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Abkürzungsverzeichnis 
 

A..   Acidithiobacillus 

A. deion. Aqua deionisata 

A. dest. Aqua destilata 

ATCC  American Type Culture Collection 

bp  Basenpaar 

bzw.  beziehungsweise 

°C  Grad Celsius 

ca.  circa 

d  Tag 

DEV  Deutsches Einheitsverfahren 

DGGE  Denaturierende Gradientengelelektrophorese 

d.h.  das heisst 

dNTP  Desoxynukleosidtriphosphat 

DSM  Deutsche Stammsammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

EPS  extrazelluläre, polymere Substanzen 

et al.  et altera 

Fa.  Firma 

g  Gramm 

x g  Vielfaches der Erdbeschleunigung 

G+C  Guanin + Cytosin 

h  Stunde 

k...  kilo... 

konz.  konzentriert 

L  Liter 

m  Meter 

m...  Milli... 

mA  Milli-Ampere 

MIC  minimale inhibierende Konzentration 

min  Minute 

N  Normalität 
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N.  Nevskia 

n...  Nano... 

NaOH  Natronlauge 

PCR  Polymerase chain reaction 

pH  negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 

RuBisCo   Ribulose 1,5-Bisphosphat Carboxylase 

s.o.  siehe oben 

s.u.  siehe unten 

Tris  Tris(hydroxymethyl-)aminomethan 

Upm  Umdrehungen pro Minute 

V  Volt 

v  Volumen 

w  Gewicht 

µ...  Mikro... 

%  Prozent 
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1. Zusammenfassung 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen des Acidithiobacillus ferrooxidans 

Stammes SPIII/3 aus der Stammsammlung der AG Geomikrobiologie an der Universität 

Hamburg morphologisch, physiologisch und molekularbiologisch charakterisiert. Sämtliche 

Untersuchungen wurden zum Vergleich auch an Zellen des A. ferrooxidans Typstammes 

ATCC 23270 und denen des genetisch mit dem Stamm SPIII/3 sehr eng verwandten Stammes 

DSM 2392 durchgeführt. Untersucht wurde die Morphologie der Zellen anhand von 

Ultradünnschnitten und Färbepräparaten. Weiterhin wurden die Stämme auf verwertbare 

Energiequellen, pH-, Temperatur-Optimum, Halo- und Schwermetalltoleranz untersucht. 

Molekularbiologisch wurden die verwandtschaftlichen Verhältnisse zwischen den drei 

Stämmen der Art A. ferrooxidans mit Hilfe der DGGE überprüft. Weiterhin wurden die 

Zellen auf ihren Cytochromgehalt untersucht.  

 
• Die Zellen der drei genannten Stämme sind Gram-negative, monopolar und monotrich 

begeißelte Stäbchen. Die Zellen der A. ferrooxidans Stämme SPIII/3 und DSM 2392 

weichen teilweise von dieser Stäbchenform ab und bilden pleomorphe Zellen aus.  

• Die Größe der Zellen schwankt bei dem A. ferrooxidans Stamm ATCC 23270 

zwischen 1-2 µm in der Länge und 0,3-0,5 µm in der Breite. Bei den A. ferrooxidans 

Stämmen SPIII/3 und DSM 2329 können, je nach Wachstumsphase Zellen mit einer 

Länge von 1 bis 10 µm und 0,5 µm in der Breite beobachtet werden.  

• Die Zellen der drei Stämme wachsen obligat autotroph und zeichnen sich durch den 

Besitz von Carboxysomen aus. Außerdem sind im Cytoplasma der Zellen 

Polyphosphat-Speichertropfen vorhanden.  

• Die A. ferrooxidans Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392 wachsen 

chemolithotroph mit dem Substrat Eisen(II)-Ionen. Für die Zellen des Stammes DSM 

2392 stellt dies die einzig bekannte Energiequelle dar. Die Zellen des Stammes SPIII/3 

können wie der Typstamm ATCC 23270 auch elementaren Schwefel, Pyrit und 

Chalkopyrit oxidieren. Die Zellen von ATCC 23270 sind zusätzlich zur Oxidation 

weiterer reduzierter Schwefelverbindungen und von Metallsulfiden wie Galena und 

Sphalerit befähigt.  
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• Die Zellen aller drei Stämme werden durch Konzentrationen von 100 µM an 

organischen Säuren wie Succinat, Pyruvat und Acetat im Wachstum gehemmt. 

Glucose in der gleichen Konzentration hemmt nicht das Wachstum.  

• Eine Natriumchlorid-Konzentration von 270 mM hemmt die Zellen des A. 

ferrooxidans Typstammes ATCC 23270 in ihrem Wachstum. Die Stämme SPIII/3 und 

DSM 2392 tolerieren 110 bzw. 80 mM Natriumchlorid.  

• Kobalt(II)- oder Nickel(II)-Ionen in Konzentration von 10 g/L hemmen die Zellen der 

Stämme ATCC 23270 und SPIII/3 in ihrem Wachstum. Lediglich der Stamm DSM 

2392 kann noch bei einer Kobalt(II)-Konzentration von 14 g/L wachsen, Nickel(II)-

Ionen hemmen die Zellen dieses Stammes bei einer Konzentration von 10 g/L. Kupfer 

tolerieren alle Stämme bis zu einer Konzentration von 30 g/L.  

• Das pH-Optimum liegt für die Zellen aller drei Stämme um 2.  

• Das Temperatur-Optimum liegt bei den Zellen des Typstammes ATCC 23270 

zwischen 32 und 35°C. Bei den Stämmen SPIII/3 und DSM 2392 liegen die Optima 

bei 28°C bzw. 25°C.  

• Die Stämme SPIII/3 und DSM 2392 gehören, mit 99,6 % Homologie in der 16S 

rDNA, in eine Verwandtschaftsgruppe. Der Stamm ATCC 23270 gehört aufgrund 

seiner Homologiewerte von 85 % zu den Stämmen SPIII/3 und DSM 2392 in eine 

andere Verwandtschaftsgruppe.   

• Alle drei Stämme besitzen Cytochrom c.  

• Fast man die Ergebnisse zusammen, so sind aufgrund der molekularbiologischen, 

morphologischen und physiologischen Eigenschaften sowie der bei der DSMZ von 

Prof. Dr. Stackebrandt und Dr. Schumann durchgeführten Untersuchungen die A. 

ferrooxidans Stämme SPIII/3 und DSM 2392 in eine neue Gattung innerhalb der γ-

Proteobakterien und nicht bei A. ferrooxidans oder Nevskia ramosa einzuordnen.  
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2. Einleitung 
 

Winogradsky (1887, 1922) hat Ende des 19. Jahrhunderts beschrieben, dass es spezialisierten 

Organismen möglich ist, aus der Oxidation von anorganischen Verbindungen Energie zu 

gewinnen. Damit hat er die Hypothese der Chemolithotrophie geprägt. Wichtige Vertreter 

unter den chemolithotrophen Bakterien sind die eisen(II)-ionen- und schwefeloxidierenden 

Bakterien. Diese stehen seit über 100 Jahren im Fokus der Forschung (Van Niel, 1946), da 

angenommen wurde, Rückschlüsse auf erdgeschichtlich frühe Biozönosen ziehen zu können. 

Weiterhin spielen diese Bakteriengruppen in industriellen und biotechnologischen Prozessen 

eine wichtige Rolle. Bakterien, wie Acidithiobacillus ferrooxidans und Leptospirillum 

ferrooxidans, sind bevorzugte Forschungsobjekte, wenn es um die Erforschung von 

Laugungsmechanismen geht (Tuovinen und Kelly 1972, Sand et al. 1992).  

Basierte die systematische Einordnung anfangs noch auf klassischen, physiologischen 

Analysen, so erfuhr die mikrobielle Systematik in den letzten 25 Jahren durch neue 

molekularbiologische Arbeitstechniken einen beträchtlichen Aufschwung. Diese Techniken 

ermöglichen zusammen mit den klassischen Methoden vertiefte Einblicke in die 

verwandtschaftlichen Verhältnisse, die zuvor nicht möglich waren (Johnson 1998). A. 

ferrooxidans wurde aufgrund solcher Untersuchungen phylogenetisch provisorisch in die β- 

Untergruppe der Proteobakterien eingeordnet (Lane et al. 1992), während L. ferrooxidans mit 

anderen Gattungen eine eigene Klasse bildet (De Wulf-Durand 1997, Hippe 2000). 

Inzwischen wurde die Art A. ferrooxidans in die γ-Untergruppe der Proteobakterien 

eingeordnet (Kelly und Wood, 2000). Die Gruppe der Proteobakterien wurde von 

Stackebrandt (1988) etabliert und besteht aus vier Untergruppen. Die Einteilung der Bakterien 

in die verschiedenen Untergruppen erfolgt anhand vergleichender Untersuchungen ihrer 5S 

und 16S rDNA. Eisen- und schwefeloxidierende Bakterien sind in den α-, β- und γ-

Untergruppen zu finden. Der in dieser Arbeit zu charakterisierende Stamm SPIII/3 wurde 

anhand seiner physiologischen Eigenschaften bislang der Art A. ferrooxidans zugeordnet 

(Sand et. al 1991, Kinzler 2000). Allerdings hat sich schon in den Arbeiten von Mitchell 

(2002) und Kock (2003) herausgestellt, dass es sich bei dem Stamm SPIII/3 nicht um einen 

Angehörigen der Art A. ferrooxidans handeln kann und daher eine ausführliche 

Charakterisierung von Nöten ist. Besonders interessant ist der Stamm SPIII/3, da mit ihm ein 

weiterer (s.u.) nicht-Acidithiobacillus ferrooxidans Stamm existiert, der autotroph und 

acidophil Eisen(II)-Ionen und Schwefelverbindungen umsetzt.  
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Weitere mesophile Prokaryoten, die in der Lage sind Eisen(II)-Ionen zu oxidieren und nicht 

zur Art A. ferrooxidans gehören, sind Metallogenium spec., Gallionella ferruginea 

Ferromicrobium acidophilum, Ferroplasma acidiphilum, Ferroplasma acidarmanus und der 

noch nicht benannte Stamm CCH7. Vier der hier genannten Stämme wurden erst in den 

letzten Jahren isoliert und beschrieben. Diese Forschungsaktivitäten unterstreichen die 

Wichtigkeit dieser Bakteriengruppe.  

Ferromicrobium acidophilum wurde das erste Mal von Johnson und Roberto (1997) 

beschrieben. Es handelt sich hierbei um ein Bakterium, das in der Lage ist Eisen(II)-Ionen zu 

oxidieren und obligat heterotroph zu wachsen. Die Zellen benötigen Hefeextrakt im 

Nährmedium um die Eisen(II)-Ionen-Oxidation durchführen zu können. Die Zellen von F. 

acidophilum wachsen bei Temperaturen zwischen 20 und 40°C mit einer optimalen 

Wachstumstemperatur von 37°C. Der G+C-Wert beträgt 51-55 mol%. Bei dem noch nicht 

benannten Stamm CCH7 handelt es sich um acidophile, heterotrophe, eisen(II)-ionen-

oxidierende Zellen die von Johnson (1993) isoliert wurden. Sie wachsen bei pH-Werten 

zwischen 2 und 4,4 mit einem Wachstumsoptimum bei 3. Der G+C-Wert beträgt 61 mol%.  

Bei Metallogenium spec. handelt es sich um einen säuretoleranten, eisen(II)-ionen-

oxidierenden Organismus, der zum ersten Mal von Walsh und Mitchell (1972) beschrieben 

wurde. Die Zellen wachsen bei pH-Werten zwischen 3,5 und 6,8 wobei das 

Wachstumsoptimum bei 4 liegt. Es ist bis heute noch nicht eindeutig geklärt ob diese Zellen 

autotroph oder heterotroph wachsen. Im mikroskopischen Bild verleiht den Zellen eine 

aufgelagerte Eisenoxidschicht ein charakteristisches Erscheinungsbild.  

Mesophil und neutrophil wachsen Zellen der Art Gallionella ferruginea. Die Zellen dieser 

Gattung sind Gram-negativ und nierenförmig. Die Zellen sind durch eine polare Geißel 

beweglich. Die Energiegewinnung erfolgt chemolithotroph wobei Eisen(II)-Ionen als 

Elektronen-Dornoren fungieren. CO2 wird über den Calvin-Zyklus assimiliert. Die Optimale 

Wachstumstemperatur beträgt 17°C und sie Wachsen bei pH-Werten zwischen 6 und 7,6. Sie 

leben meist in Zonen verminderten Sauerstoffpartialdruckes, da nur hier die Eisen(II)-Ionen 

bei pH-neutralen Milieubedingungen stabil sind.  

Die im Reich Archaea eingeordnete Gattung Ferroplasma besteht aus zwei mesophile Arten, 

die beide in der Lage sind Eisen-II-Ionen zu oxidieren. Die beiden Arten der Gattung 

unterscheiden sich lediglich in ihrem pH-Optimum, so liegt es für die Art F. acidiphilum bei 

1,7 und für F. acidarmanus bei 1,2 (Edwards et al. 2000). Ansonsten wachsen beide Arten 

acidophil und chemolithotroph. Sie werden nur durch eine periphere Membran begrenzt 
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(Golyshina et al. 2000). Damit sie in Kultur wachsen können benötigen sie im Nährmedium 

Spuren von Hefe-Extrakt.  

 

2.3 Acidithiobacillus 

 

Untersuchungen von Kelly und Woods (2000) bestätigen die umfangreiche physiologische 

und genetische Heterogenität innerhalb der Gattung Thiobacillus, wie sie schon in der ersten 

Ausgabe des Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology (1984) festgestellt wurde. Als 

Konsequenz dieser Untersuchungen ordneten sie die phylogenetisch eng verwandten Spezies´ 

Thiobacillus ferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans, Thiobacillus caldus und Thiobacillus 

albertensis in die Gattung Acidithiobacillus ein. Aber auch diese neu vorgenommene 

Einordnung der Bakterienstämme in die Gattung Acidithiobacillus scheint nicht endgültig zu 

sein, da auch innerhalb der Arten dieser Gattung noch immer eine große Heterogenität 

herrscht und geeignete physiologische Marker fehlen, um die einzelnen Stämme von einander 

differenzieren zu können (Kelly und Wood 2000). Die in dieser Gattung zusammengefassten 

Bakterienarten sind obligat acidophil, Gram-negativ und nutzen reduzierte 

Schwefelverbindungen und z.T. Eisen(II)-Ionen zur Energiegewinnung. Die Zellen sind 

stäbchenförmig und durch eine oder mehrere Geißeln zur Fortbewegung befähigt. Die 

optimale Wachstumstemperatur liegt meist zwischen 30-35°C. In den Zellwänden ist häufig 

Ubiquinon Q-8 zu finden.  

