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The role of bacteria in biogeochemical cycle of arsenic

Abstract: Arsenic is widely distributed in the Earth’s crust and is one of the most toxic elements. It is found in soil and natural
minerals and it, therefore, may enter the atmosphere and water. Arsenic can exist in four valence states (-3, 0, +3, +5) and
in a number of organic and inorganic forms. Organic forms are less harmful than the inorganic ones and arsenite [As(III)] is more
toxic then arsenate [As(V)]. Some prokaryotes may use arsenic compounds for energy generation (either as electron donors
or acceptors), whereas other are only resistant to arsenic. These microbes play an important role in speciation and mobilization
of arsenic in nature. The review of microbial arsenic metabolism and the potential role of microbes in the biogeochemical cycle
of arsenic are presented in this paper.
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1. Wstep

Mikroorganizmy sa stale narazone na dziatanie
jonow metali wystepujacych w srodowisku. Niektore
z tych jonow (magnez, potas, miedz czy cynk) sa po-
bierane jako istotne sktadniki odzywcze, podczas gdy
inne sa zwiazkami toksycznymi (. rt¢¢, otow, kadm,
arsen czy srebro) [59].

Jednym z najbardziej toksycznych pierwiastkow,
wystepujacych naturalnie w §rodowisku, jest arsen. Na
dziatanie toksycznych zwiazkéw arsenu sa narazone
zard6wno organizmy prokariotyczne jak i eukariotycz-
ne. U ludzi arsen dziala teratogennie, kancerogennie
i mutagennie. Dziata on na skor¢ oraz roézne organy,
w tym: watrobe, uktad krwiono$ny, nerki, ptuca, gru-
czot krokowy. Moze powodowaé cukrzyce, chorobe
wiencowa, hiperpigmentacj¢ i zapalenie skory, zmia-
ny hematologiczne, obwodowe neuropatie i wiele
innych schorzen [22].

Toksyczno$¢ zwiazkoéw arsenu jest uzalezniona od
wartosciowosci tego pierwiastka oraz od postaci, w ja-
kiej on wystgpuje. Najbardziej grozne i toksyczne sa
nieorganiczne zwiazki arsenu, przy czym zwiazki
As(III) sa bardziej toksyczne niz zwiazki As(V) [41].
Zywe komorki (bakteryjne, rolinne, zwierzece, w tym

ludzkie) sa narazone gléwnie na dziatanie arsenu
w postaci arseniandw i arseninow. Arseniany (HAsO,*
i H,AsO,"), sa molekularnymi analogami fosfora-
néw 1 hamuja fosforylacje oksydacyjna, tym samym
blokujac tancuch oddechowy. Arseniny [(As(OH),
i H,AsO,7] sa bardziej toksyczne, poniewaz wiaza sig
z grupami tiolowymi, uposledzajac funkcje wielu bia-
fek. Zwiazki As(I1l) powoduja takze zaburzenia w utle-
nianiu, np. pirogronianu, alfa-ketoglutaranu i gluta-
minianu [40].

Mikroorganizmy wyksztalcily rézne mechanizmy
usuwania arsenu z komoérki. Moga one: (i) zmniejszy¢
pobieranie arseniandw przez systemy transportu fosfo-
randéw [14], (ii) przeprowadzi¢ transformacje chemiczne
toksycznych zwiazkéw arsenu (metylacja, demetylacja,
redukcja, utlenianie) oraz (iii) wykorzysta¢ specjalne
systemy detoksykacji arsenu, tzw. systemy ArsC [60].

W niniejszej pracy dokonano przegladu bakterii
odgrywajacych kluczowa rol¢ w biogeochemicznym
obiegu arsenu. Opisano: (i) bakterie oporne na zwiaz-
ki arsenu, (ii) bakterie wykorzystujace arseniany jako
koncowe akceptory elektronéw w procesie oddycha-
nia beztlenowego, a takze (iii) bakterie chemolito-
autotroficzne uzyskujace energi¢ z procesu utleniania
arseninow.
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2. Rozpowszechnienie arsenu w Srodowisku

Arsen jest pierwiastkiem szeroko rozpowszechnio-
nym w skorupie ziemskiej, ale wystgpuje w niej w ilos-
ciach §ladowych (okoto 3,4 ppm) [74]. Wystepuje
w glebie i w mineratach, i moze by¢ rowniez uwalniany
do wody i powietrza. Mineraly arsenowe wchodza
w sktad hydrotermalnych lub metasomatycznych z16z
rud metali, a wérdd ponad 150 istniejacych mineratow
najbardziej rozpowszechnionymi sa: realgar (As,S,),
aurypigment (As,S,), arsenit (As,0,), lelingit (FeAs,)
1 arsenopiryt (FeAsS) [10, 11]. W Polsce najwazniej-
sze zloze mineraldw arsenowych znajduje si¢ w Zto-
tym Stoku (Dolny Slask), a niewielkie ich ilosci
stwierdzono rowniez w Miedziance i Czarnowie kolo
Kamiennej Gory (Dolny Slask).

