
MASARYKOVA UNIVERZITA  
PŘÍRODOVĚDECKÁ FAKULTA 

Ústav biochemie 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Disertační práce 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Brno 2016       Eva Pakostová



                                                                        
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obsah ATP v bakterii Acidithiobacillus 

ferrooxidans při oxidaci železa (II) a síry 

a exprese vybraných genů za anaerobních 

podmínek 

 
Disertační práce 

 

Eva Pakostová 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Školitel: doc. Ing. Martin Mandl, CSc.    Brno 2016

MASARYKOVA UNIVERZITA 
PŘÍRODOVĚDECKÁ FAKULTA 

Ústav biochemie 

 

 
 



~ i ~ 

 

Bibliografický záznam 
 

Autor:    Mgr. Eva Pakostová 

    Přírodovědecká fakulta, Masarykova univerzita 

    Ústav biochemie 

 

Název disertační práce:  Obsah ATP v bakterii Acidithiobacillus ferrooxidans při oxidaci 

železa (II) a síry a exprese vybraných genů za anaerobních 

podmínek 
 

Studijní program:   Biochemie 

 

Studijní obor:   Biochemie 

 

Školitel:    doc. Ing. Martin Mandl, CSc. 

Přírodovědecká fakulta, Masarykova univerzita 

    Ústav biochemie 

 

Rok obhajoby:   2016 

 

Počet stran:   129 

 

Klíčová slova:  Acidithiobacillus ferrooxidans, ATP, oxidace síry, oxidace Fe2+, 

aerace, anaerobní respirace, redukce Fe3+, reverzně transkripční 

kvantitativní real-time PCR 



~ ii ~ 

 

Bibliographic entry 
 

Author:   MSc. Eva Pakostová 

    Faculty of Science, Masaryk University 

    Department of Biochemistry 

 

Title of dissertation:  Cellular ATP levels in Acidithiobacillus ferrooxidans cultures 

oxidizing ferrous iron and elemental sulfur, and expression 

of selected genes under anaerobic conditions 

 

Degree programme:  Biochemistry 

 

Field of study:   Biochemistry 

 

Supervisor:    Assoc. Prof. Ing. Martin Mandl, CSc. 

    Faculty of Science, Masaryk University 

    Department of Biochemistry 

 

Year of defence:   2016 

 

Number of pages:  129 

 

Keywords:  Acidithiobacillus ferrooxidans, ATP, sulfur oxidation, ferrous 

iron oxidation, aeration, anaerobic respiration, ferric iron 

reduction, reverse transcription real-time quantitative PCR 

 



~ iii ~ 

 

Abstrakt 

Pomocí bioluminiscenčního kitu jsme stanovili buněčný obsah ATP v jednorázových kulturách 

Acidithiobacillus ferrooxidans oxidujících dvojmocné železo, elementární síru a další 

redukované sirné látky. Kromě monitorování množství biomasy analýza buněčného ATP dále 

odhalila specifické metabolické procesy v biooxidaci síry. Metoda byla nejdříve 

optimalizována na kyselé podmínky a přítomnost inhibitorů. Maximální hodnota buněčného 

ATP byla 1,16 amol/buňka pro buňky oxidující železo a 0,33 amol/buňka buňky oxidující síru. 

Významně nižší obsah ATP (P < 0.01) v sirné kultuře byl vysvětlen kontinuální limitací 

sirným substrátem v důsledku jeho nízké rozpustnosti ve vodě. Po zvýšení pH ve stacionární 

fázi překvapivě klesl obsah ATP v sirné kultuře. Ačkoliv rychlosti růstu a oxidace se obnovily 

na původní hodnoty, obsah ATP v kultuře zůstal konstantní v důsledku postupného poklesu 

buněčného obsahu ATP. Dále byl stanoven buněčný obsah ATP buněk A. ferrooxidans 

vázaných na povrchu elementární síry na 1,01 amol/buňka. Významně nižší hodnota (P < 0.01) 

pro planktonickou buněčnou frakci (0,34 amol/buňka) potvrdila hypotézu limitace sírou 

v planktonických buňkách. Získané výsledky naznačují, že i procentuálně malá část bakteriální 

populace může zprostředkovávat interakci nezbytnou pro kooperativní mechanismus, 

kdy oxidace síry nepočetnými vázanými buňkami poskytuje biodostupné substráty 

pro planktonické buňky. Naše výsledky definují podmínky, za kterých lze bioluminiscenční kit 

použít k monitorování růstu biomasy při studiu biogeochemické činnosti acidofilních bakterií 

oxidujících železo a síru. 