Die Bakterienart A. ferrooxidans wurde als Thiobacillus ferrooxidans das erste Mal von 

Colmer (1950) aus sauren Bergbauabwässern isoliert und von Temple und Colmer (1951) 

beschrieben. Inzwischen wurden weitere Stämme aus unterschiedlichen, natürlichen und 

industriellen Quellen isoliert. Bei den Zellen der Art A. ferrooxidans handelt es sich um 

Gram-negative, stäbchenförmige Bakterien von 0,5 µm Dicke und einer Länge von 1-3 µm 

mit polarer Begeißelung (Hensyl und Forlifer, 1994). Dauerformen wurden bisher nicht 

beobachtet. Die Energiegewinnung erfolgt chemolithotroph durch Oxidation von Eisen(II)-

Ionen, Elementarschwefel, Sulfid, Thiosulfat, Polythionaten oder Metallsulfiden (Zenneck 

1988, Jensen und Webb 1995). Stoffwechselendprodukte sind Schwefelsäure, Eisen(III)-

Ionen und andere Schwermetallionen, die aus der Oxidation von Metallsulfiden stammen. A. 

ferrooxidans oxidiert verschiede Metallsulfide wie Pyrit (FeS2), Chalkopyrit (CuFeS2), 

Covellin (CuS), Chalkosin (Cu2S), Sphalerit (ZnS), Arsenopyrit (FeAsS), Kobaltsulfid (CoS) 

und Galena (PbS) (Silverman und Ehrlich 1964, Ehrlich 2002). Des Weiteren wurde auch die 

Nutzung von H2 als Energiequelle beschrieben (Drobner 1990). CO2 ist die Quelle für 
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zellulären Kohlenstoff. Die Fixierung erfolgt über den Calvin-Zyklus (DiSpirito und 

Tuovinen 1982). Einige Stämme wurden beschrieben, die zur Stickstofffixierung befähigt 

sind (Mackintosh 1978, Stevens et al. 1986). Zellen der Art A. ferrooxidans zeichnen sich 

durch eine hohe Toleranz gegenüber Schwermetallen aus, die es ihnen ermöglicht, in den mit 

Schwermetall belasteten Laugungsbiotopen zu überleben (Tuovinen et al. 1971, Rehm 1980, 

Hallmann et al. 1993).  

A. ferrooxidans kommt in sauren Bergwerksabwässern vor und ist oft ein dominanter 

Organismus beim industriellen Laugen von Armerzen. Es werden verschiedene Mechanismen 

der Laugung von Metallsulfiden durch die Bakterien diskutiert. Nach dem Modell des 

indirekten Laugungsmechanismus werden Eisen(II)-Ionen zu Eisen(III)-Ionen oxidiert. Die 

entstandenen Eisen(III)-Ionen lösen ein Metallsulfid (MS) chemisch auf (Silverman 1967; 

Groudev 1979; Ehrlich 2002). Die Zellen haben hierbei keinen direkten Kontakt zum 

Metallsulfid, sondern begünstigen diese Reaktion durch die Regeneration von Eisen(III)-

Ionen. Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass die Metallsulfide über zwei 

unterschiedliche Mechanismen, den Thiosulfat- oder den Polysulfid-Mechanismus, oxidiert 

werden (Moses et al. 1987, Schippers et al. 1996, Sand et al. 1999). Säureunlösliche 

Metallsulfide wie Pyrit (FeS2), Molybdänit (MoS2) und Wolframsulfid (WS2) werden 

ausschließlich von Eisen(III)-Ionen angegriffen. Ihr Schwefelanteil wird über Thiosulfat und 

Polythionate zu Sulfat umgesetzt. Bei den säurelöslichen Metallsulfiden wie Galena, Sphalerit 

und Chalkopyrit erfolgt der Angriff durch Eisen(III)-Ionen und/oder Protonen. Der 

Schwefelanteil wird dabei über Polysulfide und anschließend Elementarschwefel zu Sulfat 

oxidiert.  

 

 Thiosulfat-Mechanismus am Beispiel des säureunlöslichen Metallsulfids Pyrit (FeS2): 

 

FeS2 + 6 Fe3+ + 3H20  S2O3
2- + 7 Fe2+ + 6H+ 

S2O3
2- + 8 Fe3+ + 5H2O  2 SO4

2- + 8 Fe2+ + 10 H+ 

 

 Polysulfid-Mechanismus am Beispiel eines säurelöslichen Metallsulfids (MS):  

 

MS + Fe3+ + H+  M2+ + 0,5 H2Sn + Fe2+ (n≥2) 

0,5 H2Sn + Fe3+  0,125 S8 + Fe2+ + H+ 

0,125 S8 + 1,5 O2 + H2O  SO4
2- + 2H+ 
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Nach der alten und bereits verworfenen Hypothese (Gehrke et al. 1995, Schippers et al. 1996) 

der direkten Laugung mussten die Bakterien an der Oberfläche des Metallsulfids angeheftet 

sein, um es mit einem Enzymsystem angreifen und auflösen zu können. Grund für diese 

Annahme war die Beobachtung, dass angeheftete Zellen sehr viel effektiver in der Laugung 

von Metallsulfiden sind als planktonische (Silverman und Ehrlich 1964). Allerdings konnte so 

ein Enzymsystem nie nachgewiesen werden. Eine erste mögliche Erklärung dieses 

Widerspruchs lieferte Gehrke (1998). Der Autor schlug vor, dass die Bakterien Eisen(III)-

Ionen, die das Endprodukt ihres Stoffwechsels darstellen, in ihren EPS komplexieren. Diese 

Eisen(III)-Ionen greifen das Metallsulfid nach Art der indirekten Laugung chemisch an. Die 

dabei entstehenden Eisen(II)-Ionen verbleiben in den EPS und werden vom Bakterium an der 

Outer-Membrane wieder zu Eisen(III)-Ionen oxidiert. Bei diesem Mechanismus ist daher, 

ganz wie beim Modell der direkten Laugung, eine Anheftung der Zellen an die Oberfläche des 

Metallsulfids vonnöten. Dieses Modell wurde von Tributsch (1999) und Rodríguez (2003) 

aufgegriffen und als „Kontakt-Laugung“ bezeichnet.  

Die Habitate der Stämme unterscheiden sich in ihren physiko-chemischen Bedingungen wie 

pH oder Temperatur und dem Gehalt an toxischen Verbindungen z.T. stark. Dies könnte eine 

mögliche Erklärung für die immer wieder beobachteten großen Unterschiede in Bezug auf 

ihre physiologischen Vorlieben – wie etwa die Toleranz gegenüber verschiedenen 

Schwermetallen – (Tuovinen et al. 1973; Harrison, 1982; Leduc und Ferroni, 1994; Chisholm 

et al. 1998; Frattini et al. 2000; Ageeva et al. 2001) und genotypischen Eigenschaften (Martin 

et al. 1981; Harrison, 1982; Kondratyeva et al. 1993, 1995; Rawlings und Kusano, 1994; 

Rawlings 1999) sein. Vergleichende, genetische Untersuchungen, die von Mitchell (2002) an 

44 Stämmen der Art A. ferrooxidans durchgeführt wurden, bestätigten diese Beobachtungen. 

Bei diesen Untersuchungen wurde die 16S rDNA dieser Stämme mittels PCR amplifiziert und 

die so gewonnenen Fragmente in der denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) 

aufgrund unterschiedlicher G+C-Gehalte im Harnstoff-Formamid-Gradienten aufgetrennt. 

Die Stämme von A. ferrooxidans wurden in fünf verschiedene Subgruppen aufgeteilt. Der in 

der vorliegenden Diplomarbeit als Vergleichsstamm dienende A. ferrooxidans Typstamm 

ATCC 23270 wurde in die erste Subgruppe eingeordnet, SPIII/3 in die fünfte Subgruppe und 

stellte damit gleichzeitig deren einzigen Vertreter dar. Die Sequenzierung der 16S rDNA 

ergab, dass der Stamm SPIII/3 nur eine Übereinstimmung von unter 85% mit dem Typstamm 

aufweist und zu 99,6% mit dem Stamm DSM 2392 (s.u.) identisch ist. In der Abbildung 1 

sind die verwandtschaftlichen Verhältnisse zwischen den für diese Arbeit wichtigen 

Bakterienstämmen in einem Stammbaum zusammengefasst.  
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Abbildung 1: Stammbaum für die Stammsammlung der AG Geomikrobiologie an der Universität Hamburg 
(nach Stackebrandt). Die roten Markierungen kennzeichnen die für diese Arbeit relevanten 
Bakterienstämme. 
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2.3.1 SPIII/3 

 
Der hier zu untersuchende, acidophile, Eisen(II)-Ionen oxidierende A. ferrooxidans Stamm 

SPIII/3 rührt aus einer Beprobung in der Bergbauregion La Union bei Cartagena in der 

Provinz Murcia im Südosten Spaniens (Abb. 2) her. Dort wurde eine Probe aus einer 

Pyritspalte an einem Felshang 300 m südlich vom Tagbau Brunita (Abb. 3) entnommen und 

der Stamm daraus mittels Verdünnungsreihen isoliert (Sand pers. comm).  

 
Abbildung 2: Kartenskizze der Bergbauregion La Union (nach Oen et al. 1990) (I-IV = Standorte der 
Probennahmen im zeitlichen Verlauf, graues Gebiet = Stadt, X = Tagebau). Das Symbol III bezeichnet den 
Ort, aus dem die Proben für Zellen des Stammes SPIII/3 entnommen wurden.  

 
Abbildung 3: Pyritspalte am Probeort III bei Cartagena, Spanien, aus der der Stamm SPIII/3 isoliert wurde. 
Sie befindet sich an einem nach Norden gerichteten Felshang ca. 300 m südlich von Tagebau Brunita.  

In dieser Region wurde seit mehr als 2500 Jahren intensiv Bergbau betrieben, hauptsächlich 

zur Gewinnung von Eisen, Blei, Silber, Kupfer, Zink, Mangan und Zinn (Manteca 2002). Die 
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Zellen des aus der Spalte isolierten Stammes sind Gram-negativ und stäbchenförmig. 

Teilweise konnten Zellen mit einer von der Stäbchenform abweichenden Morphologie 

beobachtet werden, die von Kock (2003) als pleomorph beschrieben wurde. Die Zellen des 

Stammes SPIII/3 gewinnen ihre Energie aus der Oxidation von Eisen(II)-Ionen (Kock 2003). 

Kinzler (2000) hat für Zellen von SPIII/3 im Vergleich mit denen verschiedener Stämme der 

Art A. ferrooxidans festgestellt, dass die Zellen dieses Stammes die geringste Oxidationsrate 

für Pyrit und Eisen(II)-Ionen aufweisen. Der Stamm unterschied sich auch bei der Bildung 

von extrazellulären polymeren Substanzen (EPS) von den Vergleichsstämmen. Er bildet 

wenig EPS, die einen Eisenionen-Gehalt von 2,7 nmol (0,5% W/W) und einen Uronsäure-

Gehalt von 3,5 nmol (1,9% w/w) aufweisen. Damit weicht er von dem für andere A. 

ferrooxidans Stämme bestimmten Eisenionen/Uronsäure-Verhältnis von 2:1 ab (Gehrke 

1998). Die Uronsäuren sollen für die Komplexierung der Eisenionen eine wichtige Rolle 

spielen. Diese Ergebnisse erlauben den Schluss, dass sich die genetischen Unterschiede 

(Mitchell, 2002) teilweise auch in den physiologischen Eigenschaften der Zellen 

manifestieren. Dies zeigte sich auch in Untersuchungen zur Anheftungskinetik der Zellen des 

Stammes SPIII/3 an unterschiedliche Oberflächen. So zeigte Kock (2003), dass die Zellen des 

Stammes SPIII/3 trotz des relativ geringen EPS-Gehaltes eine hohe 

Anheftungsgeschwindigkeit auf Pyrit aufweisen. Nach 5 min waren 80% der Zellen an die 

Pyritoberfläche angeheftet. Allerdings war ein Unterschied zu den Stämmen der Art A. 

ferrooxidans festzustellen. Die Zellen des Stammes SPIII/3 hefteten sich auch an Quarzsand 

unspezifisch zu ca. 50% an. Die Anheftungsgeschwindigkeit war langsamer als bei den 

Sulfidmineralen. Ebenso hefteten sich die Zellen des Stammes SPIII/3 an die Glaswände der 

Versuchsgefäße an. 
 
2.3.2 DSM 2392 
 
Der mit dem Stamm SPIII/3 zu 99,6 % verwandte Stamm DSM 2392 wurde von Jarvis aus 

Bergbauabwässern eines 40 Jahre alten Kohlebergwerkes in Calloway County, Missouri, 

USA, als m-1 isoliert. Sie gewinnen ihre Energie aus der Oxidation von Eisen(II)-Ionen. Im 

Gegensatz zu anderen Acidithiobacillus- und Thiobacillus-Arten sind die Zellen dieses 

Stammes nicht in der Lage, elementaren Schwefel zur Energiegewinnung zu nutzen. Die 

Zellen dieses Stammes haben einen G+C-Gehalt von 65,3 mol % (Harrison 1982). Sie wiesen 

nur geringe DNA-DNA-Homologien von < 20 % zu anderen Zellen der Gattung 

Acidithiobacillus auf (Harrison 1982). Untersuchungen von Lane (1992) zu den 

verwandtschaftlichen Verhältnissen zwischen eisen-(II)-ionen- und schwefeloxidierenden 
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Bakterien führten ursprünglich dazu, dass die Zellen des Stammes DSM 2392 in eine andere 

Untergruppe der Proteobakterien eingeordnet wurden, als die anderen Stämme der Gattung 

Acidithiobacillus. Die Zellen des Stammes wurden in die γ-Untergruppen eingeordnet, 

wohingegen die Zellen anderer Stämme von  Acidithiobacillus ursprünglich nur in der β-

Untergruppe zu finden waren (Lane et. al 1992). Inzwischen wurde nach neueren 

Untersuchungen die Gattung Acidithiobacillus auch in die γ-Untergruppe der Proteobakterien 

verschoben (Kelly und Wood 2000). Dennoch gehören die Zellen der Stämme DSM 2392 und 

SPIII/3 nicht zur Art A. ferrooxidans, sondern zu einer eigenen Gruppe innerhalb der γ-

Proteobakterien, deren nächster genetischer Verwandter in der Gattung Nevskia zu finden ist 

(Stackebrandt 2002, Mitchell 2002). 
 
2.4 Nevskia 
 
Der nächste genetische Verwandte der Stämme SPIII/3 und DSM 2392 ist Nevskia ramosa, 

wenngleich sich die genetischen Ähnlichkeiten nicht im Phänotyp manifestieren. Die Art 

Nevskia ramosa wurde das erste Mal von Famintzin (1892) beschrieben. Die Zellen dieser Art 

sind bis zu 12 µm lang, stäbchenförmig, meosophil, aerob und Gram-negativ. Während ihres 

Wachstums sezernieren die Zellen lateral Schleim, der sich bei der Teilung der Zellen 

dichotom mitteilt, dabei bilden sich die für Nevskia typischen Kolonien in Rosettenform aus 

(Babenzien, H-D 1965, 1967, 1970; Pladdies et al. 2004). Sie leben chemoorganotroph. Als 

Substrate dienen ihnen hierbei beispielsweise Acetat und Lactat (Stürmeyer et al. 1998). Sie 

bevorzugen neutrale bis leicht saure Habitate mit einem pH zwischen 6 und 7. Die Zellen 

kommen vornehmlich in den oberen Schichten von Gewässern vor und zeichnen sich durch 

den Besitz einer hohen UV-Toleranz aus (Stürmeyer et al. 1998). Da die Zellen der Art N. 

ramosa weder chemolithotrop noch acidophil wachsen und auch nicht in der Lage sind 

Eisen(II)-Ionen zu oxidieren, wurde N. ramosa, obwohl phylogenetisch der nächste bekannte 

Verwandte, nicht mit in die vergleichenden Untersuchungen an den Zellen der Stämme 

ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392 einbezogen.  