Arsen jest uwalniany do Srodowiska pod wpltywem:
(1) wietrzenia skat, (ii) erupcji i emisji wulkanéw, oraz
(iii) innych naturalnych proceséw (np. pod wpltywem
dziatania mikroorganizméw). Na obecno$¢ zwiazkoéw
arsenu w glebie, wodzie i powietrzu ma takze wptyw
dziatalno$¢ cztowieka. Do antropogenicznych zrodet
arsenu mozna zaliczy¢: (i) wydobywanie i wytapianie
rud metali niezelaznych, (ii) spalanie drewna i wegla
brunatnego, (iii) stosowanie pestycydow, defoliantow
i herbicydow [6], (iv) stosowanie zwiazkéw arsenu
jako dodatku do pasz dla zwierzat [Roxarsone (kwas
4-hydroksy-3-nitrofenyloarsenowy) i kwas p-arsanilo-
wy (kwas 4-aminofenyloarsenowy)] [54]. Skazeniu
ulega przede wszystkim gleba oraz srodowisko wodne,
a ilosci uwolnionych zwiazkéw prawie czterokrotnie
przewyzszaja te pochodzace z naturalnych zrodet [19].

Arsen jest powszechnym zagrozeniem zdrowia
w wielu czgéciach §wiata. Skazenie wod gruntowych
tym pierwiastkiem stwierdzono w: Bangladeszu [8],
Zachodnim Bengalu w Indiach [21], Tajwanie [16],
Chile [9], P6nocnym Meksyku [13], Argentynie [3, 23,
44] oraz w USA (W Stanach: Kalifornia, Utah, Newa-
da, Washington i Alaska) [72]. W Polsce najwicksze
iloéci arsenu znajduja si¢ w: (i) Bieszczadach, co zwia-
zane jest z wystgpowaniem mineraldow arsenowych
w okolicy Baligrodu, (ii) na Gornym Slasku, co wiaze
si¢ z rozwojem i dzialalno$cia hutnictwa i gornictwa
rud metali, oraz (iii) na Dolnym Slasku w dolinie po-
toku Trujaca i w okolicach Ztotego Stoku, gdzie wy-
stepuja ztoza arsenowe lelingitu i arsenopirytu [36].

3. Mikrobiologiczne transformacje arsenu

Arsen nalezy do pierwiastkow bardzo mobilnych
i w $rodowisku ulega réznorodnym transformacjom
wlaczajac: przemiany chemiczne (procesy redukcji/
utleniania, metylacji/demetylacji) oraz zmiany postaci
fizycznej (ciato stale — ciecz — gaz). Glownym zrédiem
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transformacji arsenu w srodowisku sa organizmy zywe,
a przede wszystkim mikroorganizmy.

Przemiany arsenu przeprowadzane przez drobno-
ustroje prokariotyczne i eukariotyczne stanowia kluczo-
we etapy biogeochemicznego obiegu tego pierwiastka.
Mozemy wyrdzni¢ trzy podstawowe typy biotransfor-
macji:

(i) procesy redukcji, metylacji i demetylacji zwiaz-
kéw arsenu (przeprowadzane przez grzyby, glo-
ny i bakterie),

(i) biosynteza organicznych zwiazkoéw arsenu
(przeprowadzane przez grzyby, glony, bakterie
i archeony),

(iii) przemiany redoks pomigdzy arseninami a arse-
nianami (przeprowadzane przez prokarionty).

Procesy redoks ,,katalizowane” przez bakterie i ar-
cheony sa najwazniejszym elementem biogeochemicz-
nego obiegu arsenu i dlatego zostaly one omdwione
szerzej w rozdz. 4.

3.1. Biometylacja organicznych zwiazkow arsenu

Proces biometylacji pierwszy raz opisano w 1945
roku, gdy wykazano, ze grzyb Scopulariopsis brevi-
caulis jest zdolny do metylacji arsenowodoru [15]. Od
tego czasu opisano wiele gatunkéw grzybow metylu-
jacych zwiazki arsenu. Interesujacym przykladem jest
Candida humicola. Gatunek ten wykazuje zdolnos$¢
do metylacji arsenindw, metyloarsenianéw, oraz dime-
tyloarsenku (DMA) do trimetyloarsenku (TMA) [18].
Z kolei szczep Penicillium sp., wyizolowany przez
Huysmans i Frankerberga w 1991 [30] jest
zdolny nie tylko do metylacji arsenu, ale rowniez do
utleniania powstatego produktu.

Metylacja zwiazkow arsenu zostata wykryta tak-
ze u wielu gatunkéw prokariontdow. W 1971 roku
McBride i Wolfe po raz pierwszy opisali ten
proces u archeona Methanobacterium bryantii [37].
Kilka lat pdzniej wyizolowano Aeromonas sp. i Flavo-
bacterium sp., ktore sa zdolne do metylacji zwiazkow
arsenu [75]. Obecnie wiadomo, ze metylowe pochodne
arsenu produkuja tez: Corynebacterium sp., E. coli,
Proteus sp., Pseudomonas sp., Achromobacter sp.,
Alcaligenes sp., Nocardia sp. [7].

