢ substrat dla metanogennych
archeondow acetoklastycznych. W wyniku kwasotworczej dziatalno$ci mikroorganizméw po-
wstaja: kwas octowy, propionowy, mlekowy, walerianowy, mastowy, alkohol etylowy oraz
dwutlenek wegla. Zwiazki te moga przyczynia¢ si¢ do miejscowego zakwaszenia srodowiska
i lokalnego rozpuszczania skat weglanowych (kalcytow, dolomitow) stanowiacych glowny
komponent zt6z monokliny przedsudeckiej. Reakcja ta jest odwracalna, a wiec rozpuszczony
w wodzie kopalnianej dwutlenek wegla moze ulega¢ wtdrnemu stracaniu w formie weglanow
(w warunkach alkalicznych). Dwutlenek wegla moze zosta¢ rowniez wykorzystany do meta-
nogenezy przez archeony hydrogenotroficzne, a takze przez autotrofy, w tym chemolitoauto-
trofy. Chociaz zwykle procentowy udzial metanogenéw w mikrobiocenozach kopalnianych jest
niewielki, to w metaproteomie identyfikuje si¢ wiele biatek tych mikroorganizméw, co §wiad-
czy o ich aktywnosci.

Powstaly w wyniku dziatalno$ci archeondow metan jest nastgpnie utleniany przez metano-
trofy. Nalezy mie¢ na uwadze, ze nawet niewielka liczba archeondow metanogennych moze
przyczyni¢ si¢ do zapewnienia metanu w ilo$ci wystarczajacej do rozwoju mikroorganizmow
metanotroficznych (Lau i wsp., 2016).

Metanotrofy maja zdolno$¢ do catkowitego utlenienia metanu do dwutlenku wegla lub
utleniaja metan do zwiazkéw jednoweglowych, takich jak metanol, formaldehyd i kwas
mrowkowy. Jednoweglowe produkty metabolizmu metanotroféw moga by¢ nastepnie wyko-
rzystane i utleniane przez kolejng grupe mikroorganizmoéw jaka sa metylotrofy lub moga
shuzy¢ jako substraty dla metanogendéw. Metanotrofy i metylotrofy przez produkcje kwasow
mogg przyczynic¢ si¢ do zakwaszenia srodowiska i opisywanego juz wczesniej rozpuszczania
weglandow. Produkowany przez metanotrofy oraz metylotrofy dwutlenek wegla stanowi zro-
dto wegla dla autotroféw. Inkorporowany do komorek jest przeksztatlcany do prostych
zwigzkow organicznych (rycina 6).

Wartym dalszych badan jest temat wykorzystywanych przez mikroorganizmy metano-
troficzne i metanogenne kofaktoréw posiadajacych w swojej strukturze metale. Interesuja-
ce jest poznanie mechanizmoé6w pobierania metali w $rodowiskach kopalnianych przez
mikroorganizmy. Prawdopodobne jest, ze mikroorganizmy wykorzystuja nie tylko jony



Lupek miedzionosny a metabolizm metanu — znaczenie mikroorganizmow ... 33

metali rozpuszczone w wodzie, ale takze pobieraja metale z mineraléw, a tym samym
moga powodowac ich wietrzenie. Szczegdlnie wazne i interesujace jest poznanie mechani-
zmoéw pobierania do komorki lantanowcoéw, gdyz na ten temat na razie niewiele wiadomo
(Picone, 2019).

U CH,0H CH,0 HCOOH co, —>E (CH,O)n
U 10.
6.
kopalna materia 7.
\j organiczna CaMg(CO;),
CaCo,

Rycina 6. Przemiany wegla organicznego i nieorganicznego zidentyfikowane w podziemnym srodowisku kopalnianym
zwigzane z metanogenezg i metanotrofia; 1) A-E metanogeneza — archeony metanogenne, proces beztlenowy;
2) utlenienie metanu (monooksygenaza metanowa); 3) utlenienie metanolu (dehydrogenaza metanolowa);

4) utlenienie formaldehydu; 5) utlenienie mréwczanu (dehydrogenaza mroéwczanowa); 6) nieenzymatyczne
rozpuszczanie weglanow w skatach; 7) wytracanie CO, — powstawanie weglanow (w warunkach alkalicznych);
8) utlenienie kopalnej materii organicznej przez heterotrofy; 9) wigzanie CO, przez autotrofy; 10) degradacja
obumartej materii organicznej przez heterotrofy. Strzatki czerwone — metanogeneza; strzatki niebieskie — metanotrofia;
strzatki zielone — przemiany wegla nieorganicznego; strzatki czarne — przemiany wegla przez inne grupy organizmoéw
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