 

2.5 Ziel dieser Arbeit 
 
Um eine Reklassifizierung und Charakterisierung der Stämme SPIII/3 und DSM 2392 

vornehmen zu können, wurden in dieser Arbeit vergleichende Untersuchungen zwischen den 

Zellen der Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392 durchgeführt. Die drei Stämme 

wurden aus diesem Grunde auf Schwermetall- und Halotoleranz, pH-Optimum, Temperatur-

Optimum und verwertbare Energiequellen untersucht.  
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3. Material und Methoden 

3.1 Bakterien  
Die Charakterisierung des bislang unter der Art A. ferrooxidans eingeordneten Stammes 

SPIII/3 wurden zum Vergleich parallel an einem engen Verwandten DSM 2392 und dem A. 

ferrooxidans Typstamm ATCC 23270 durchgeführt. Die Bakterienstämme werden in der 

Stammsammlung der AG Geomikrobiologie am Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer 

Garten kultiviert. Folgende Stämme wurden verwendet:  
 
Art Stamm Herkunft und Referenz 

A. ferrooxidans ATCC 23270  Kohleabraum (Temple and Colmer, 1951) 

noch nicht eingeordnet DSM 2392 Kohleabraum, USA, Mississipi, Calloway county, 

ehemals A. ferooxidans m-1 (Leathen and Braley 1953) 

noch nicht eingeordnet SPIII/3 Cartagena, Spanien, als A. ferrooxidans SPIII/3 (Sand 

1991, Kinzler 2000, Mitchell 2002, Kock 2003) 

 

3.2 Medien 
Für die Anzucht der Bakterien wurde eine Nährlösung modifiziert nach Mackintosh (1978) 

verwendet (s.u.). Das Medium wurde im Autoklaven sterilisiert. Bei Volumen kleiner als fünf 

Liter erfolgte die Sterilisation bei 112°C und 0,5 bar Überdruck für 30 min, für Volumen, die 

größer als fünf Liter waren, wurde die Sterilisationsdauer auf 1 h erhöht. 

Tabelle 1: Nährmedium nach Mackintosh (1978) und Mineralsalzlösung 

Lösung A: (NH4)2SO4 132,20 mg   Lösung B: FeSO4 x 7 H2O 10 g 

 H2SO4 konz. 0,53 ml    Aqua dest.  ad 100 mL 

 KH2PO4 27,20 mg       

 MgCl2 x 6H2O 25,40 mg   Wasch- bzw. Mineralsalzlösung: 

 CaCl2 x 2H2O 147,00 mg    Lösung A 900 mL 

 MnCl2 x 4H2O 120,00 µg    Aqua dest.  100 mL 

 ZnCl2 70,00 µg       

 CoCl2 120,00 µg   Nährlösung 

 H3BO3 32,00 µg    Lösung A 900  mL 

 Na2MoO4 x 2H2O 12,10 µg    Lösung B 100 mL 

 CuCl2 x 2H2O 85,20 µg       

 Aqua dest. ad 900 mL       
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Um eine Autoxidation des Eisens während des Autoklavierens der Lösung B zu verhindern, 

wurde sie mit konzentrierter Schwefelsäure auf einen pH von ca. 1,2 eingestellt. Die 

Lösungen A und B wurden getrennt voneinander autoklaviert und erst nach dem Abkühlen 

vereinigt. Der pH der fertigen Nährlösung betrug ca. 2,0. Ohne Eisen-(II)-Sulfat wurde die 

Lösung als Wasch- bzw. Mineralsalzlösung bei der Zellernte und für die Versuche auf 

verwertbare Energiequellen mit festen Substraten verwendet.  

Reinheitskontrollen erfolgten mit den Nährmedien für die Anzucht von acidophilen, 

chemoorganotrophen Mikroorganismen nach Harrison jr. (1981) und für die Anzucht von 

neutrophilen, chemoorganotrophen Mikroorganismen (Merck 10685, DEV 1966). 

 

3.3 Kulturführung 
3.3.1 Stammkulturen  

Die Stammkulturen wurden in einem 100 mL Erlenmeyerkolben mit 50 mL Nährlösung bei 

28°C angezogen. Die Stammkulturen wurden mit 10% Inoculum (v/v) des jeweiligen 

Stammes aus der Stammsammlung beimpft. Die Inkubation erfolgte drei bis vier Tage im 

Dunkeln auf einem Bodenschüttler (Infors AG; 130 RPM). Die Kulturen galten als 

bewachsen, wenn die ursprünglich grünliche Lösung, durch die beginnende Eisen(II)-

Oxidation, eine leichte Braunfärbung annahm. Diese Kulturen wurden anschließend für 3 bis 

4 Wochen bei 17°C im Dunkeln gelagert (Friedrich 1991). Nach dieser Ruhephase wurden sie 

erneut überimpft.    

 

3.3.2 Arbeitskulturen  

Die Arbeitskulturen wurden in 1 L Erlenmeyerkolben mit 500 mL Nährlösung bei 28°C 

angezogen. Sie wurden mit 10% Inoculum v/v aus den Stammkulturen beimpft. Auch hier 

erfolgte die Inkubation bei 28°C im Dunkeln auf einem Bodenschüttler. Die Dauer der 

Inkubation richtete sich wie auch bei den Stammkulturen nach der Färbung der Kulturlösung. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Arbeitskulturen nicht gelagert, sondern gleich als 

Inokulum für die Untersuchungen genutzt.  

 

3.3.3 Massenanzuchten 

Die Massenanzucht der Bakterienstämme erfolgte in 5 L- oder 10 L-Steilbrustflaschen mit  

4,5 L bzw. 9 L Nährlösung und 5% Inoculum aus den Zwischenkulturen bei 28°C mit aktiver 

Belüftung im Dunkeln. Die Inkubationszeiten entsprachen denen der Stammkulturen. 



Material und Methoden 

 

-14- 

Anschließend wurden die Bakterienkulturen mittels Dialysefilter (Ultrafilter von Fresenius, 

Deutschland) durch Druckfiltration auf ein Volumen von 1 L eingeengt (Gehrke 1998) und 

anschließend von ausgefallenen Oxidationsprodukten befreit (Heraeus, Biofuge A, 2 min bei 

1000 x g), pelletiert (Heraeus, Biofuge A, 10 min bei 10000 x g) und anschließend in 

Mineralsalzlösung resuspendiert.  

 

3.3.4 Reinheitskontrollen 

Eine Kontrolle der Kulturen auf Kontaminanten erfolgte lichtmikroskopisch bei 800facher 

Vergrößerung. Als Kriterium hierbei galt, dass die sich im Sichtfeld befindlichen 

Bakterienzellen ein einheitliches Aussehen aufzuweisen hatten. Weiterhin wurden Proben aus 

der Kultur auf Harrison- und DEV-Agar (s.u.) überimpft und so speziell auf 

chemoorganotrophe, neutrophile und acidophile Verunreiniger überprüft. Die Inkubation der 

Platten erfolgte über einen Zeitraum von 14-21 Tage bei 28°C im Dunkeln bis zur 

Auswertung. 

 

3.4 Morphologische Untersuchungen 
3.4.1 Ultradünnschnitte 

Um auch morphologische Hinweise auf die verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den 

drei Stämmen zu bekommen, wurden transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen 

von diesen Bakterien angefertigt.  

Folgende Lösungen wurden für die Präparation der zu untersuchenden Stämme verwendet: 
Na-Cacodylatpuffer:   

Cacodylsäure Natriumsalz-Trihydrat 100 mM 

Aqua dest. 250 mL 

pH mit KOH auf 7,0   

  
Glutaraldehyd-Lösung (2,5% v/v) 

Glutaraldehyd-Lösung (25%) 10 mL 

Na-Cacodylatpuffer 90 mL 

 
Agar-Agar-Lösung (2%) 

    

 
Nach dem Zusammengeben wurde die Lösung aufgekocht. Nach Abkühlung auf 

ca. 60°C konnte die Lösung verwendet werden. 
 
 

Agar-Agar 2 g 

Na-Cacodylatpuffer  100 mL 
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Osmiumtetraoxid-Lösung (1%) 
 

 

 
 
Spurr-Kunstharzgemisch (Spurr, 1969 modifiziert): 
   

 

 
 
 
Uranylacetat-Lösung (gesättigt): 
   

 
 
Bleicitrat-Lösung nach Reynolds (1963): 
 

 

 

Zur Herstellung des Spurr-Kunstharzgemisches wurden zunächst ERL 4221 D, der 

Weichmacher D.E.R. 736 und der Härter NSA gut vermischt, danach wurde der 

Beschleuniger DMAE zugegeben. Das Gemisch wurde 30 min gründlich durchmischt und 

konnte im Gefrierfach (-20°C) mehrere Monate oder bei Raumtemperatur 2 bis 3 Tage 

aufbewahrt werden. 

Zur Herstellung von Ultradünnschnitten für die Transmissionselektronenmikroskopie wurden 

die Bakterienzellen fixiert und entwässert (Sabatini et al. 1963). Die Zellen stammten aus 

verschiedenen Arbeitskulturen, die 5 Tage mit Eisen(II)-Sulfat bzw. 2 Monate mit 

elementarem Schwefel als Substrat bei 28°C auf einem Schüttler im Dunkeln inkubiert 

worden waren. Bei der Kultur die mit Eisen(II)-Sulfat gewachsen war, wurde zunächst 

ausgefallenes Eisenhydroxyd abzentrifugiert (Heraeus, Biofuge A, 2 min bei 1000 x g). Die 

Zellen aus den verschiedenen Kulturen wurden pelletiert (10 min bei 10000 x g), die Pellets in 

Mineralsalzlösung gewaschen und anschließend in 10 mL Mineralsalzlösung resuspendiert. 

Aus der Zellsupension wurden je 1,5 mL in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und bei 

8000 x g für 10 min zentrifugiert (Heraeus, Biofuge A). Die Pellets wurden in einer Lösung 

aus gleichen Teilen Mineralsalzlösung und Glutaraldehyd-Lösung (2,5%) resuspendiert und 

für 30 min inkubiert. Dieser Schritt sollte einen pH-Schock der Zellen vermeiden, da das 

Osmiumtetraoxid-Lösung (2%) 5 mL 

Cacodylsäure Natriumsalz-Trihydrat-Lösung 

(200 mM, in Aqua dest., pH mit KOH auf 7,0) 

5 mL 

ERL 4221 D (Vinylcyclohexendioxid) 5 g 

D.E.R. 736 (Diglycidäther von Propylenglycol) 3 g 

NSA (Nonenyl-Bernsteinsäureanhydrid) 13 g 

DMAE (Dimethylaminoäthanol)  0,2 g 

Uranylacetat (Merck) bis zur Sättigung   

Aqua dest.  10 mL 

Bleinitrat 1,33 g 

Tri-Natriumcitrat-dihydrat 1,76 g 

1N NaOH 8 mL 

Aqua dest.  80 mL 
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Glutaraldehyd einen neutralen pH von 6,80 hatte. Nach den 30 min wurden die Proben erneut 

zentrifugiert (10 min bei 8000 x g) und der Überstand verworfen. Diesmal wurden die Pellets 

in unverdünnter Glutaraldehyd-Lösung resuspendiert. Glutaraldehyd bewirkt eine Vernetzung 

von Zellproteinen und dient der Erhaltung und Stabilisierung von Zellstrukturen. Nach 

weiteren 90 min wurde das Glutaraldehyd durch dreimaliges Waschen der Zellen mit Na-

Cacodylatpuffer wieder entfernt (8000 x g, je 10 min). Die Zellpellets wurden anschließend in 

die Agar-Agar-Lösung überführt, mit einer Pasteurpipette auf Parafilm ausgeblasen und nach 

Erstarren in kleine Stücke geschnitten. Die Agarstücke wurden für die Kontrastierung über 

Nacht in Osmiumtetraoxid-Lösung gelegt. Osmiumtetraoxid lagert sich an Doppelbindungen 

membrangebundener, ungesättigter Fettsäuren, wodurch die Zellstrukturen durch 

Kontrasterhöhung sichtbar gemacht werden. Nach viermaligem Waschen in Na-

Cacodylatpuffer wurden die Zellen mittels einer aufsteigenden Acetonreihe entwässert:  

Einwirkzeit  - je 10 min bei 4°C in 15%, 30%, 50%, 70%, 90% und 100% Aceton  

- je 2 x 10 min bei Zimmertemperatur in 100% Aceton 

Die Proben wurden dann sukzessiv in Spurr-Kunstharzgemisch überführt: 

2 h:   Spurr-Kunstharzgemisch + 100% Aceton (1:2, v/v), 

2 h:   Spurr-Kunstharzgemisch + 100% Aceton (1:1, v/v), 

über Nacht:  Spurr-Kunstharzgemisch + Aceton 100% (2:1, v/v), 

4 h:   reines Spurr-Kunstharzgemisch. 

Anschließend wurden die Proben in die Einbettungsformen (Fa. Sigma, 26-2x) überführt. Die 

Polymerisation erfolgte über einen Zeitraum von 24 h bei 70°C.  

Die Ultradünnschnitte wurden an einem Ultramikrotom (Fa. Reichert-Jung, Ultracut E) mit 

einem Diamantmesser (Fa. Diatome) angefertigt. Die 70 bis 90 nm dünnen Schnitte wurden 

anschließend auf Kupfernetze (Fa.Veco) aufgenommen, die mit einem Kunststoff (0,25% 

Movital in Chloroform) beschichtet waren. 

Die Nachkontrastierung der Schnitte erfolgte für 10 min mit Uranylacetat-Lösung und danach 

für 10 min mit Bleicitrat-Lösung. Uranylacetat lagert sich unter anderem an die 

Phosphatgruppen der Nucleinsäuren und an Proteinen, Bleicitrat bewirkt eine 

Kontrasterhöhung von Membranen, Proteinen und Nukleinsäuren, indem das Bleikation an 

Phosphat-, Carboxyl- und Sulfhydrylgruppen sowie an Osmiumoxide bindet. 

Mikroskopiert und fotografiert wurden die Schnitte am Transmissionselektronenmikroskop 

der Firma Leica-Zeiss (Leo 906E). 
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3.4.2 Gram-Eigenschaften 

Zur Bestimmung der Gram-Eigenschaften wurden die zu färbenden Zellen in einem kleinen 

Wassertropfen auf einen Objektträger gegeben. Weiterhin wurden Bacillus subtilis und 

Escherichia coli als Referenzbakterien auf den Objektträger aufgetragen. Bei der 

Gramfärbung werden die Zellen durch Karbolgentianaviolett und Lugol´sche Lösung 

dunkelviolett gefärbt, gramnegative Zellen entfärben sich beim differenzieren mit Ethanol  

schneller als die grampositiven, diese bleiben dunkelviolett. Um die entfärbten gramnegativen 

Bakterien im Mikroskop besser sehen zu können, werden sie mit Safranin gegengefärbt. Die 

gefärbten Präparate wurden unter einem Lichtmikroskop bei 800-facher Vergrößerung mit 

Immersionsöl betrachtet (Madigan 2003). 

 

3.4.3 Begeißelung 

Bei der Geißelfärbung nach Blenden und Goldberg (Blenden und Goldberg, 1965) werden die 

während der log-Phase geerntet Bakterienzellen, auf einen Objektträger aufgetragen und 

luftgetrocknet. Anschließend werden die Geißeln der Bakterien mit einer Beizlösung zum 

Quellen gebracht, um sie für eine mikroskopische Untersuchung sichtbar zu machen. Um 

diesen Effekt noch zu verstärken wurde in einem zweiten Schritt die gequollene Geißel zur 

Kontrasterhöhung mit einer Silbernitratlösung gefärbt. Die Proben wurden unter einem 

Lichtmikroskop bei 800-facher Vergrößerung auf Geißeln untersucht.  

 

3.5 Analytische Nachweisverfahren 
Um die Stoffwechselaktivität bzw. das Wachstum der Bakterienkulturen zu überwachen, 

wurden verschiedene Techniken angewandt. Soweit möglich, wurde der Substratverbrauch als 

Parameter für die Aktivität der Bakterienstämme herangezogen.  