Co ciekawe, mikrobiologiczna metylacja zwiazkow
arsenu wykazuje duze podobienstwo do proceséw
przeprowadzanych w tkankach zwierzat [60]. W tkan-
kach zwierzgcych oraz u grzybow donorem grupy me-
tylowej jest S-adenozylometionina, a produktem me-
tylacji arsenindéw jest kwas dimetyloarsenowy. Z kolei
u bakterii donorem grupy metylowej jest metylo-
kobalamina. We wszystkich przypadkach w procesie
metylacji niezbedne jest takze cytoplazmatyczne biat-
ko, metylotransferaza, ktora wykorzystuje tioredoksy-
n¢ (Trx) jako reduktor [60].
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Warto zaznaczy¢, ze metylacja zwiazkow arsenu nie
jest uniwersalnym mechanizmem opornosci na arsen,
a dla niektorych mikroorganizméw metylowane formy
arsenu moga by¢ bardziej toksyczne niz formy nieme-
tylowane [64]. Z kolei niewiele wiadomo na temat od-
wrotnego procesu, a mianowicie demetylacji organicz-
nych pochodnych arsenu. Nie zidentyfikowano dotad
zadnych enzymoéw (ani gen6w) odpowiedzialnych za
proces demetylacji organicznych pochodnych arsenu.

3.2. Redukcja arsenianéw — mechanizm opornosci

W celu ochrony przed toksycznym dziataniem arse-
nu mikroorganizmy wyksztatcily rdzne strategie deto-
ksykacji. Najbardziej powszechnym i najlepiej pozna-
nym mikrobiologicznym mechanizmem oporno$ci na
arsen sa tzw. systemy ars. Mechanizm dziatania po-
lega na redukcji arsenianow [As(V)], a nastgpnie usu-
waniu powstatych arsenindw [As(IIl)] poza komorke.
Systemy ars wystepuja zaré6wno u bakterii Gram-
dodatnich, gramujemnych jak i u archeonow. Proces
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redukcji As(V) do As(IIl) wykryto takze u Saccharo-
myces cerevisiae.

Determinanty genetyczne odpowiedzialne za me-
chanizm redukcji arseniand6w moga znajdowaé si¢ na
chromosomach lub plazmidach i moga wystepowac
razem z genami opornosci na inne metale cig¢zkie, np.
na antymon Sb(III) [12]. Systemy ars tworza operony
sktadajace si¢ z minimum trzech gendéw podlegajacych
wspolnej transkrypcji: arsR, arsB i arsC [61]. Gen arsR
koduje biatko regulatorowe odpowiedzialne za ekspre-
sj¢ operonu ars, gen arsB — specyficzny transporter
As(III), a arsC — cytoplazmatyczna reduktazg arsenia-
nowa. W operonach ars moga wystgpowac dodatko-
we geny: arsA i arsD. Bialko ArsA jest rozpuszczalna
podjednostka ATPazy aktywowana poprzez obecnos¢
metalu cigzkiego. ArsA tworzy kompleks z btonowym
biatkiem ArsB, i posrednio (jako kompleks ArsAB)
uczestniczy w usuwaniu As(III) poza komorke [70].
Biatko ArsD petni funkcje drugiego, poza ArsR, re-
gulatora operonu ars. Jak si¢ wydaje, biatko ArsD
jest regulatorem dzialajacym in trans, niezaleznym od

Rys. 1. Schemat organizacji operonu ars [A] oraz mechanizm dziatania systemu ars [B]

Gen arsR koduje biatko regulatorowe (ArsR) odpowiedzialne za ekspresjg¢ operonu ars, gen arsD koduje drugi regulator — biatko ArsD.
Gen arsB koduje specyficzny transporter As(III) (biatko ArsB), arsC cytoplazmatyczna reduktazg arsenianowa (biatko ArsC), z kolei ars4 koduje
ATPazg (biatko ArsA), ktora tworzy kompleks z ArsB, i posrednio (jako kompleks ArsAB) uczestniczy w usuwaniu As(III) poza komorke.
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czynnikoéw indukujacych [27]. Schemat organizacji
operonu ars oraz mechanizm dziatania systemu ars
przedstawiono na rys. 1.

Podstawowym enzymem w systemach arsC jest
cytoplazmatyczna reduktaza arsenianowa ArsC. Na
podstawie przeprowadzonych analiz filogenetycznych
sekwencji biatkowych wykazano, ze istniejq trzy od-
dzielne grupy cytoplazmatycznych reduktaz arsenia-
nowych, ktére maja taka sama funkcje biochemiczna,
ale r6zne pochodzenie ewolucyjne [38]. Archetypem
pierwszej grupy reduktaz arsenianowych jest reduktaza
kodowana przez plazmid R773 E. coli, ktora wyko-
rzystuje glutaredoksyne (Grx) i glutation (GSH) jako
reduktor. Reprezentantem drugiej rodziny jest reduk-
taza ArsC kodowana przez plazmid pl258 Staphylo-
coccus aureus, ktora wykorzystuje tioredoksyng (Trx)
jako reduktor i jest spokrewniona z rodzing LmwPTPaz
(Low-molecular-weight protein tyrosine phosphatase).
Trzecia rodzing reprezentuje reduktaza Acr2p z S. cere-
visiae, jedyna do tej pory zidentyfikowana eukariotycz-
na reduktaza arsenianowa. Nalezy ona do super-rodzi-
ny PTPaz (protein tyrosine phosphatase), w sktad ktorej
wchodza fosfatazy cyklu komoérkowego Cdc25a.

4. Procesy redoks

Zrodlem energii dla organizméw chemotroficz-
nych sa reakcje utleniania i redukcji (reakcje redoks),
w ktorych elektrony sg przenoszone z jednego pier-
wiastka lub zwiazku na inny zwiazek lub pierwiastek.
Reakcje redoks powoduja zmiany konfiguracji elek-
tronowej danego pierwiastka (zwiazku), co bardzo
czgsto zmienia jego wlasciwosci oraz reaktywnos$¢.
Abiotyczne procesy redoks zachodza bardzo powoli,
za$ reakcje katalizowane przez mikroorganizmy sa
duzo szybsze i bardziej rozpowszechnione w $rodo-
wisku naturalnym.

Reakcje utleniania i redukcji przeprowadzane przez
mikroorganizmy sa zazwyczaj wykorzystywane w pro-
cesach oddechowych do uzyskiwania energii. Utlenianie
zwiazkow organicznych lub nieorganicznych (donory
elektrondw) sprzezone z redukcja tlenu czasteczkowe-
go (O,) jest procesem oddychania tlenowego i wiaze
sig¢ z powstawaniem wody. Z kolei w oddychaniu bez-
tlenowym utlenianie donorow elektrondéw jest potaczo-
ne z redukcja innych niz tlen akceptorow elektronow,
w wyniku czego powstaja inne produkty koncowe.

Zaréwno mikrobiologiczne utlenianie arseninow
jak i beztlenowe procesy oddychanie arsenianowe zna-
czaco wpltywaja na obieg biogeochemiczny arsenu.
W pierwszej czgsci tego rozdzialu zostaly uméwione
mikroorganizmy, ktore wykorzystuja arseniany jako
ostateczne akceptory elektrondow, za§ w drugiej omowio-
no bakterie 1 archeony utleniajace arseniny.
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4.1. Dysymilacyjna redukcja arsenianéow

Bakteryjny proces redukcji arsenianéw do arseni-
néw moze towarzyszy¢ utlenianiu substratow orga-
nicznych lub wodoru, a wynikiem tego sprzgzenia jest
synteza ATP. Caly proces utleniania zwiazkow orga-
nicznych, w polaczeniu z redukcja As(V) do As(Ill),
jest korzystny energetycznie ze wzgledu na powstajacy
potencjat redoks As(V)/As(III), ktory wynosi + 135 mV.

Obecnie znanych jest okoto 30 organizmoéw proka-
riotycznych zdolnych do dysymilacyjnej redukcji ar-
senianow. Wsrdd nich sa beztlenowce z réznych grup
Bacteria 1 Archaea. Ponad 20 gatunkéw mikroorga-
nizméw oddychajacych arsenianami (redukujacych
arseniany) zostato wyizolowanych w postaci czystych
kultur i sklasyfikowanych do nastepujacych typow
prokariontow: Proteobacteria (y, 0 i¢€), Firmicutes,
,,Deinococcus-Thermus”, Chrysiogenetes oraz do Cre-
narchaeota [48). Zrdznicowanie filogenetyczne mikro-
organizméw prokariotycznych zdolnych do dysymila-
cyjnej redukcji arseniandw przedstawia rys. 2.

Mikroorganizmy zdolne do oddychania arsenia-
nowego byly izolowane z réznych $rodowisk w tym:
z osadow stodkowodnych, uj$¢ rzek, jezior, goracych
zrodel, kopalni ztota [47], z podpowierzchniowych
formacji wodonosnych [55], z otwordéw termicznych
w skorupie ziemskiej na dnie oceanu [68] oraz prze-
wodu pokarmowego zwierzat [28]. Wérod mikroorga-
nizmow wykorzystujacych arseniany jako koncowe
akceptory elektronow znajduja si¢ takze ekstremofile
przystosowane do wysokich temperatur, pH czy zaso-
lenia [26, 29, 67].

Pierwszymi opisanymi bakteriami zdolnymi do od-
dychania arsenianowego byty dwa blisko spokrewnio-
ne gatunki nalezace do e-Proteobacteria: Sulfurospi-
rillum arsenophilum MIT-13 1 S. barnesii SES-3 [1, 35,
65]. Szczep S. arsenophilum MIT-13 zostal wyizolo-
wany z zanieczyszczonych arsenem osadow zlewiska
Aberjona w USA [1]. Bakteria ta utlenia mleczan do
CO,, jednoczesnie redukujac As(V) do As(IlI), dzigki
czemu uzyskuje energig potrzebna do wzrostu. S. arse-
nophilum moze roéwniez wykorzystywac¢: H, i octan,
lub pirogronian jako alternatywne donory elektronéw,
oraz azotany i fumaran jako akceptory elektronow.
Z kolei szczep S. barnesii SES-3 zostal wyizolowany
z bogatych w zwiazki selenu bagien we wschodniej
Newadzie (USA). Szczep SES-3 moze wykorzystywaé
octan, pirogronian, mleczan i wodor jako donor elek-
tronow, a jako akceptor elektronéw oprocz arseniandow
moze wykorzystywaé: fumaran, Fe(Ill), tiosiarczan,
siarke elementarna, azotany, DMSO i inne [66]. Bar-
dzo interesujacym przyktadem jest takze szczep Gram-
dodatniej bakterii, Desulfotomaculum auripigmentum
OREX-4, wyizolowanej ze stodkowodnych osadéw
jeziora Upper Mystic w Winchester, w USA [43]. Utle-
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Rys. 2. Drzewo filogenetyczne mikroorganizméw prokariotycznych zdolnych do dysymilacyjnej redukcji arsenianow

Pokrewienstwo filogenetyczne pomigdzy genami 16S rRNA wyznaczono metoda najwigkszej parsymonii z metoda nieparametryczng bootstrap.

nia on: Hz, H, i octan, ma$lan, pirogronian, mleczan,
jabtczan, glicerol i etanol, wykorzystujac: siarczany,
siarczyny, tiosiarczany, fumaran i przede wszystkim
arseniany jako akceptory elektronow.