 

3.5.1 Eisenbestimmung  

Die Eisenbestimmung erfolgte nach den Deutschen Einheitsverfahren zur 

Wasseruntersuchung (DEV 1984) mit Hilfe des Phenanthrolin-Tests. Eisen-(II)-Ionen bilden 

mit 1,10-Phenanthrolin einen roten Farbkomplex, der spektrophotometrisch quantifizierbar ist 

(Metrohm 622 Photometer, 492 nm). Die Konzentration von Eisen-(III)-Ionen wurde aus dem 

Gesamtgehalt an Eisenionen errechnet, der zuvor an Parallelproben nach Reduktion mit 

Hydroxylamin zu ermitteln war. Als Eichstandard diente Eisen-(II)-Sulfat-Heptahydrat 

(Eichbereich 0-40 mg Eisen-(II)-Ionen/L). 
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3.5.2 Sulfatbestimmung  

Für die Ionenaustausch-Chromatografie wurden aus den zu untersuchenden Kulturen Proben 

entnommen und diese 1:10 mit Aqua bideion. verdünnt (v/v). Anschließend wurden die 

Proben 1:1 mit Phosphatpuffer (40% 50 mM KH2PO4, 60% 50 mM K2HPO4, pH 7) versetzt 

und abzentrifugiert, um einen pH-bedingten Ausfall von Salzen in den Säulen zu vermeiden. 

Der Überstand wurde zur Messung der Anionen (IC DX 500, Gradientenpumpe GP 40, 

Autosampler AS 3500, Suppressor ASRS-1, Detektor CD 20 (Leitfähigkeit), Software Peak 

Net Version 4.3, Dionex) verwendet. Die stationäre Phase bestand aus einer Vorsäule (AG9-

SC/4 mm) und 2 Trennsäulen (AS9-SC/4mm). Das Injektionsvolumen betrug 50 µl. 

Verwendet wurden Methoden, wie sie für dieses Trennsystem zur Messung von 

Standardionen (Chlorid, Nitrit, Nitrat, Phosphat und Sulfat) vom Hersteller (Dionex) 

vorgeschlagen werden. Das Laufmittel (Eluent) besteht aus in Aqua bideion. gelösten 1,8 mM 

Na2CO3 und 1,7 mM NaHCO3. Der pH dieser Lösungen liegt zwischen 10,5 und 11. Die 

Durchflussrate beträgt 1,50 mL/min, und die Hintergrundleitfähigkeit des Eluenten wird 

durch den Suppressor bei einer Stromstärke von 100 mA auf etwa 21 µS reduziert. Die 

Laufzeiten liegen für Nitrit bei 3,2 min, für Nitrat bei 3,6 min, für Sulfat bei 5,6 min. Zur 

Eichung wurden wässrige Standards (Aqua bideion.) der Kalium- oder Natriumsalze mit 

Konzentrationen von 100-300 µM verwendet.  

 

3.5.3 Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl wurde in einer Thoma-Zählkammer (Tiefe: 0,02 mm; Fl. Kleinquadrat: 0,0025 

mm2) bei einer Vergrößerung von 320x unter einem Lichtmikroskop bestimmt. 

 

3.6 Physiologische Untersuchungen 
Für die Beschreibung einer Art ist es notwendig, neben den morphologischen Untersuchungen 

auch die physiologischen Charakteristika zu bestimmen. Sämtliche physiologischen 

Untersuchungen wurden in 100 mL Erlenmeyerkolben mit 50 mL einer modifizierten 

Nährlösung durchgeführt (s.u.). Die Zellen der Arbeitskultur wurden nach der Inkubationszeit 

mit der Zentrifuge (Kontron/Hernmile: Centikon H-401; Rotor: Kühl-Zentrifugenrotor KA-

12.500; bei 10°C, 10.000 x g für 10 min) geerntet und das Pellet zweimal mit 

Mineralsalzlösung gewaschen. Alle Versuchskolben für die physiologischen Tests wurden mit 

1 x 106 Zellen pro mL beimpft. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Inkubation bei 

28°C im Dunkeln auf einem Bodenschüttler bei 130 Upm. Alle Experimente wurden an zwei 
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bis drei Parallelen durchgeführt, eine unbeimpfte Kontrolle wurde jeweils mit untersucht. 

Sofern nicht anders erwähnt, wurden sämtliche Lösungen vor ihrer Verwendung 30 Minuten 

lang bei 112°C und 0,5 bar Überdruck autoklaviert.  

 

3.6.2 Substratspektrum 

Als Grundlage für die Versuche zum Substratspektrum diente die Lösung A (s. Tabelle 1) 

ohne Eisen(II)-Sulfat bzw. die Mineralsalzlösung. Diese Lösungen wurden durch 

verschiedene potentielle Nährstoffe ergänzt. Hierbei handelte es sowohl um organische als 

auch anorganische Substrate. 
 
Organische Substrate: 

Die organischen Substrate wurden in einer sehr geringen Konzentration der Lösung A 

zugesetzt (1 mM), da sie in einer zu hohen Konzentration möglicherweise einen hemmenden 

Effekt auf die Bakterien haben können. Die organischen Substrate wurden in einer 10fach 

konzentrierten Stammlösung angesetzt, der pH dieser Lösung betrug 2,00. Es wurden je 5 mL 

aus dieser Stammlösung steril den 45 mL der Lösung A anstatt des Eisen(II)-Sulfates 

zugesetzt: 

 

 

 

 

 
 
Die Stammlösungen wurden autoklaviert und bei 4°C im Kühlschrank gelagert. Der Nachweis 

des Wachstums erfolgte mit Hilfe der Zellzahlbestimmung. 

 
Anorganische Substrate: 

Die löslichen, anorganischen Substrate wurden im gleichen molaren Verhältnis wie die 

Eisen(II)-Ionen der Nährlösung zugesetzt. Erneut wurde hier eine 10fach konzentrierte 

Stammlösung hergestellt. Es wurden je 5 mL aus dieser Stammlösung statt des Eisen(II)-

Sulfates den 45 mL der Lösung A hinzugefügt.  

 

 

 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 29,41 g/L 

Na-Formiat  6,80 g/L 

Na-Succinat 27,01 g/L 

Na-Pyruvat 11,01 g/L 

D-Glucose-Monohydrat 19,82 g/L 

Na-Acetat 8,20 g/L 

K-Thiocyanat  20,72 g/L 

Na-Thiosulfat  69,00 g/L  

Na-Sulfit 35,04 g/L  

Na-Tetrathionat 84,09 g/L  
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Die anorganischen Stammlösungen wurden steril filtriert (Syr. Filter 0,22u; ETO Steril 10/00; 

CAT. MSP000910; LOT. ROMN09634).  

Als weitere anorganische Substrate wurden folgende Feststoffe verwendet: 

 

 

  

 

 

Der elementare Schwefel wurde direkt in Kolben mit der Mineralsalzlösung eingewogen. Die 

Kolben wurden anschließend autoklaviert und nach dem Abkühlen beimpft. Die Kontrolle des 

Wachstums erfolgte über Zellzahlbestimmung und Sulfatbestimmung. Um sicherzugehen, 

dass die Bakterienstämme tatsächlich in der Lage waren, mit elementarem Schwefel als 

Energiequelle zu wachsen, wurden sie mehrmals auf neues Schwefelmedium überimpft und 

regelmäßig Reinheitskontrollen durchgeführt.  

Die Sulfidminerale wurden als Einzelkristalle bezogen und hatten je eine Kornfraktionsgröße 

von 50 bis 125 µm. Die Minerale mussten vor ihrer Verwendung von Oxidationsprodukten 

und Schwefelverbindungen befreit werden. Das säureunlösliche Mineral Pyrit wurde hierzu 

30 min lang in 6 N HCl gekocht und je drei Mal mit A. dest. und Aceton gewaschen (Moses 

et al. 1987 modifiziert, Boon et al. 1995, Schippers et al. 1999). Die säurelöslichen Minerale 

Chalkopyrit, Galena und Sphalerit wurden mit doppeltem Volumen Waschlösung (0,1 M 

EDTA und 0,4 M NaOH w/v) überschichtet und für 10 min gerührt. Anschließend wurde die 

Waschlösung abgegossen und jedes Mineral drei Mal mit doppeltem Volumen Aqua dest. 

gewaschen. Im Anschluss wurde es noch zwei Mal mit doppeltem Volumen Aceton 

gewaschen (Bauer und Caude, 1985). Nach ihrer Behandlung wurden alle Minerale 

luftgetrocknet und anschließend 48 h lang bei 115°C in luftdicht verschlossenen, mit 

Stickstoff begasten Schottflaschen sterilisiert. Die so vorbereiteten Minerale konnten in den 

Vakuumflaschen bis zu ihrer Verwendung gelagert werden, da in diesen keine Oxidation 

durch Luftsauerstoff stattfindet. Die sterilisierten Feststoffsubstrate wurden unter sterilen 

Bedingungen in die autoklavierten Kolben mit 50 mL der Mineralsalzlösung gegeben. Der 

Nachweis des Wachstums erfolgte durch eine Bestimmung der Zellzahl und indirekt durch die 

Messung der Oxidationsrate mit Hilfe der Eisenbestimmung (Pyrit, Chalkopyrit) bzw. 

Sulfatbestimmung (S0, Sphalerit). 

 

Elementar Schwefel 10,00 g/L 

Pyrit (FeS2) 10,00 g/L 

Chalkopyrit (CuFeS2)  10,00 g/L 

Galena (PbS)  10,00 g/L 

Sphalerit (ZnS) 10,00 g/L 
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3.6.2.1 Toleranz gegenüber organischen Verbindungen 

In Ergänzung zu den Versuchen zum Substratspektrum wurde untersucht, in wie weit die 

Bakterien-Stämme überhaupt in der Lage sind, in der Gegenwart von organischen 

Verbindungen ihre Stoffwechselaktivität aufrecht zu erhalten. Um dies zu überprüfen, wurde 

die Nährlösung nach Mackintosh (1978) jeweils mit 100 bzw. 500 µm Glucose, Acetat, 

Succinat, Pyruvat bzw. Citrat versehen. Da die Toxizität der organischen Säuren auf ihrem 

pk-Wert beruht (Pronk, et. al, 1991), wurden neben den verschiedenen Konzentrationen auch 

verschiedene pH-Werte eingestellt (pH 1,66 bzw. 2,10). Die Kontrolle des Wachstums 

erfolgte indirekt über die Messung der Oxidationsrate mit Hilfe der Eisenbestimmung, 

stichprobenartig wurden parallel dazu die Zellzahlen bestimmt. 

 

3.6.4 Halotoleranz 

Zur Bestimmung der Halotoleranz wurden die verschiedenen Stämme unterschiedlichen 

Konzentrationen (10-5000 mM) von Natriumchlorid ausgesetzt. Als Medium diente die nach 

Mackintosh (1978) modifizierte Nährlösung mit Natriumchlorid. Die Kontrolle des 

Wachstums erfolgte indirekt durch die Messung der Oxidationsrate mit Hilfe der 

Eisenbestimmung, stichprobenartig wurden parallel dazu die Zellzahlen bestimmt. 

 

3.6.5 Schwermetall-Toleranz 

Als Basis für die Versuche zur Ermittelung der Schwermetall-Toleranz diente die Nährlösung 

nach Mackintosh (1978). Bei diesen Schwermetallen handelte es sich um Kobalt(II)-, 

Kupfer(II)-, und Nickel(II)-Ionen. Die Metallionen wurden in Form von Sulfaten den 

Lösungen beigefügt. Es wurden verschiedene Konzentrationen der Schwermetalle getestet. 

Diese lagen zwischen 1 und 60 g pro Liter. Die Kontrolle auf Oxidationsrate erfolgte zunächst 

über Sichtkontrolle und in einem zweiten Schritt über die Eisenbestimmung. Bei der 

Sichtkontrolle galt als Kriterium für eine noch tolerierte Konzentration des jeweiligen 

Metallions, dass es im Kolben durch Oxidation der Eisen(II)-Ionen zu einem Farbumschlag 

der Kultur von grün nach braun kam.  

 

3.6.6 pH-Optimum 

Als Grundmedium wurde die Nährlösung nach Mackintosh (1978) eingesetzt. Es wurden 

verschiedene pH zwischen 1,00 und 2,40 untersucht. Eingestellt wurde der pH des zu 

beimpfenden Mediums mit Schwefelsäure bzw. Kalilauge. Die Kontrolle des Wachstums 
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erfolgte indirekt über die Messung der Oxidationsrate mit Hilfe der Eisenbestimmung, 

stichprobenartig wurden parallel dazu die Zellzahlen bestimmt. 

 

3.6.7 Temperatur-Optimum 

Als Grundmedium wurde die Nährlösung nach MacKintosh (1978) eingesetzt. Die Versuche 

zum Temperatur-Optimum wurden mit Hilfe temperierbarer Schüttel-Wasserbädern 

durchgeführt. Die untersuchten Temperaturen für die Versuche lagen zwischen 4°C und 42°C. 

Die Kontrolle des Wachstums erfolgte indirekt über die Messung der Oxidationsrate mit Hilfe 

der Eisenbestimmung, stichprobenartig wurden parallel dazu die Zellzahlen bestimmt. 

 
 
3.7 Molekularbiologische Untersuchungen 
 
3.7.1 Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) 

Die DGGE kann herangezogen werden, um verwandtschaftliche Beziehungen zwischen 

Bakterien zu analysieren. Dabei werden genetische Unterschiede zwischen verschiedenen 

Bakterienstämmen anhand distinkter DNA-Banden im Gel sichtbar. Aus der genomischen 

DNA wird mit Hilfe ausgewählter Primer mit der PCR-Technik ein bis zu 500 Basenpaar 

langes 16S rDNA-Fragment amplifiziert. In einem Polyacrylamidgel mit einem linearen 

Harnstoff-Formamid-Gradienten können die erhaltenen Amplifikate nach ihren 

sequenzabhängigen Schmelzeigenschaften aufgetrennt werden (Fisher und Lermann, 1979; 

Fisher und Lermann, 1983).  

 
3.7.1.1 DNA-Extraktion 

Für die Durchführung der DGGE wurde aus den zu untersuchenden Stämmen die DNA 

isoliert. Die geschah nach der Methode von Jayarao et al. (1991). Dazu wurden folgende 

Lösungen verwendet, die, wenn nicht anders erwähnt, für 30 min bei 112°C und 0,5 bar im 

Autoklaven sterilisiert wurden: 

 

TE-Pufferlösung 

 

 

 

  

 

Tris-HCl (Serva) 2,42 g 

Na-EDTA (Merck) 73,00 g 

MilliQ-Wasser         ad 1000 mL 

pH 7,8 mit 10 N HCl   
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Lysozymlösung (wurde durch einen Spritzenfilter  (Roth, 0,2 µm Porenweite) sterilfiltriert) 

 

 

1x TAE-Pufferlösung 

 

 

 
 

 

SDS-Lösung 

 

 

 

Proteinase K-Lösung (wurde durch einen Spritzenfilter (Roth, 0,2 µm Porenweite) sterilfiltriert) 

 

 

NaCl-Lösung 

 
 
 

Na-Acetat-Lösung 

 

 

Agarose-Gel (0,8%) 

 

 

Schwerelösung (wurde durch einen Spritzenfilter (Roth, 0,2 µm Porenweite) sterilfiltriert) 

 

 

 

Ethidiumbromid-Färbelösung (wurde im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert) 

 

 

Lysozym (Sigma) 10,00 mg 

MilliQ-Wasser            ad 1,00 mL 

Tris-HCl 9,69 g 

Na-Acetat  (Merck) 1,64 g 

Na-EDTA 14,61 mg 

MilliQ-Wasser         ad 1000 mL 

pH 8,0 mit Essigsäure   

Natriumdodecylsulfat 20,00 g 

1 x TAE-Puffer       ad 100 mL 

Proteinase K (Peqlab)  20,00 mg 

MilliQ-Wasser            ad 1,00 mL 

NaCl  292,00 g 

MilliQ-Wasser            ad 1000 mL 

Na-Acetat 82,03 g 

MilliQ-Wasser            ad 1000 mL 

1x TAE-Pufferlösung  100 mL 

Low EEO Agarose 0,80 g 

Bromphenolblau 0,25 g 

Saccharose 40,00 g 

MilliQ-Wasser            ad 100 mL 

Ethidiumbromid 300,00 µg 

MilliQ-Wasser            ad 100 mL 
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Weiterhin wurden eine Phenol-Chloroform-Lösung im Verhältnis 1:1 (v/v) und eine 

Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung im Verhältnis 24:1 (v/v) angesetzt. Zur Herstellung von 

70%igem Ethanol wurde Ethanol reinst mit MilliQ-Wasser verdünnt.  