Pierwsza oczyszczona i scharakteryzowana reduk-
taza odpowiedzialna za dysymilacyjna redukcje As(V)
byl enzym wyizolowany z Chrysiogenes arsenatis
[35]. Reduktaza tej bakterii jest peryplazmatycznym
molibdoenzymem nalezacym do rodziny reduktaz
DMSO. Sktada si¢ z dwoch podjednostek: wigkszej
ArrA (87 kD) zawierajacej centrum zelazo-siarkowe
[4Fe-4S], oraz mniejszej ArrB (29 kD) zawierajacej
zgrupowanie zelazo-siarkowe [Fe-S] [33]. Rownie

dobrze zostata scharakteryzowana reduktaza arsenia-
nowa gramdodatniej, haloalkalofilnej bakterii Bacillus
selenitireducens. Wykazuje ona duze podobienstwo,
na poziomie sekwencji nukleotydowej (50% podo-
bienstwa) oraz na poziomie aminokwasowym (obie
podjednostki ArrA i ArrB wykazuja 85% podobien-
stwa), do reduktazy C. arsenatis. Niezwykle interesuja-
ca jest takze Gram-ujemna bakteria z rodzaju Shewa-
nella. Na podstawie przeprowadzonej analizy in silico

wykazano, ze szczep Shewanella ANA-3 posiada
w swoim genomie operon ars (kodujacy reduktaze
cytoplazmatyczna) oraz geny arrd i arrB, kodujace
dysymilacyjna reduktaze arsenianowg (zlokalizowana
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w btonie komoérkowej). Geny te koduja odpowiednio:
(i) potencjalne biatko ArrA, zawierajace motyw zela-
zo-siarkowy 1 molibdenowy kofaktor piranopteryno-
wy oraz (ii) potencjalne biatko ArrB, zawierajace trzy
[4Fe-4s] oraz jedno [3Fe-4S] zgrupowania zelazo-siar-
kowe [56]. Homologi operonu arr zostaty takze ziden-
tyfikowane w genomach Desulfofitobacterium haf-
niense [45], Wolinella succinogenes [28], Desulfospo-
rosinus sp. Y5 [51].

4.2. Mikrobiologiczne utlenianie arseninéw

Chemiczne utlenianie As(I1I) do As(V) w obecnos-
ci samego tlenu jest procesem bardzo powolnym [17].
Aby zwigkszy¢ szybkos§¢ reakcji utleniania, nalezy za-
stosowac¢ odpowiedni katalizator [33]. Skutecznymi
utleniaczami chemicznymi sa: wolny chlor (Cl,), pod-
chloryn, ozon czy nadmanganian. Ze wzgledu na wy-
stgpowanie skutkow ubocznych (utlenianie innych
zwiazkow w Srodowisku, powstawanie produktow
ubocznych oraz pozostatosci po utleniaczach), wymie-
nione wyzej chemiczne utleniacze nie sa w zasadzie
stosowane w Srodowisku naturalnym. Alternatywa do
chemicznego utleniania As(III) w $rodowisku jest za-
stosowanie naturalnych katalizatoréw biologicznych.

Wigkszos$¢ arseninéw wystepujacych w Srodowi-
sku jest utleniana z udzialem mikroorganizméw [69].
Pierwsze doniesienia o mikrobiologicznym utlenianiu
arsenu pochodza z roku 1918, kiedy to Green wy-
izolowat i1 opisat szczep Achromobacter zdolny do
utleniania arsenindéw do arsenianoéw [25]. Od tego cza-
su wyizolowano i scharakteryzowano wiele gatunkéw
z roznych grup Bacteria i Archaea zdolnych do utlenia-
nia As(IIT) [42]. W$rod bakterii zdolnych do utleniania
arseninéw wigkszo$¢ stanowia chemoorganoheterotro-
fy, ktéore do wzrostu wymagaja organicznego zrddla
wegla. Naleza do nich: o, B i vy Proteobakterie, bakterie
z grupy ,,Deinococcus-Thermus oraz archeony z typu
Crenarchaeota. Znane sa rowniez bakterie utleniajace
arseniny zdolne do wzrostu chemolitoautotroficznego.
Do chemolitoautotroficznych bakterii arsenowych mo-
zemy zaliczy¢ sze$¢ szczepow nalezacych do «-Proteo-
bacteria: Ben-5, NT-2, NT-3, NT-4, Nt-25 i NT-26
[57], dwa do y-proteobacteria — szczep MHLE-1 [46]
oraz Pseudomonas arsenitoxidans [31], oraz dwa
szczepy zaliczone do B-Proteobacteria: Herminiimonas
arsenicoxydans ULPAs] [39] oraz Thiomonas arseni-
vorans b6" [5]. Zroznicowanie filogenetyczne bakterii
utleniajacych arseniny przedstawia rys. 3.

W przypadku bakterii heterotroficznych utlenianie
arseninéw jest gtdéwnie mechanizmem detoksykacji,
polegajacym na transformacji As(III) do mniej tok-
sycznej formy As(V). Przedstawiona nizej reakcja
utleniania arseninéw przez bakterie heterotroficzne,
pomimo ze jest reakcja egzoergiczna, nie jest wyko-
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rzystywana do zdobywania energii potrzebnej do
wzrostu komorek:

2 H;AsO, + O, -~ HAsO,> + HAsO, +

+3 H" (AGY = - 256 kj/Rx)

Zupehie inaczej przedstawia si¢ sytuacja w przy-
padku bakterii chemolitoautotroficznych. Utlenianie
arseninow, peliacych funkcj¢ donora elektronow, jest
sprzgzone z tancuchem transportu elektrondow i z re-
dukcja tlenu lub azotandéw oraz wiaze si¢ z pozyski-
waniem energii do wigzania CO, i wzrostu komorek.

Ze wszystkich bakterii utleniajacych arseniny do
arsenianOw najlepiej poznana jest heterotroficzna bak-
teria Alcaligenes faecalis [50]. Oksydaza arseninowa
A. faecalis jest czgScia skladowa peryplazmatycznego
tancucha transportu elektronow, w ktorego sktad wcho-
dza takze: azuryn, cytochrom ¢ i oksydaza cytochro-
mu c¢. Oksydaza arseninowa tej bakterii jest jedno-
rdzeniowym molibdoenzymem, nalezacym do rodziny
reduktaz DMSO podobnych do reduktaz arseniano-
wych (Arr) [2]. Jest ona heterodimerem, z duza pod-
jednostka katalityczna AsoA (~85 kD), zawierajaca
atom molibdenu polaczony z dwiema pterynami i zgru-
powaniem [3Fe-4S], oraz z mniejsza podjednostka
AsoB (~14 kD) (najprawdopodobniej petniaca funkcje
przenosénika elektron6w), zawierajaca motyw Rieske’go
[2Fe-2S] [2], ktory jest typowy dla molibdoenzymow.

Scharakteryzowana zostata rowniez oksydaza arse-
ninowa chemolitoautotroficznego szczepu Rhizobium
sp. NT-26 [58] oraz heterotroficznego szczepu Hydro-
genophaga sp. NT-14 [73]. Podobnie jak w przypadku
A. faecalis sa to enzymy peryplazmatyczne sktadajace
si¢ z dwoch heterologicznych podjednostek. Wigksza
podjednostka AroA (98 kD) wykazuje duze podo-
bienstwo do molibdenowych podjednostek reduktaz
DMSO, za$ mniejsza podjednostka AroB (14 kD) za-
wiera motyw zelazowo-siarkowy Rieske’go [58].

Utlenianie As(III) z udziatlem ,,mikrobiologicznych
katalizatorow” staje si¢ podstawa powstajacych obec-
nie systemow bioremediacyjnych usuwajacych arse-
niny. W 2002 roku zespdt badawczy Battaglia-
Brunet opisal proces utleniania arsenindw przez
populacjg bakterii nazwanych CASO1, a nastgpnie im-
mobilizacje powstatych arseniandéw [As (V)] na silnych
adsorbentach [4]. Bardzo skutecznym mikrobiologicz-
nym utleniaczem okazatl si¢ takze szczep Herminiimo-
nas arsenicoxidans ULPAs] wyizolowany ze $ciekdw
przemystowych zanieczyszczonych arsenem [62]. Za-
interesowanie tematem bioremediacji arsenu ze srodo-
wiska 1 poszukiwania mikroorganizméw uzytecznych
w procesach detoksykacji sSrodowisk skazonych As(III)
doprowadzito do wyizolowania kilku nowych ga-
tunkow bakterii utleniajacych As(III). W 2001 roku
Gihring 1 Banfield wyizolowali z goracych
zrodel Growler Hot Spring w poinocnej Kalifornii
w USA bardzo interesujacy, termofilny szczep Thermus
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Rys. 3. Drzewo filogenetyczne mikroorganizméow prokariotycznych utleniajacych arseniny

Pokrewienstwo filogenetyczne pomigdzy genami 16S rRNA wyznaczono metoda najwigkszej parsymonii z metoda nieparametryczng bootstrap.
O - zaznaczono bakterie heterotroficzne, natomiast ® — zaznaczono bakterie chemolitoautotroficzne.

HR13 [26]. W warunkach tlenowych utlenia on As(III)
w celach detoksykacji, nie wykorzystujac powstatej
energii. Natomiast w warunkach beztlenowych w obec-
nosci mleczanu wykorzystuje As(V) jako koncowy ak-
ceptor elektronow. Réwnie ciekawy jest chemolitoauto-
troficzny szczep MHLE-1, wyizolowany z Mono Lake
w Kalifornii (USA) [46]. Moze on wykorzystywac
oprécz arsenindw inne donory elektronow: siarczki
lub gazowy wodor (H,). Jest takze zdolny do wzrostu
heterotroficznego oraz potrafi wykorzystywac azota-
ny jako koncowy akceptory elektronow [46].