 

Bei der Methode nach Jayarao (1991) handelte es sich um eine enzymatische Zelllyse mit 

anschließender, alkoholischer Fällung der DNA. Dazu wurden aus der zu untersuchenden 

Kultur 1,5 mL Kulturflüssigkeit entnommen, in ein steriles Eppendorfgefäß überführt und in 

einer Tischzentrifuge (Heraeus Sepatech, Biofuge A) für 5 min bei 10.000 x g zentrifugiert. 

Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis sich im Reaktionsgefäß ein gut sichtbares 

Zellpellet zeigte. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 1 mL TE-Pufferlösung 

gewaschen und dann in 325 µl TE-Pufferlösung resuspendiert.  

Um die bakteriellen Zellwände zu lysieren, wurden nun 25 µl Lysozymlösung hinzugefügt 

und dieser Ansatz für 30 min bei 37°C in einem Heizblock inkubiert. Nach Ablauf der Zeit 

wurden 40 µl SDS-Lösung und 6 µl Proteinase K-Lösung hinzu gegeben und der Ansatz 

erneut auf den Heizblock (37°) gestellt, diesmal für 60 min. Die Proteinase K führt unter 

anderem zum Abbau von DNA assoziierten Proteinen. Um nach der Lysis der Zellen und dem 

proteolytischem Verdau der Zellproteine störende Zelltrümmer auszufällen, wurden 212 µl 

einer 5 M Natriumchlorid-Lösung hinzugegeben. Diese wurden anschließend in einer 

Tischzentrifuge abzentrifugiert (10 min bei 10000 x g). Der Überstand wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und mit 650 µl einer Phenol-Chloroform-Lösung vermischt. Der 

Ansatz wurde mehrmals umgeschüttelt und 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die Oberphase 

wurde ein weiteres Mal in ein neues Reaktionsgefäß überführt, und mit 600 µl der 

Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung vermischt, um überschüssiges Phenol zu extrahieren, 

anschließend erneut 10 min lang bei 10000 x g zentrifugiert. Die wässrige Oberphase wurde 

vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Um die DNA zu fällen, 

wurden nun 1,5 Volumenanteile eiskalten Ethanols reinst und 30 µl Na-Acetatlösung hinzu 

gegeben. Um eine möglichst hohe Ausbeute an DNA zu erhalten, wurde dieser Ansatz über 

Nacht bei -20°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde der Ansatz 30 min bei 12000 g 

zentrifugiert, um die DNA zu pelletieren. Die DNA wurde dann einmal mit 70%igem Ethanol 

gewaschen. Anschließend wurde das Pellet in 15 µl des TAE-Puffers aufgenommen und bis 

zu seiner Verwendung bei -20°C gelagert. Die Kontrolle des Erfolges der DNA-Extraktion 

erfolgte mit Hilfe eines Agarose-Gels (0,8%). Zum Gießen des Gels wurde die Agarose 

zunächst verflüssigt und anschließend in einem temperierten Wasserbad auf 60°C abgekühlt. 
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Gegossen wurde das Gel in eine horizontale Elektrophoresekammer (Biorad, Wide Mini-Sub 

Cell) mit Gelkamm (Biorad). Nach Aushärten des Gels wurde die Kammer mit 1x TAE-

Puffer gefüllt und der Kamm vorsichtig entfernt. In die Geltaschen wurde jeweils ein 

Gemisch aus 1 µL Schwerelösung und 1,5 µL DNA-Extrakt pipettiert. Zur Auftrennung der 

DNA-Extrakte wurde die Gelkammer an eine Spannungsquelle (Biorad, 3000xi) 

angeschlossen und für 45 min eine Spannung von 68 V angelegt. Zum Detektieren der 

Banden wurde das Gel nach der Elektrophorese zunächst für 20 min in einem 

Ethidiumbromid-Färbebad inkubiert. Die Banden wurden anschließend auf einem 

Transilluminator (Phase, TFX 35-M) sichtbar gemacht und mit einer Digitalkamera (Sony, 

Variocam) erfasst und auf Fotopapier ausgedruckt (Sony, Video Graphic Printer VP-890-CE). 

 

3.7.1.2 Polymeraseketten-Reaktion (PCR) 

Die PCR wurde in einem 0,5 mL PCR-Tube (Peqlab, ThermoTube PCR Tube) durchgeführt. 

Dazu wurde in jedes PCR-Tube das Reaktionsgemisch bestehend aus Primer, Taq-Polymerase 

(Peqlab, SAWADY Taq-DNA-Polymerase), Desoxynukleosidtriphosphaten (Peqlab, peqGold 

dNTP-Mix), Reaktionspuffer Y (Peqlab) und PCR-Wasser (Sigma) in folgenden 

Konzentrationen vorgelegt: 

1x Reaktionsgemisch 
10x Reaktionspuffer Y 5,0 µl 

dNTP-Mix (10mM pro Nukleotid) 1,0 µl 

MgCl2-Lösung (Peqlab, 25 mM) 2,0 µl 

Oligonukleotidpromer 907 R (25 pmol/µl) 2,0 µl 

Oligonukleotidpromer 341 F GC (25 pmol/µl) 2,0 µl 

Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,5 µl 

Insgesamt: 12,5 µl 

 
Für die Durchführung der PCR wurden nun in das PCR-Tube neben den 12,5 µl des 1x 

Reaktionsgemisches noch 33,5 µl PCR-Wasser vorgelegt und mit 2 µl DNA-Extraktes des 

jeweiligen Bakterienstammes vermischt. Genauere Angaben zum Primer und den 

theoretischen Hintergründen zur PCR sind in der Diplomarbeit von Mitchell (2002) 

nachzulesen. Bei dem verwendeten Programm für die PCR handelte es sich um ein so 

genanntes Touch-down-Programm: 
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Zur Kontrolle der PCR wurden die amplifizierten Fragmente auf ein 2%iges Agarose-Gel 

aufgetragen. Hierfür wurden folgende Lösungen verwendet: 

Agarose-Gel (2,0 %) 

 
 
 

Neben den PCR-Produkten wurde noch eine DNA-Leiter auf das Gel aufgetragen (Amresco, 

PCR DNA-Marker). Diese Leiter repräsentiert auf dem Gel Basenpaar-Längen zwischen 50 

und 2000 bp. Zur Durchführung wurden 1,5 µL Schwerelösung und 1,5 µL des jeweiligen 

PCR-Produktes zusammen in eine Tasche des Agarose-Geles pipettiert und für 65 min eine 

Spannung von 68 V angelegt. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte, wie es schon für die 

Kontrolle der DNA-Extraktion beschrieben worden ist.  
 
 
3.1.7.3 Durchführung der DGGE 

Für die Vorbereitung des DGGE-Gels wurden folgende Lösungen benötigt: 

Stammlösung 1 (Acrylamidlösung mit 0% Harnstoff-Formamid):    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-5. Zyklus:  2 min  95°C 

   40 s  64°C 

   1 min  72°C 

 

6-16. Zyklus   40 s  95°C 

   40 s  65°C (je Zyklus -1°C) 

   1 min  72°C 

 

17-30. Zyklus  40 s 95°C 

   1 min  55°C 

   1 min  72°C 

 

31. Zyklus  45 s 92°C 

   1 min  55°C 

   5 min  72°C 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1x TAE-Puffer 100 mL 

Low EEO Agarose 2,00 g 

40% Acrylamidlösung (Amresco, 37,5 AA :1 

BIS) 

15,00 mL 

1x TAE-Puffer 85,00 mL 
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Stammlösung 2 (Acrylamidlösung mit 100% Harnstoff-Formamid): 

 

 

 

 

Ammoniumpersulfatlösung (APS) 

 

 

Für das Beladen der Geltaschen wurde weiterhin ein DGGE-Ladepuffer benötigt: 

 

 

 

 

 

Beide Acrylamidstammlösungen wurden vor ihrer Verwendung filtriert und anschließend 10 

min lang im Vakuum entgast.  

Die Berechnung der einzusetzenden Volumina der Stammlösungen für die Erstellung eines 

40-70%igen Gradienten erfolgt mit Hilfe der standardisierten Formel nach Muyzer et al. 

(1998): 

%21100100
)100(

XgStammlösungStammlösun VVVVXVX
=+=

×
+

×−  

wobei X jeweils den minimalen bzw. den maximalen Wert des Gradienten in Prozent angibt.  

Da das Gelvolumen insgesamt 42,0 mL betrug, wurde je ein Ansatz mit 21,0 mL 40%iger 

Acrylamidlösung (12,6 mL Stammlösung 1 + 8,4 mL Stammlösung 2) und ein Ansatz mit 21 mL 

70%iger Acrylmidlösung (6,3 mL Stammlösung 1 + 14,7 mL Stammlösung 2) in Greiner-Röhrchen 

vorgelegt. Für die DGGE wurde eine vertikale Pufferkammer (Biorad, Protean II) verwendet, 

die in einem 10 L Wasserbad installiert war. Die verwendeten Glasplatten, Spacer und der 

Gelkamm (Biorad, 25 Taschen 1,5 mm) der Anlage wurden vor Beginn der Versuche mit 

Ethanol gereinigt. Die auf Eis gelagerten Greiner-Röhrchen mit den beiden vorgelegten 

Acrylamid-Lösungen wurden nach Zugaben von 50 µL APS und 10 µL N, N, N´, N´-

Tetramethylethylendiamin (TEMED, gebrauchsfertig bezogen von Biorad) in den 

Gradientenmischer gegeben. Nachdem der Gradient durch einen Schlauch mit aufgesetzter 

40% Acrylamidlösung (Amresco, 37,5 AA :1 

BIS) 

15,00 mL 

Formamid (Applichem) 40,00 mL 

Harnstoff (Merck) 42,00 g 

1x TAE-Pufferlösung  35,00 mL 

Ammoniumpersulfat (Serva)  1 g 

MilliQ-Wasser 10 mL 

Bromphenolblau   0,05 g 

Saccharose 40,00 g 

Na-EDTA 2,92 g 

Natriumdodecylsulfat 0,50 g 

MilliQ-Wasser           ad 100 mL 
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Injektionsnadel zwischen die Glasplatten eingelaufen war, konnten 10 mL Sammelgel mit 30 

µL APS und 15 µL TEMED vermengt und vorsichtig über das noch flüssige Trenngel 

geschichtet werden. Das Sammelgel entsprach in seiner Zusammensetzung der Stammlösung 

I. Nach 120 min bei Raumtemperatur war das Gel auspolymerisiert. Um ein Einstürzen der 

fragilen Gel-Taschen beim Entfernen des Gelkammes zu verhindern, wurde 1x TAE-Puffer 

am oberen Rand zwischen die Glasplatten pipettiert. Die Geltaschen wurden nun mit 15 µL 

des PCR-Produktes und 30 µL DGGE-Ladepuffer befüllt. Leere Taschen wurden mit 25 µL 

des DGGE-Ladepuffers befüllt, um eine gleichmäßige Verteilung der Ionenkonzentration 

über das gesamte Gel zu gewährleisten. Das mit den Proben beladene Gel wurde nun langsam 

in die bereits auf 60°C temperierte Pufferkammer eingesetzt. Nun konnte die 

Spannungsquelle (Biorad, 3000xi) angeschlossen werden. Um ein Ausspülen der Proben zu 

verhindern, wurde die Elektrophorese 10 min bei 200 V durchgeführt. Nachdem die DNA-

Moleküle in das Gel eingelaufen waren, erfolgte eine Absenkung der Spannung auf 100 V 

und eine peristaltische Pumpe (Masterflex) wurde zur Durchmischung des Puffers 

zugeschaltet. Die angelegte Spannung wurde über einen Zeitraum von 18 Stunden konstant 

gehalten.  

Nach Beendigung der Gelelektrophorese konnte die obere Glasplatte unter Verwendung von 

Aqua dest. vorsichtig entfernt werden. Um ein Einreißen des Gels zu vermeiden, wurden 

danach überstehende Taschenelemente abgetrennt. Das Gel konnte nun zur Anfärbung der 

Banden im Ethidiumbromid-Färbebad 10 min lang inkubiert werden. Nach kurzem 

Schwenken in einem Aqua dest.-Bad wurde das Gel zur Betrachtung und Fotografie auf den 

Transilluminatortisch gebracht.  

 

3.7.2 Cytochromdifferenz-Spektren 

Mit Hilfe von Cytochromdifferenz-Spektren sollte untersucht werden, inwieweit sich die drei 

Bakterienstämme in ihrer Cytochrom-Ausstattung unterscheiden. Hierfür wurden zunächst 

Massenanzuchten der jeweiligen Bakterienstämme durchgeführt (siehe 3.3.3). Für den 

Zellaufschluss wurden folgende Lösungen verwendet: 
Lösung 1: Tris 1,21 g 

 Saccharose  256,0 g 

 NH4CL 0,535 g 

 DTE  0,154 g 

 Aqua dest.              ad 1000 mL 

 pH-Wert mit 1N HCl auf pH 7,5   
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Lösung 2: Lysozym 8,0 mg 

 Aqua dest.       ad 1 mL 

Lösung 3: Na2EDTA 37,22 mg 

 Aqua dest.      ad 10 mL 

 pH-Wert mit 1n HCl auf pH 7,5   

 
Die Bakterienzellen aus den Massenanzuchten (ca. 5 x 1012 Zellen) wurden wie oben 

beschrieben geerntet und anschließend pelletiert (Heraeus, Biofuge A, 10 min bei 10000 x g). 

Die Pellets wurden in 861 µL der Lösung 1 resuspendiert und mit 56 µL von Lösung 2 und 

82,5 µL von Lösung 3 versetzt. Die Proben wurden anschließend für 30 min auf Eis gestellt. 

Der endgültige Zellaufschluss wurde nach den 30 min mit einer French-Press (American-

Instrument Company) mit der kleinen Druckzelle bei 100 MPa durchgeführt (3-4x). Nach 

dem Zellaufschluss wurden Zelltrümmer mit einer Tischzentrifuge bei 13.000 x g für 30 min 

sedimentiert. Die Cytochromdifferenz-Spektren wurden in dem Zweistrahlphotometer MPS 

2000 (Shimadzu) aufgenommen. Das Spektrum wurde für einen Wellenlängenbereich von 

390 bis 700 nm aufgenommen. Anschließend wurde die gleiche Probe durch Zugabe einiger 

Kristalle Na-Dithionit reduziert und das Spektrum erneut aufgezeichnet. Zum Vergleich 

wurden auch Cytochromdifferenz-Spektren von intakten Zellen aufgenommen.  
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4. Ergebnisse 
 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur physiologischen, morphologischen und 

molekularbiologischen Charakterisierung des in der Stammsammlung der AG 

Geomikrobiologie an der Universität Hamburg als A. ferrooxidans eingeordneten Stammes 

SPIII/3 und seines genetisch nahen Verwandten Stamm DSM 2392 durchgeführt. Die 

physiologischen Untersuchungen sollten Ergebnisse liefern, die eine Unterscheidung 

zwischen Zellen des Stammes SPIII/3 und denen des A. ferrooxidans Typstammes ATCC 

23270 ermöglichen. Die Morphologie der Zellen wurde mittels mikroskopischer Techniken 

untersucht. Mit Hilfe molekularbiologischer und biochemischer Methoden wurde nach 

Unterschieden der Zellen bezüglich der 16S rDNA und der Cytochromausstattung gesucht. 