5. Biogeochemiczny obieg arsenu

Mikroorganizmy petnia istotna role w wielu reak-
cjach geochemicznych, ktére maja posredni lub bez-
posredni wplyw na specjacje arsenu w $rodowisku.
Nieorganiczne formy arsenu, arseniny [As(III)] i arse-

niany [As(V)], moga by¢ odpowiednio utleniane badz
redukowane w zaleznosci od aktywnosci mikroorga-
nizmoéw. Arsen nieorganiczny ulega takze metylacji
1 wowczas moga powstawac: kwas monometyloarse-
nowy (MMAA — monomethylarsonic acid), kwas di-
metyloarsenawy (DMAA — dimethylarsinic acid) oraz
tlenek trojmetyloarsenku (TMAO — trimethyl arsine
oxide) [71]. Niektére mikroorganizmy sa takze zdolne
do demetylacji organicznych form arsenu do zwiaz-
koéw nieorganicznych [63]. Rozpuszczalne zwiazki
arsenu moga by¢ przeksztalcone przez mikroorganizmy
w gazowe arsenki. As(V) i As(III) moga by¢ reduko-
wane do arsenowodoru [AsH,], MMAA do monome-
tyloarsenku [MMA — monmethyl arsine], DMAA do
dimetyloarsenku [DMA, dimethyl arsine] oraz TMAO
do trojmetyloarsenku [TMA — trimethyl arsine] [19].
W zalezno$ci od typu Srodowiska oraz od mikroor-
ganizmow w nim wystgpujacych mozemy wyr6znié



282

LUKASZ DREWNIAK, ALEKSANDRA SKEODOWSKA

AsH
/—i%

As(1ID
»

ATMOSFERA | ¥ DMA
o TMA
MMAA r

MMA

-
-

=
Z
OPADY DESZCZU %
PYLY =
5
MMAA
RS DMAA
GLEBA s TMAO
&@ o1
0

0@@

Rys. 4. Schemat gazowego obiegu arsenu (wg Trupeinen i wsp., 2002 za zgoda wydawcy)
MMAA - kwas monometyloarsenowy (monomethylarsonic acid), DMAA — kwas dimetyloarsenawy (dimethylarsinic acid),
TMAO - tlenek trojmetyloarsenku (trimethyl arsine oxide), MMA — monometylo arsenek (monmethyl arsine),
DMA - dimetylo arsenek (dimethylarsine), TMA — trimetylo arsenek (trimethylarsine).

gazowy i sedymentacyjny obieg biogeochemiczny ar-
senu. O gazowym (globalnym) cyklu méwimy w przy-
padku, gdy arsen przechodzi w posta¢ gazowa i moze
przemieszczaé¢ sig¢ na wigksze odleglosci. Natomiast
obieg sedymentacyjny ma miejsce, gdy arsen nie prze-
chodzi w posta¢ gazowa, a jest jedynie osadzany
w glebie lub na dnie oceanéw lub zbiornikéw wod-
nych na skutek ciazenia, jest to wigc cykl lokalny.

W 1977 roku Woolson [76] opisal ,,gazowe”
przemiany arsenu wystepujacego w glebie. As(V) jest
redukowany do As(Ill), a nastgpnie w wyniku kolej-
nych reakcji metylacji As(Ill) pojawia si¢ trojmetylo-

arsenck (TMA). Powstate arsenki moga by¢ przeno-
szone wraz z wiatrem na duze odleglosci lub w zalez-
nosci od warunkéw srodowiskowych moga by¢ od razu
utleniane. Z kolei utlenianie metylowych pochodnych
arsenu przywraca formy nieorganiczne, ktoére wraz
z deszczem lub jako pyly powracaja do gleby [52].
Schemat gazowego obiegu arsenu przedstawia rys. 4.

Szlaki lokalnego (sedymentacyjnego) obiegu arse-
nu sa bardziej ztozone i Scisle zaleza od warunkow
srodowiska. W ostatnich latach zostato przedstawio-
nych kilka teorii wyjasniajacych mikrobiologiczna
mobilizacje arsenu w zbiornikach wodnych, osadach

AsS CH,0
FeAsA ferrihydryt [FesO3(OH)g] + As(V)
! errihydryt [FesO3 ol + AS
A2S co, As(V) ..... Fe (lll) skorodyt (FeAsO, x 2H,0)
As(V) ..... AL G1umina (AI,03) + As(V)
Ve
@6\)
As(l11)

Rys. 5. Schemat lokalnego obiegu arsenu wg Oremland i Stolz (2003)

Arsen pierwotnie wystgpuje w zredukowanych mineratach takich jak: realgar (AsS), aurypigment (As,S;), czy arsenopiryt (FeAsS). Chemolitoauto-

troficzne bakterie zdolne do utleniania zwiazkow arsenu i asymilacji CO, do zwiazkoéw organicznych, ,,atakuja” te mineraty i uwalniaja As(V)

do srodowiska. As(V) moze by¢ nastgpnie adsorbowany na powierzchni utlenionych mineratow takich jak: ferrihydryt, skorodyt czy alumina. Jezeli