 

4.1 Morphologische Untersuchungen  
4.1.1 Ultradünnschnitte 

Von Zellen der A. ferrooxidans Bakterienstämme SPIII/3, DSM 2392 und ATCC 23270 

wurden Ultradünnschnitte angefertigt und mit dem Transmissions-Elektronenmikroskop 

(TEM) untersucht, um Zellformen sowie -strukturen sichtbar zu machen.  

 

 
Abbildung 4: Transmissionselektronmikroskopische Übersichtsaufnahme eines Ultradünnschnittes durch 
Zellen vom A. ferrooxidans Stamm SPIII/3. Die Zellen wurden 7 Tage bei 28°C im Dunkeln mit Eisen(II)-
Ionen als Substrat auf einem Bodenschüttler (125 UPM) inkubiert. Sie wurden anschließend mit 
Glutaraldehyd fixiert, in Spurr eingebettet, geschnitten und mit Osmiumtetraoxid, Bleicitrat und 
Uranylacetat kontrastiert. 
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Abbildung 5: Transmissionselektronmikroskopische Detailaufnahme eines Ultradünnschnittes durch 
Zellen vom A. ferrooxidans Stamm SPIII/3. Die Zellen wurden 7 Tage bei 28°C im Dunkeln mit Eisen(II)-
Ionen als Substrat auf einem Bodenschüttler (125 Upm) inkubiert. Sie wurden anschließend mit 
Glutaraldehyd fixiert, in Spurr eingebettet, geschnitten und  mit Osmiumtetraoxid, Bleicitrat und 
Uranylacetat kontrastiert. 

 
Abbildung 6 A und B: Transmissionselektronmikroskopische Detailaufnahme eines Ultradünnschnittes 
durch Zellen vom A. ferrooxidans Stamm DSM 2392. Die Zellen wurden 7 Tage bei 28°C im Dunkeln mit 
Eisen(II)-Ionen als Substrat auf einem Bodenschüttler (125 Upm)  inkubiert. Sie wurden anschließend mit 
Glutaraldehyd fixiert, in Spurr eingebettet, geschnitten und  mit Osmiumtetraoxid, Bleicitrat und 
Uranylacetat kontrastiert. 
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Abbildung 7: Transmissionselektronmikroskopische Übersichtsaufnahme eines Ultradünnschnittes durch 
Zellen vom A. ferrooxidans Stamm ATCC 23270. Die Zellen wurden 7 Tage bei 28°C im Dunkeln mit 
Eisen(II)-Ionen als Substrat auf einem Bodenschüttler (125 Upm)  inkubiert. Sie wurden anschließend mit 
Glutaraldehyd fixiert, in Spurr eingebettet, geschnitten und  mit Osmiumtetraoxid, Bleicitrat und 
Uranylacetat kontrastiert. 

 
Abbildung 8: Transmissionselektronmikroskopische Übersichtsaufnahme eines Ultradünnschnittes durch 
Zellen vom A. ferrooxidans Stamm ATCC 23270. Die Zellen wurden 7 Tage bei 28°C im Dunkeln mit 
Eisen(II)-Ionen als Substrat auf einem Bodenschüttler (125 Upm)  inkubiert. Sie wurden anschließend mit 
Glutaraldehyd fixiert, in Spurr eingebettet, geschnitten und  mit Osmiumtetraoxid, Bleicitrat und 
Uranylacetat kontrastiert. 
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Die Zellen der Bakterienstämme SPIII/3 und DSM 2392 sind stäbchenförmig und zum Teil 

etwas pleomorph. Sie sind zwischen 1 und 10 µm lang und 0,3 bis 0,5 µm breit. Die Zellen 

des Stammes ATCC 23270 sind stäbchenförmig und 1-2 µm lang und 0,5 µm breit. In den 

Zellen der drei Stämme konnten Carboxysomen, die das Enzym Ribulose-1,5-bisphosphat-

Carboxylase enthalten, beobachtet werden. Darüber hinaus sind in den Zellen der Stämme 

von A. ferrooxidans SPIII/3 und DSM 2392 Polyphosphat enthaltende Speichertröpfchen 

sichtbar. Die Membran-Strukturen aller Stämme zeigen den typischen Aufbau einer Gram-

negativen Zellwand.  

 

4.1.2 Gram-Eigenschaften 

Mit Hilfe der klassischen Gramfärbung wurde für die Zellen der Bakterienstämme ATCC 

23270, DSM 2392 und SPIII/3 festgestellt, dass sie Gram-negative Zellwände besitzen. 

 

4.1.3 Begeißelung 

Die Geißelfärbung nach Blenden und Goldberg (1965) ergab, dass die Zellen der Stämme 

ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392 monotrich polar begeißelt sind (nicht dargestellt).  
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4.2 Physiologische Untersuchungen 

4.2.1 Substratspektrum 

Alle getesteten Bakterien-Stämme waren in der Lage, mit Eisen(II)-Ionen als einziger 

Energiequelle zu wachsen. Speziell für die Stämme ATCC 23270 und SPIII/3 ließ sich das 

Substratspektrum um Schwefel, Pyrit und Chalkopyrit erweitern. Der Stamm ATCC 23270 

war darüber hinaus auch zur Oxidation von Sphalerit, Galena und Thiosulfat befähigt.  

Die Kultivierung der Stämme mit Thiocyanat führte zu einer Ansäuerung der Nährlösung 

ohne Zunahme der Zellzahl. Die Verbindungen Na-Sulfit, Tetrathionat, D-Glucose-

Monohydrat, Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, Na-Succinat, Na-Pyruvat, Na-Acetat und Na-

Formiat konnten nicht als Energiequelle genutzt werden. Die Substratspektren sind in der 

Tabelle 2 zusammengefasst.  

Tabelle 2: Wachstum der A. ferrooxidans Bakterienstämme SPIII/3, DSM 2392 und ATCC 23270 mit 
verschiedenen Substraten.  

Substrat ATCC 23270 SPIII/3 DSM 2392 
Eisen(II)-Sulfat +++ +++ +++ 

S0 ++ + − 

Pyrit (FeS2) ++ + − 

Chalkopyrit (CuFeS2) + + − 

Sphalerit (ZnS) + − − 

Galena (PbS) + − − 

Na-Thiosulfat + − − 

Na-Sulfit + − − 

K-Thiocyanat −* −* −* 

Tetrathionat − − − 

D-Glucose-Monohydrat − − − 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat − − − 

Na-Succinat − − − 

Na-Pyruvat − − − 

Na-Acetat − − − 

Na-Formiat − − − 

Legende: +++ sehr gutes Zellwachstum, ++ gutes Zellwachstum, + langsames Zellwachstum, − kein Zellwachstum, −* Zellabhängiger 

Umsatz des Substrates ohne Zellvermehrung 

In den Abbildungen 9 und 10 sind die zeitlichen Verläufe der Substrat-Oxidation am Beispiel 

von Eisen(II)-Sulfat und Pyrit dargestellt. Die Oxidationsraten wurden indirekt durch 

Messung der in die Kulturlösung abgegebenen Eisen(III)-Ionen bestimmt.  
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Abbildung 9: Oxidation von Eisen(II)-Sulfat durch Zellen der A. ferrooxidans Stämme ATCC 23270, SPIII/3 
und DSM 2392. Die Oxidation wurde anhand des prozentualen Anteils von Eisen(III)-Ionen am 
Gesamteisenionengehalt in der Kulturlösung verfolgt. Als Inokulum dienten 1x106 Zellen pro mL. Die 
Inkubation erfolgte im Dunkeln bei 28°C auf einem Bodenschüttler (125 Upm). Es sind die Mittelwerte 
zweier Versuchsansätze gezeigt.   = Standardabweichung 

Zeit (d)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

E
is

en
(II

I)-
Io

ne
n 

in
 g

 p
ro

 L

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

ATCC 23270
SPIII/3
DSM 2392 

 
Abbildung 10: Pyritoxidation durch Zellen der A. ferrooxidans Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 
2392. Die Oxidation wurde anhand der Zunahme der Konzentration von Eisen(III)-Ionen in der 
Kulturlösung verfolgt. Als Inokulum dienten 1x106 Zellen pro mL. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei 
28°C auf einem Bodenschüttler (125 Upm). Es sind die Mittelwerte dreier Versuchsansätze gezeigt. = 
Standardabweichung 

Mit Eisen(II)-Ionen als Energiequelle war bei den Zellen aller Stämme die lag-Phase nach ca. 

2 Tagen beendet. Die Eisen(II)-Ionen wurden von den Zellen des Stammes ATCC 23270 mit 

einer Rate von 35 mg/d oxidiert, bei den Bakterien des Stammes SPIII/3 betrug die 

Oxidationsrate 34 mg/d und bei denen des Stammes DSM 2392 betrug sie 31 mg/d. In der 
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unbeimpften Kontrolle konnte während des Versuchzeitraumes keine erhöhte Konzentration 

an Eisen(III)-Ionen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). 

Bei den Bakterien des Stammes ATCC 23270 dauerte die lag-Phase beim Wachstum auf Pyrit 

ca. einen Tag. Die Zellen des Stammes SPIII/3 wiesen eine lag-Phase von ca. 3 Tagen auf. 

Bei den Zellen beider Stämme nimmt die Eisen(III)-Ionen-Konzentration während der log-

Phase in der Nährlösung gleichmäßig zu. Die Zellen des Stammes ATCC 23270 oxidierten 

die Eisen(II)-Ionen des Metallsulfids mit einer Rate von 6,14 mg pro Tag bei denen des 

Stammes SPIII/3 betrug die Rate 0,06 mg pro Tag. In den Versuchsansätzen mit Zellen des 

Stammes DSM 2392 konnte keine gegenüber der Kontrolle erhöhte Freisetzung von 

Eisen(III)-Ionen beobachtet werden.  

In der Abbildung 11 ist der zeitliche Verlauf der Oxidation des Substrates Elementarschwefel 

für die Zellen aller drei Stämme abgebildet. 
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Abbildung 11: Oxidation von Elementarschwefel durch Zellen der Stämme A. ferrooxidans ATCC 23270, 
SPIII/3 und DSM 2392. Die Oxidation wurde anhand der Zunahme der Konzentration von Sulfat-Ionen in 
der Kulturlösung verfolgt. Als Inokulum dienten 1x106 Zellen pro mL. Die Inkubation erfolge im Dunkeln 
bei 28°C auf einem Bodenschüttler (125 Upm). Es sind die Mittelwerte zweier Versuchsansätze gezeigt.    = 
Standardabweichung 

Beim Wachstum mit elementarem Schwefel als Substrat wiesen die Zellen des Stammes 

ATCC 23270 mit zwei Tagen die kürzeste lag-Phase auf. Eine fünf Tage längere 

Adaptationsphase ließ sich für die Zellen des Stammes SPIII/3 beobachten. Bestimmungen 

der Gesamtzellzahl zeigten, dass während der Bildung von Sulfat die Anzahl der 

planktonischen Zellen der Stämme ATCC 23270 (von 1x106 auf 5x108) und SPIII/3 (von 

1x106 auf 4x108) zunahmen (Daten nicht gezeigt). Die Zellen des Stammes ATCC 23270 
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oxidierten den Schwefel mit einer Rate von 12,21 mM/d, für Zellen des Stammes SPIII/3 

betrug die Oxidationsrate 9,76 mM/d. In den Ansätzen mit den Zellen des Stammes DSM 

2392 und in der Steril-Kontrolle konnte nach 20 Tagen kein Sulfat-Anstieg nachgewiesen 

werden.  

In Ergänzung zu den Untersuchungen zum Substratspektrum wurde überprüft, ob die 

Bakterien in der Lage sind, in Gegenwart organischer Substanzen mit Eisen(II)-Ionen als 

Energiequelle zu wachsen. Im Falle der organischen Säuren Acetat, Citrat, Succinat und 

Pyruvat wurde festgestellt, dass schon geringe Mengen von 100 µM ausreichten, um das 

Wachstum der Zellen vollständig zu hemmen. Diese Hemmung trat sowohl bei pH 1,6 als 

auch bei pH 2,1 auf. Für Glucose konnte bei den Konzentrationen 100 und 500 µM eine 

Hemmung des Wachstums nicht beobachtet werden. Der zeitliche Verlauf der Eisen(II)-

Oxidation von Zellen der Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392 in Ab- und 

Anwesenheit von Glucose ist in Abbildung 12 dargestellt.  
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Abbildung 12: Eisen(II)-Oxidation durch Zellen der A. ferrooxidans Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 
2392 ohne (A) und mit (B) Glucose Zusatz von Glucose. Die Oxidation wurde anhand des prozentualen 
Anteils von Eisen(III)-Ionen am Gesamteisenionengehalt in der Kulturlösung verfolgt. Als Inokulum 
dienten 1x106 Zellen pro mL. Die Inkubation erfolge im Dunkeln bei 28°C auf einem Bodenschüttler (125 
Upm).  

Die log-Phase beginnt bei den Zellen der Stämme ATCC 23270 und DSM 2392 in den 

Versuchen mit oder ohne Zusatz von Glucose nach ca. 24 Stunden und endet nach ca. 56 

Stunden. Danach gehen die Zellen in die stationäre Phase über. Bei den Zellen des Stammes 

SPIII/3, die ohne Glucose wachsen, beginnt die log-Phase am zweiten Tag und geht nach 70 

Stunden in die stationäre Phase über. Bei den Zellen des Stammes SPIII/3, die in Gegenwart 

von Glucose gewachsen sind, beginnt die log-Phase nach 56 Stunden und geht nach 80 

Stunden in die stationäre Phase über. Die Zellen des Stammes ATCC 23270 oxidierten die 

Eisen(II)-Ionen mit oder ohne Zusatz von Glucose mit einer Rate von 32 bzw. 33 mg pro Tag, 
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für die Zellen des Stammes SPIII/3 betrugen die Oxidationsraten für die Eisen(II)-Ionen mit 

oder ohne Zusatz von Glucose 30 bzw. 25 mg pro Tag und bei den Zellen des Stammes DSM 

2392 betrugen sie 30 bzw. 32 mg pro Tag. 

 
4.2.2 Halotoleranz 

Die zeitlichen Verläufe der Oxidation von Eisen(II)-Ionen und die Oxidationsraten von Zellen 

der Stämme A. ferrooxidans ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392 in Abhängigkeit von 

Konzentrationen an Natriumchlorid von 50 bis 200 mM sind in der Abbildung 13 dargestellt. 
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Abbildung 13: Ermittlung der Halotoleranz für Zellen der A. ferrooxidans Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und 
DSM 2392. (A) Oxidationsraten in Abhängigkeit von der Kochsalz-Konzentration in der Nährlösung. 
Zeitlicher Verlauf der Oxidation von Eisen(II)-Sulfat durch die Zellen der A. ferrooxidans Stämme ATCC 
23270 (B), SPIII/3 (C) und DSM 2392 (D) bei verschiedenen Kochsalz-Konzentrationen. Die Oxidation 
wurde anhand des prozentualen Anteils von Eisen(III)-Ionen am Gesamteisenionengehalt in der 
Kulturlösung verfolgt. Als Inokulum dienten 1x106 Zellen pro mL. Die Inkubation erfolge im Dunkeln bei 
28°C auf einem Bodenschüttler (125 Upm).  

In Abbildung 13 (A) ist zu erkennen, dass die Zellen des Stammes ATCC 23270 in der Lage 

sind, bis zu Natriumchlorid-Konzentrationen von 200 mM zu wachsen. Bei Konzentrationen 

≥ 270 mM (nicht dargestellt) konnte keine Oxidationsraten mehr gemessen werden. Die 

Zellen des Stammes SPIII/3 konnten ihre Oxidations-Aktivität bis zu einer Natriumchlorid-
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Konzentration von 110 mM aufrechterhalten und die Zellen des Stammes DSM 2392 bis zu 

einer Natriumchlorid-Konzentration von 80 mM. Bei den Zellen aller Stämme ist eine direkte 

Abhängigkeit zwischen den Oxidationsraten und der Natriumchlorid-Konzentration zu 

beobachten. Je höher die Kochsalz-Konzentration liegt, desto niedriger ist die Oxidationsrate. 

In den Abbildungen 13 (B-D) ist zu erkennen, dass mit steigender Konzentration an Kochsalz 

die Dauer der lag-Phase zunimmt. In den sterilen Kontrollen war über den gesamten 

Versuchszeitraum keine Zunahme an Eisen(III)-Ionen messbar (Daten nicht gezeigt).  

 
4.2.3 Schwermetall-Toleranz 

Die Toleranz der drei Stämme gegenüber verschiedenen Schwermetallen wurde für Kobalt, 

Kupfer und Nickel untersucht. Hierzu wurde das jeweilige Schwermetall in unterschiedlichen 

Konzentrationen der Nährlösung nach Mackintosh (1978) hinzugefügt. Die Ergebnisse für das 

Schwermetall Kobalt sind in der Abbildung 14 zusammengefasst.  
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Abbildung 14: Einfluss von Kobalt auf die Oxidation von Eisen(II)-Ionen durch Zellen der A. ferrooxidans 
Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392. (A) Oxidationsraten in Abhängigkeit von der Kobalt-
Konzentration. Zeitlicher Verlauf der Oxidation von Eisen(II)-Ionen durch die Zellen der Stämme ATCC 
23270 (B), SPIII/3 (C) und DSM 2392 (D) bei verschiedenen Kobalt-Konzentrationen. Die Oxidation wurde 
anhand des prozentualen Anteils von Eisen(III)-Ionen am Gesamteisenionengehalt in der Kulturlösung 
verfolgt. Als Inokulum dienten 1x106 Zellen pro mL. Die Inkubation erfolge im Dunkeln bei 28°C auf einem 
Bodenschüttler (125 Upm).  
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Bei den Zellen aller Stämme konnte beobachtet werden, dass die Oxidationsrate mit 

steigender Konzentration des Schwermetalls abnimmt (Abb. 14 A). In der Kulturlösung mit 

den Bakterien der Stämme ATCC 23270 und SPIII/3 konnte ab einer Konzentration von 10 

g/L Kobalt keine Oxidations-Aktivität mehr gemessen werden. Bei den Zellen des Stammes 

DSM 2392 war noch bis zu einer Kobalt-Konzentration von 14 g/L Oxidations-Aktivität 

nachweisbar. Bei allen Stämmen konnte beobachtet werden, dass bei Kobaltzusatz das 

Substrat nicht quantitativ oxidiert wurde (Abb 14. B-D). Je höher der Kobaltzusatz war, desto 

weniger Eisen(II)-Ionen wurden oxidiert. So werden beispielsweise bei der letzen, noch 

tolerierten Kobalt-Konzentration von 10 bzw. 14 g/L nur ca. 20% des Substrates oxidiert.  

Bei dem Schwermetall Kupfer lag die minimale inhibierede Konzentration (MIC) für die 

Zellen aller Stämme bei 30 g/L (nicht dargestellt). Für Nickel konnte ebenfalls für alle 

Stämme die gleiche MIC von 10 g/L gemessen werden (nicht dargestellt).  

 

4.2.4 pH-Optimum 

Der optimale pH-Wert für die biologische Oxidation von Eisen(II)- zu Eisen(III)-Ionen oder 

Elementarschwefel zu Sulfat lag bei allen drei A. ferrooxidans Stämmen um 2 (Daten nicht 

gezeigt). Die Zellen der Stämme DSM 2392 und SPIII/3 konnten Eisen(II)-Ionen unterhalb 

eines pH von 1,5 nicht oxidieren. Die Zellen des Stammes ATCC 23270 wiesen eine 

Oxidations-Aktivität noch bei pH 1,2 auf.  
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4.2.5 Temperatur-Optimum 

Die zeitlichen Verläufe der Oxidation von Eisen(II)-Ionen und die Oxidationsraten für die A. 

ferrooxidans Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392 in Abhängigkeit von der 

Temperatur im Bereich von 17 bis 38°C sind in der Abbildung 15 dargestellt. 
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Abbildung 15: Temperaturoptimum für die Oxidation von Eisen(II)-Ionen für die Zellen der A. ferrooxidans 
Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392. (A) Oxidationsraten in Abhängigkeit von der Temperatur. 
Zeitlicher Verlauf der Oxidation von Eisen(II)-Sulfat durch die Zellen der Stämme ATCC 23270 (Β), SPIII/3 
(C) und DSM 2392 (D) bei verschiedenen Temperaturen. Die Oxidation wurde anhand des prozentualen 
Anteils von Eisen(III)-Ionen am Gesamteisenionengehalt in der Kulturlösung verfolgt. Als Inokulum 
dienten 1x106 Zellen pro mL. Die Inkubation erfolge im Dunkeln in verschieden temperierten Schüttel-
Wasserbädern.  

Bei Zellen des Stammes ATCC 23270 wurden die höchsten Werte für die Oxidationsraten im 

Temperaturbereich zwischen 32 und 35°C gemessen. In diesem Temperaturbereich wurden 

die Eisen(II)-Ionen mit einer Rate von 45 mg pro Tag oxidiert. Bei den Temperaturen 25, 28 

und 38°C lag die Oxidationsrate bei Werten um 32 mg Eisen(II)-Ionen pro Tag. Unterhalb 

von 10°C und oberhalb von 38°C konnte keine Oxidation von Eisen(II)-Ionen gemessen 

werden (Daten nicht gezeigt). 

Die Zellen des Stammes SPIII/3 zeigten ihre maximale Oxidationsrate bei 28°C mit 44 mg 

Eisen(II)-Ionen pro Tag. Eine Oxidationsrate von 2 mg Eisen(II)-Ionen pro Tag wurde für die 
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Temperatur von 38°C bestimmt. Oberhalb von 38°C wie auch unterhalb von 10°C war eine 

Oxidation von Eisen(II)-Ionen nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt).  

Zellen des Stammes DSM 2392 wiesen bei 25°C die höchste Oxidationsrate mit 48 mg 

Eisen(II)-Ionen pro Tag auf. Bei 38°C war eine Oxidationsrate von nur noch 0,1 mg Eisen(II)-

Ionen pro Tag messbar. Es konnten keine Oxidations-Aktivitäten für Temperaturen über 38°C 

und unter 10°C gemessen werden (Daten nicht gezeigt). 

 

4.3 Molekularbiologische Untersuchungen 

4.3.1 Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese  

Die Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) wurde im Rahmen dieser Arbeit 

eingesetzt, um Informationen über die verwandtschaftlichen Verhältnisse zwischen den A. 

ferrooxidans Stämmen ATCC 23270, DSM 2392 und SPIII/3 zu bekommen. 

 

Abbildung 16: DGGE-Bandenmuster von etwa 620 bp langen, PCR-amplifizierten  16S rDNA-Fragmenten 
(Position 341-907 im 16S rRNA-Gen bei E. coli + GC-Klammer) von den A. ferrooxidans Stämmen ATCC 
23270, SPIII/3 und DSM 2392; Zuordnung der Banden zu den Stämmen siehe Gel; DGGE-Gel mit einem 
Harstoff-Formamid-Gradienten von 40-70%; Laufzeit 18 Stunden bei 100 V.  

In der Abbildung 16 sind im DGGE-Gel die Banden der 16S rDNA aus Zellen der A. 

ferrooxidans Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 2392 dargestellt. Die Banden der 

Stämme SPIII/3 und DSM 2392 weisen im Gel die gleiche elektrophoretische Mobilität auf, 

die DNA des Stammes ATCC 23270 legt im Gel einen weiteren Weg zurück als die der 

beiden anderen Stämme.  
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4.3.2 Cytochromdifferenzspektren 

Zum Nachweis des Vorkommens verschiedener Cytochrome wurden Cytochrom-

differenzspektren von den Zellextrakten aller drei A. ferooxidans-Stämme aufgenommen. In 

allen Zellen war Cytochrom c nachweisbar. Die Cytochrom-Spektren waren vergleichbar. In 

der Abbildung 17 ist ein ausgewähltes Cytochromspektrum von Zellen des Stammes ATCC 

23270 dargestellt. Die Absorptions-Maxima bei 551, 522 und 416 nm treten als distinkte 

Banden auf und entsprechen den alpha-, beta- und gamma-Absorptionsbanden von 

Cytochrom c.  

 

Abbildung 17: Ausgewähltes Cytochromdifferenzspektrum eines Zellextraktes von 5 x 1012 Zellen des A. 
ferrooxidans Stammes ATCC 23270 nach einer Anzucht mit Eisen(II)-Ionen als Substrat. Die Inkubation 
erfolgte bei 28°C mit aktiver Belüftung im Dunkeln. Aufgenommen wurde das Spektrum in einem 
Wellenlängenbereich von 370-700 nm mit dem Zweistrahlphotometer MPS 2000 (Shimadzu).  
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5. Diskussion 
 

Die vorliegende Arbeit wurde zum Zwecke der Charakterisierung der als A. ferrooxidans 

bezeichneten Stämme der SPIII/3 und DSM 2392 angefertigt. Dies geschah mit Hilfe 

morphologischen, physiologischen und molekularbiologischen Methoden. Dabei sollte geklärt 

werden, ob die beiden letztgenannten Stämme in eine neue Gattung einzuordnen sind. Ferner 

sollte festgestellt werden, ob die beiden A. ferrooxidans Stämme SPIII/3 und DSM 2392 zur 

selben Art gehören.  

Unterschiede ergaben sich zum Einen bei den Untersuchungen zur Morphologie der Zellen. 

Während die Zellen des A. ferrooxidans Typstammes ATCC 23270 eine typische 

Stäbchenform aufweisen (Kelly und Harrison 1989, Kelly und Wood 2000), ist bei den Zellen 

der Stämme SPIII/3 und DSM 2392 keine einheitliche Zellform zu beobachten. Die Zellform 

der letztgenannten Stämme wich teilweise erheblich von der eines Stäbchens ab. Kock (2003) 

bezeichnete diese Zellform bei ihren Untersuchungen an den Zellen des Stammes SPIII/3 als 

pleomorph. Neben der Zellform gab es auch Unterschiede in der Größe der Zellen. Für die 

Zellen des A. ferrooxidans Typstammes wurde regelhaft eine typische Länge von 1-2 µm 

ermittelt (Jensen und Webb 1995, Kelly und Wood 2000). Bei elektronenmikroskopischen 

Untersuchungen an den Zellen der Stämme SPIII/3 und DSM 2392 traten Zellen mit Längen 

von bis zu 10 µm auf. Auch Kock (2003) hat für Zellen des A. ferrooxidans Stammes SPIII/3 

die gleiche Beobachtung gemacht. Somit sind Zellform und -größe Unterscheidungsmerkmale 

zwischen Zellen dieser Stämme.  

Zum Anderen konnten bei den Untersuchungen im Zellwandaufbau elektronenmikroskopisch 

keine Unterschiede festgestellt werden. Bei allen drei Stämmen zeigte sich der typische 

Aufbau einer Gram-negativen Zellwand. Biochemische Untersuchungen des Zellwandaufbaus 

zeigten, dass den Zellen des Stammes SPIII/3 die für Gram-negative Zellen typische meso-

Diaminopimelinsäure (Lengeler 1999, Madigan 2003) zur Quervernetzung der einzelnen 

Peptidoglycan-Stränge fehlt (Stackebrandt und Schumann pers. comm). Da zum A. 

ferrooxidans Typstamm ATCC 23270 und dem Stamm DSM 2392 solche Untersuchungen 

nicht vorliegen, lässt sich hieraus kein Unterscheidungsmerkmal herleiten. Ebenso wenig wie 
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durch die Tatsache, dass alle drei Stämme der Art A. ferrooxidans monotrich, polar begeißelt 

sind. 

Polyphosphat-Speichertropfen konnten in den Zellen der Stämme SPIII/3 und DSM 2392 

beobachtet werden. Dieser Befund deckt sich mit anderen Untersuchungen, die an 

verschiedenen Stämmen von A. ferrooxidans durchgeführt wurden (Howard und Lundgren 

1970, Merroun 2001). Das Fehlen dieser Speichertropfen in den Zellen des Stammes ATCC 

23270 hießt nicht, dass diese generell nicht vorhanden sind. Andere Autoren haben 

Polyphosphat-Speichertropfen auch für die Zellen dieses Stammes nachgewiesen (Alvarez 

und Jerez 2004). Polyphosphate können von den Zellen als ATP-Ersatz oder allgemein als 

Energiequelle verwendet werden. Weiterhin können sie als Chelator für bivalente Metallionen 

dienen (Dunn et al. 1994). Keasling (1996) schlug vor, dass die intrazelluläre Chelatbildung 

mit Polyphosphaten ein passiver Schutzmechanismus gegenüber Schwermetallen darstellen 

könnte. Die Bildung der Polyphosphate hängt allerdings nur vom Organismus und dessen 

Wachstumsphase ab und nicht von der Gegenwart von Schwermetallen.  

Carboxysomen waren in den Zellen aller drei A. ferrooxidans Stämme identifizierbar. Das 

bestätigt Beobachtungen, wie sie von Cannon (2001) an Zellen des A. ferrooxidans 

Typstammes und von Kock (2003) an den Zellen des Stammes SPIII/3 gemacht wurden. In 

den Carboxysomen ist das Schlüsselenzym des Calvin-Zykluses RuBisCo gespeichert. Das 

Vorhandensein der Carboxysomen spricht dafür, dass die Zellen obligat autotroph wachsen, 

da in fakultativ autotroph wachsenden Bakterien bisher keine Carboxysomen nachgewiesen 

wurden (Madigan 2003).  

Zum Dritten wurden im Rahmen der physiologischen Untersuchungen signifikante 

Unterschiede zwischen den Zellen der drei hier untersuchten A. ferrooxidans Stämme auch 

bei der Nutzung von Substraten festgestellt. Keiner der Stämme war in der Lage organotroph 

oder mixotroph zu wachsen. Daher handelt es sich bei allen Stämmen um obligat 

chemolithotrophe Bakterien, was schon für Stämme der Art A. ferrooxidans bekannt ist 

(Jensen und Webb 1995, Ageeva 2001, Kelly und Wood 2000). Weiterhin wurde 

nachgewiesen, dass die Zellen der A. ferrooxidans Stämme ATCC 23270, SPIII/3 und DSM 

2392 nicht in der Lage sind in Gegenwart geringer Konzentrationen an organischen Säuren – 
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wie Citrat, Pyruvat, Succinat, oder Acetat – zu wachsen. Dieser wachstumshemmende Effekt 

der niedermolekularen organischen Säuren ist bekannt (Pronk et al. 1991). Durch den 

niedrigen pH-Wert des Mediums liegen die meisten organischen Säuren in undissoziierter 

Form vor. In dieser Form können sie leicht durch die Cytoplasmamembran ins Cytoplasma 

diffundieren. Da der interne pH der Bakterien beinahe neutral ist (Cobley 1983), dissoziieren 

die Säuremoleküle im Cytoplasma, was mit einem Abfall des intrazellulären pH verbunden 

ist. Dadurch bricht als Konsequenz der transmembrane pH-Gradient zusammen, der für das 

Wachstum in sauren Habitaten essentiell ist (Ingledew 1982, Alexander et al. 1987). Die pH-

Abhängigkeit der Wachstumshemmung konnte auch von Sasaki (1999) beobachtet werden. 