zostang dostarczone zwiazki organiczne (np. z poktadéw torfu), to w warunkach beztlenowych As(V) moze zosta¢ zredukowany przez chemoorgano-
heterotrofy, a powstaty As(IIl) jest uwolniany do srodowiska, w zwiazku z czym nie jest to obieg zamknigty
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i glebie [49]. Wszystkie one opisuja zaleznosci biogeo-
chemiczne pomigdzy mikroorganizmami, zwiazkami
arsenu, oraz innymi zwiazkami nieorganicznymi (gtow-
nie zelaza, manganu oraz siarki). Ogdlny schemat
lokalnego obiegu arsenu przedstawiono na rys. 5.
W srodowiskach bogatych w zwiazki zelaza nastepuje
silna adsorpcja As(V) na Fe(Ill). Jezeli w takich wa-
runkach znajdzie si¢ bakteria zdolna do redukcji
Fe(II) do rozpuszczalnego Fe(Il), nastgpuje wowczas
uwalnianie As(V) do $rodowiska. Taki mechanizm
mobilizacji arsenu zostat opisany na przyktadzie bak-
terii Shewanella alga. Jest ona zdolna do redukcji ze-
laza wystepujacego w skorodycie (FeAsO,x2H,0)
[20]. Zupehnie inaczej jest w przypadku bakterii zdol-
nych do redukcji As(V). Wéowcezas do srodowiska sa
uwalnianie przede wszystkim jony As(III). W 1997 r.
Ahmann i wsp. opisali proces uwalniania As(III)
ze stalego arsenianu zelaza (FeAsO,) za posrednic-
twem Sulfurospirillum arsenophilum [1]. Bakterie
zdolne do redukcji As(V) i Fe (III) uwalniaja do $ro-
dowiska As(III) oraz Fe(Il). Nalezy do nich wspomina-
ny wczesniej szczep Sulfurospirillum barnesii SES-3.
Szczep SES-3, podobnie jak i inne bakterie zdolne do
dysymilacyjnej redukcji arsenianéw, moze wykorzy-
stywac rozne akceptory elektronéw. Moze on uwal-
nia¢ As(III) oraz Fe(Il) z ferryhydrytu [Fe;,O5(OH),],
na ktérym poczatkowo byt wytracony As(V).

6. Podsumowanie

W prawie wszystkich zsekwencjonowanych geno-
mach bakterii i archeonow wystgpuja geny ars kodu-
jace oporno$¢ na As(V) i/lub As(Ill). W bazie danych
Entrez Nucleotide [76] obecnie znajduje si¢ ponad
1000 sekwencji genu arsC (koduje cytoplazmatyczng
reduktaze arsenianowa) oraz prawie 300 sekwencji
genu arsB [koduje specyficzny transporter As(III)].
Ilo$¢ sekwencji gendw ars zdeponowanych w bazach
danych $§wiadczy o ich rozpowszechnieniu u pro-
kariotow oraz posrednio o silnej toksyczno$ci arsenu
w $Srodowisku.

W wigkszos$ci przypadkéw mikroorganizmy wy-
ksztatcily tylko mechanizmy usuwajace arsen poza ko-
morke. Mikroorganizmy redukujace As(V) uwalniaja
do srodowiska bardziej toksyczne formy As(III), tym
samym zwigkszajac stopien jego zanieczyszczenia.
Z kolei bakterie utleniajace arseniny moga by¢ wy-
korzystane w procesach bioremediacji wod pitnych
skazonych arsenem. Mikrobiologiczne utlenianie arse-
ninow [As(II1)], a nastepnie adsorpcja powstatych arse-
nianow [As(V)] na silnych adsorbentach [np. Fe(III)]
moze w przysztosci sta¢ si¢ wydajnym sposobem usu-
wania arsenu. Oprocz bakterii w systemach bioreme-
diacyjnych prébuje si¢ takze wykorzysta¢ ro$liny.
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Bakteryjny gen arsC kodujacy cytoplazmatyczna re-
duktaze arsenianowa oraz gen kodujacy enzym odpo-
wiedzialny za nadprodukcjg glutationu u roslin, zostaty
sklonowane w Arabidopsis thaliana [24]. Taka ro§lina
transgeniczna jest oporna na bardzo duze stezenia
As(V) i ma zdolnos$c do odktadania przeksztalconego
arsenu w przestrzeniach migdzykomoérkowych.

Obecnie prowadzone sg takze badania srodowisko-
we niezwiazane z technikami hodowli mikroorganiz-
moéw (z dziedziny tzw. metagenomiki), ktoére maja na
celu poznanie gendéw oraz bialek zwiazanych z meta-
bolizmem arsenu. Jej najwigkszym osiagnigciem jest
zidentyfikowanie ponad 160 roznych genow aroA, ko-
dujacych oksydazg arseninows. Ze skazonych arsenem
gleb, osadow oraz goracych zrodet w USA 1 Australii
wyizolowano DNA, na matrycy, ktorego zamplifiko-
wano bakteryjne geny aroA. Zamplifikowane geny
sklonowano i zsekwencjonowano. Z pobranych probek
wyizolowano ponadto RNA, a nast¢pnie przeprowa-
dzono odwrotna transkrypcje¢ (RT-PCR). Okazalo sig,
ze ekspresja gendw aroAd zachodzi podczas utleniania
arseninow bezposrednio w srodowisku oraz w warun-
kach laboratoryjnych [32]. Uzyskane wyniki (160 r6z-
nych gendéw aroA) sugeruja, ze geny oksydazy arseni-
nowej sa rozpowszechnione wsérod bakterii 1 ogrywaja
istotna rolg w biogeochemicznym cyklu arsenu.

Podsumowujac warto podkresli¢ role badan nad
mikrobiologicznym metabolizmem arsenu. Poznanie
i zrozumienie mikrobiologicznych mechanizméow
transformacji arsenu by¢ moze pozwoli na skonstru-
owanie odpowiednich narzedzi biotechnologicznych
umozliwiajacych efektywne oczyszczanie $rodowisk
skazonych arsenem.
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