Der Autor stellte fest, dass der inhibierende Effekt bei niedrigen pH-Werten stärker 

ausgeprägt ist als bei höheren.  

Ein wachstumshemmender Effekt auf die Bakterien konnte für die Zuckerverbindung Glucose 

nicht nachgewiesen werden. Dies steht im Widerspruch zu Beobachtungen von Marchand 

(2003) der allerdings mit einer höheren Konzentration an Glucose als ich in meinen 

Versuchen (500 mM) gearbeitet hat. Barreto und Holmes (pers. comm) konnten zeigen, dass 

Zellen des A. ferrooxidans Typstammes nicht generell durch die Gegenwart von organischen 

Substanzen in ihrem Wachstum gehemmt werden. Zellen des A. ferrooxidans Typstammes 

sind im Besitz des Enzyms β-Galaktosidase, und weisen in Gegenwart von Galaktose eine 

erhöhte EPS-Produktion auf.  

Des Weiteren zeigte sich in den Versuchen, dass die Zellen des A. ferrooxidans Typstammes 

ATCC 23270 ein arttypisches Substratspektrum aufweisen und Eisen(II)-Ionen, reduzierte 

Schwefelverbindungen und Metallsulfide als Energiequellen nutzen können (Zenneck 1988, 

Jensen und Webb 1995, Kelly und Wood 2000). Die Substratspektren der Stämme SPIII/3 

und DSM 2392 wichen von diesem, für Stämme der Art A. ferrooxidans typischem Spektrum 

ab. So nutzen die Zellen des Stammes SPIII/3 Eisen(II)-Ionen, elementaren Schwefel, Pyrit 

und Chalkopyrit als Energiequellen, aber keine der anderen reduzierten 

Schwefelverbindungen. Die Zellen des Stammes DSM 2392 können lediglich Eisen(II)-Ionen 

als Energiequelle nutzen, jedoch keine Schwefelverbindungen oder Metallsulfide. Diese 

Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von Harrison (1982) für den Stamm DSM 2392. 
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Dieser Unterschied in der Nutzung von Schwefelverbindungen kann ebenfalls zur 

Unterscheidung der drei Stämme genutzt werden.  

Im Bezug auf die Halotoleranz zeigt sich eine Übereinstimmung zwischen den Zellen der 

Stämme SPIII/3 und DSM 2392 mit denen von Stamm ATCC 23270. Bei dem letztgenannten 

Stamm lag die minimale inhibierende Konzentration (MIC) für Natriumchlorid, bei 270 mM 

(ca. 15 g/L), wohingegen die Zellen der anderen beiden Stämme mit 110 bzw. 80 mM 

deutlich weniger tolerierten. Die Adaptations-Zeiten an erhöhte Natriumchlorid-

Konzentrationen der Zellen des A. ferrooxidans Typstammes waren darüber hinaus wesentlich 

kürzer als die der anderen Stämme. Auch wenn die MIC für Natriumchlorid bei dem A. 

ferrooxidans Typstamm deutlich über der für die beiden anderen Stämme liegt und dadurch 

hoch zu sein scheint, kann man diesen Stamm nicht als halotolerant bezeichnen. Kieft und 

Spence (1988), die für die Art A. ferrooxidans ebenfalls eine MIC für Natriumchlorid von 15 

g/L festgestellt haben, schlossen dies aus. Dennoch bleibt festzuhalten, dass sich die beiden 

Stämme SPIII/3 und DSM 2392 deutlich in ihrer Toleranz gegenüber Natriumchlorid von der 

des A. ferrooxidans Typstammes unterscheiden.  

Bei der Toleranz gegenüber Schwermetallen konnten keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Zellen der einzelnen Stämme festgestellt werden. Alle Stämme wiesen hohe 

Toleranzen gegenüber Schwermetallen auf, was für Laugungsbakterien typisch ist (Tuovinen 

et al. 1971, Hallmann et al. 1993, Leduc und Ferroni 1994, Dopson et al. 2003). Die MIC für 

Kobalt und Nickel lag bei jeweils 10 g/L für die Stämme SPIII/3 und ATCC 23270, und liegt 

damit bei einem Wert, wie ihn Hallmann (1993) für die Stämme R1 und R7 von A. 

ferrooxidans gemessen hat. Lediglich die Zellen des Stammes DSM 2392 tolerierten eine 

etwas höhere Kobalt-Konzentration von 14 g/L, bei Nickel gab es keinen Unterschied zu den 

beiden anderen Stämmen. Das sich die Toleranzen gegenüber den Schwermetallen Nickel und 

Kobalt wenig unterscheiden, liegt daran, dass die Toleranz gegenüber Kobalt mit der Toleranz 

gegenüber Nickel gekoppelt ist. So zeigte sich beispielsweise, dass an hohe 

Nickelkonzentrationen adaptierte Zellen wesentlich toleranter gegenüber Kobalt sind, als 

nicht an Nickel adaptierte Zellen (Liesegang et al. 1993, Schmidt und Schlegel 1989, 1994).  
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Aus Abbildung 14 ist zu entnehmen, dass die Zellen aller drei Stämme nicht in der Lage sind, 

die Eisen(II)-Ionen bei steigenden Kobalt-Konzentrationen quantitativ zu oxidieren. Die 

Ähnlichkeit der bivalenten Eisen(II)-, Kobalt(II)- und Nickel(II)-Ionen, mit einem ungefähr 

gleichen Durchmesser von 138 -160 pm könnte darauf schließen lassen, dass Kobalt(II)- und 

Nickel(II)-Ionen direkt mit dem eisenoxidierenden Enzym interagieren und es u.U. 

blockieren. Es könnte sich auch um einen additiven Effekt handeln, da die Zellen der Art A. 

ferrooxidans auch durch Eisen(III)-Ionen, ihrem Stoffwechselendprodukt, gehemmt werden 

(Kawabey 2003).  

Das pH-Optimum lag bei den Zellen aller drei Stämme um 2. Dieser Wert liegt somit im 

Rahmen dessen, was für Stämme von A. ferrooxidans charakteristisch ist (Jensen und Webb, 

1995). Allerdings ist das pH-Optimum auch stark von der Vorkultur abhängig, wie Krulwich 

und Guffanti (1983) in ihren Versuchen zeigten, und somit oft als adaptiver Wert anzusehen.  

Für die Zellen des Stammes SPIII/3 wurde ein Temperatur-Optimum um 28°C bestimmt. Das 

Optimum der Zellen des A. ferrooxidans Typstammes war mit 32 bis 35°C etwas erhöht. Das 

deckt sich mit den Angaben von Kelly und Wood (2000), die als optimale 

Wachstumstemperatur für Stämme der Art A. ferrooxidans 30 bis 35°C angeben. Für den 

Stamm DSM 2392 lag das Temperaturoptimum mit 25°C etwas unter dem von Stamm 

SPIII/3. Auch hier muss, wie bei dem pH-Optimum, die Vorkultur berücksichtigt werden. 

Stamm DSM 2392 wurde bezogen und war dort bei einer Temperatur von 25°C kultiviert 

worden. Auch das Temperaturoptimum ist als adaptiver Wert anzusehen.  

Bei den Untersuchungen der Verwandtschaftsverhältnisse zwischen den hier untersuchten drei 

A. ferrooxidans Stämmen zeigte sich, dass die Stämme SPIII/3 und DSM 2392 in die gleiche 

DGGE-Subgruppe gehören und sich von Stamm ATCC 23270 unterscheiden. Dieser Befund 

stimmt mit Mitchell (2002) überein, der Autor hat die gleiche Untersuchung für die Stämme 

ATCC 23270 und SPIII/3 durchgeführt. Da der Stamm DSM 2392 mehr Übereinstimmungen 

in der 16S rDNA zu dem Stamm SPIII/3 aufweist (99,6 %) als zum Stamm ATCC 23270 

(<85 %) kann das als wichtiges Abgrenzungsmerkmal der beiden Stämme SPIII/3 und DSM 

2392 gegen den A. ferrooxidans Typstamm ATCC 23270 herangezogen werden. Bereits Lane 

(1992) hat gezeigt, dass der Stamm DSM 2392 nicht mit dem A. ferrooxidans Typstamm 
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ATCC 23270 verwandt ist, so hat er beide Stämme anfangs in unterschiedliche Untergruppen 

der Proteobakterien platziert. Als weiteres Abgrenzungsmerkmal kann der G+C-Wert 

herangezogen werden, dieser lag beim Stamm SPIII/3 bei 64,5 mol% (Stackebrandt und 

Schumann pers. comm), beim Stamm DSM 2392 bei 65 mol% (Harrison 1982) und beim 

Stamm ATCC 23270 zwischen 58 und 59 mol% (Kelly und Wood 2000).  

Ein wichtiges systematisches Werkzeug zur Identifizierung von Bakterien ist das 

Fettsäuremuster, das arttypische Profile liefert: „Fingerabdrücke“. Das Fettsäuremuster des 

Stammes SPIII/3 (Stackebrandt und Schumann, pers. comm) weist zu keinem bekannten 

Vergleichsorganismus Ähnlichkeiten auf. Allerdings müssen für die Interpretation des 

Fettsäuremusters die Anzuchtsbedingungen berücksichtigt werden. Es kann unter veränderten 

Umweltbedingungen zu signifikanten Veränderungen im Fettsäuremuster kommen. Die 

Ergebnisse sind in der Tabelle 3 zusammengefasst. 

Tabelle 3: Fettsäuremuster des A. ferrooxidans Stammes SPIII/3 (Stackebrandt und Schumann, pers. comm) 
nach Anzucht der Zellen bei 28°C mit dem Substrat Eisen(II)-Sulfat. 

C-Kettenlänge von gesättigten n-alkyl Fettsäuren (Systematische Bezeichnung / Trivialbezeichnung) % an den Gesamt-Fettsäuren 

10:0 (decanoic /  Capric acid) 

11:0 (undecanoic /Undecylic Acid) 

12:0 (dodecanoic / Lauric Acid) 

14:0 (tetradecanoic / Myristic Acid) 

16:0 (hexadecanoic / Palmitic Acid) 

17:0 (heptadecanoic / Margaric Acid) 

18:0 (octadecanoic / Stearic Acid) 

2,53 

0,12 

7,69 

0,12 

36,38 

0,22 

0,26 

 

C-Kettenlänge von zyklischen Fettsäuren (Systematische Bezeichnung)

17:0 / CYCLO (cyclo-heptadecanoic) 2,81  

C-Kettenlänge von ungesättigten n-alkyl Fettsäuren (Systematische Bezeichnung / Trivialbezeichnung)  

15:1 (pentadecenoic acid) 

16:1 (9-hexadecenoic acid / Palmitoleic Acid) 

18:1 (9-octadecenoic acid / Oleic Acid ) 

0,19 

0,36 

0,67 

 

C-Kettenlänge von Hydoxy-Fettsäuren (Systematische Bezeichnung / Trivialbezeichnung)  

12:0 / 2xOH (hydroxy-dodecanoic /  hydroxylauric acid) 

16:0 / 2xOH (hydroxy-hexadecanoic / hydroxypalmitic acid ) 

10:0 / 3xOH (hydroxy-decanoic / hydroxycapric acid) 

0,36 

1,63 

0,07 
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An polaren Lipiden wurden Phosphatidylglycerol, Diphosphatidylglycerol, 

Phophatidylethanolamin und zwei unbekannte Aminophospholipide gefunden (Stackebrandt 

und Schumann, pers. comm).  

Bei den Untersuchungen der Cytochromspektren konnten keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den drei Stämmen festgestellt werden. Die Detektion der Absorptions-Peaks der 

meisten Cytochrome fällt bei dieser Methode schwer, da diese in den Peaks des Cytochom c 

nur als Schultern zu sehen sind (Kirstein 1986). Somit ist es möglich, dass auch andere 

Cytochrome vorhanden sind.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Stämme SPIII/3 und DSM 2392 aufgrund der 

morphologischen, molekularbiologischen und physiologischen Unterschiede zum Typstamm 

ATCC 23270 nicht zur Art A. ferrooxidans gezählt werden können. Vorhandene 

physiologische Ähnlichkeiten etwa im pH-Optimum oder der Schwermetall-Toleranz, reichen 

nicht aus, um sie weiter bei A. ferrooxidans einzuordnen. So diskutieren Ludwig und 

Schleifer (1994), dass Unterschiede in der 16S rDNA schwerer wiegen als Ähnlichkeiten im 

Stoffwechsel. Letztere können im Laufe der Zeit z.B. durch lateralen Gentransfer bewirkt 

worden sein und lassen daher nicht zwangsläufig auf gleiche Herkunft schließen. Es ist nicht 

verwunderlich, dass die beiden Stämme SPIII/3 und DSM 2392 bisher der Art A. ferrooxidans 

zugeordnet wurden, da die Zellen beider Stämme in der Lage sind, acidophil mit Eisen(II)-

Ionen als Energiequelle zu wachsen.  

Physiologisch konnten keine Ähnlichkeiten zu anderen mesophilen aus der Literatur 

bekannten Organismen, die Eisen(II)-Ionen oxidieren, entdeckt werden. So scheidet eine 

Verwandtschaft mit der Gattung Ferroplasma aus, da diese Gattung dem Reich Archeae 

angehört (Edwards et al. 2000, Golyshina et al. 2000) und außerdem zum Wachstum Spuren 

von Hefe-Extrakt benötigt. Ferromicrobium wächst obligat heterotroph, die Zellen benötigen 

Hefe-Extrakt um Eisen(II)-Ionen oxidieren zu können (Johnson und Roberto 1997). Eine 

Verwandtschaft zur Gattung Metallogenium ist ebenfalls ausgeschlossen, da die Zellen dieser 

Gattung zum Einen nur säuretolerant und nicht acidophil sind und zum Anderen weil nie, die 

für Metallogenium charakteristischen, Eisenoxid-Auflagerungen (Walsh und Mitchell 1972) 
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auf den Zellen beobachtet werden konnten. Gallionella ferruginea wächst ebenfalls nicht 

acidophil, sondern bevorzugt pH-Werte zwischen 6 und 7,6.  

Weiterhin wurden erwartungsgemäß (s.o.) keine Übereinstimmungen zur Art N. ramosa 

bezüglich der Physiologie festgestellt. Neben der Tatsache, dass N. ramosa neutrophil wächst, 

spricht hierfür vor allem die Fähigkeit von N. ramosa mit Acetat oder Lactat als Energiequelle 

zu wachsen, da diese beiden organischen Säuren schon in geringer Konzentration das 

Wachstum der Stämme SPIII/3 und DSM 2392 vollständig hemmen. Auch Morphologisch 

konnten hier keine Übereinstimmungen festgestellt werden, so bildetet keiner der beiden 

Stämme zu keinem Zeitpunkt die für N. ramosa typischen rosettenförmige Kolonien aus.   

Um die Stämme SPIII/3 und DSM 2392 eindeutig identifizieren zu können, sollte die 

Fähigkeit zum Wachstum auf schwefelhaltigen Substraten herangezogen werden. Weiterhin 

bieten sich mikroskopische Techniken an, um zwischen den Stämmen SPIII/3 oder DSM 

2392 und dem A. ferrooxidans Typstamm ATCC 23270 zu unterscheiden, da die Morphologie 

charakteristisch für die Zellen der Stämme SPIII/3 und DSM 2392 ist. Sollte es zur 

Einordnung der beiden Stämme in eine neue Gattung kommen, müssten beide auf Grund der 

hohen Übereinstimmung in der 16S rDNA in die gleiche Art eingeordnet werden. Nach 

Stackebrandt und Goebel (1994) deutet eine Sequenzähnlichkeit der 16S rDNA von >93 % 

auf die Zugehörigkeit zur selben Gattung hin. Liegt diese Ähnlichkeit bei über 97 % müssen 

die beiden Organismen der gleichen Art zugeordnet werden.  
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