 

Aby byla vyloučena potenciální limitace kyslíkem během oxidace Fe2+ a elementární síry, byly 

definovány podmínky minimální aerace pomocí kritických hodnot koeficientu přestupu kyslíku 

(kLa)crit a kritických koncentrací kyslíku Ccrit. Michaelisova konstanta pro kyslík byla 

1,07 μmol O2/l pro oxidaci Fe2+ a 0,61 μmol O2/l pro oxidaci S0. Z respirometrických pokusů 

byla stanovena nejnižší koncentrace kyslíku, která nelimituje rychlost bakteriální respirace,  

Ccrit. Pro oxidaci Fe2+ byla stanovena na 6,250 μmol O2/l a pro oxidaci S0 na 3,125 μmol O2/l. 

Byly také určeny rychlosti oxidace železa a síry při Ccrit sledováním tvorby Fe3+ a H+ 

v buněčných suspenzích obsahujících příslušný substrát. Ani oxidace Fe2+ ani S0 nebyla 

při Ccrit limitovaná kyslíkem. Hodnota (kLa)crit potřebná pro udržení kyslíkem nelimitované 

oxidace substrátu byla 7,70 h−1 pro Fe2+ a 4,88 h−1 pro S0.   

 

Pro lepší porozumění mechanismu anaerobní oxidace elementární síry spojené s disimilační 

redukcí Fe3+ u A. ferrooxidans byly sledovány profily exprese genů energetického 

metabolismu. Cyc2, cyc1, petA1, petC1, sdrA1, hyp, resB, petB2, petC2, a hip byly indukovány 

během anaerobního růstu buněk rostlých na Fe2+. Většina genů sirného metabolismu byla 

exprimovaná na basální hladině nebo byla reprimovaná. Nicméně, hladiny transkripce hdrA, 

hdrB, p14.3, p21 a tth byly zvýšené na začátku růstu. Na druhou stranu exprese genu sat 

a operonu sre byla významně snížená. Potlačení exprese cyc2, cyc1 a petA1, cycA1 a cycA2 

bylo pozorováno v sirných buňkách, které ztratily schopnost anaerobní redukce Fe3+. Navržený 

mechanismus zahrnuje: protein Cyc2 na vnější membráně (s předpokládanou funkcí jako 

terminální Fe3+ reduktasa); periplasmatický přenašeč elektronů rusticyanin; cytochrom c4 

CycA1; cytochrom bc1 komplex I na vnitřní membráně; a chinonový pool zajišťující spojení se 
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sirným metabolismem, který zahrnuje heterodisulfidreduktasu, thiosíran:chinonoxidoreduktasu 

a tetrathionanhydrolasové komplexy. Nicméně alternativní mechanismus, zdá se zahrnuje 

vysokopotenciálový železo-sirný protein Hip, cytochrom c4 CycA2 a cytochrom bc1 komplex II 

na vnitřní membráně. Naše výsledky představují alternativu k mechanismu anaerobního 

procesu dříve publikované práce a indikují metabolickou variabilitu dráhy v rámci kmenů nebo 

fenotypů.  
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Abstract 
Cellular ATP content of Acidithiobacillus ferrooxidans batch cultures oxidizing ferrous iron, 

elemental sulfur and other reduced inorganic sulfur compounds, was determined with 

a bioluminescence assay whose application was optimised for the use in acidophilic 

conditions. Apart from usage in biomass monitoring, cellular ATP content analysis revealed 

specific metabolic processes during elemental sulfur biooxidation. The maximum ATP levels 

in A. ferrooxidans grown with Fe2+ and S0 were 1.16 and 0.33 amol per cell, respectively. The 

significantly (P < 0.01) lower ATP content was attributed to a continuous sulfur limitation 

due to its poor water solubility. The ATP content of sulfur-grown cells decreased 

anomalously due to a culture pH increase at the stationary phase. Although the rates of growth 

and sulfur oxidation reached the original levels, the ATP content of the culture remained 

constant because of gradual decrease in the cellular ATP. Cellular ATP content 

of A. ferrooxidans attached to elemental sulfur surface was determined to be 1.01 amol per 

attached cell. The significantly (P < 0.01) lower ATP content in planktonic cells 

(0,34 amol per cell) confirmed the hypothesis of sulfur limitation. These results suggest that 

a negligibly small subpopulation may be a link in cooperative interaction whereby sulfur 

oxidation by attached cells under boundary conditions provides bioavailable substrates to 

planktonic cells in the population. The obtained results defined conditions under which 

biomass growth could be monitored by the ATP assay to study biogeochemical activities of 

acidophilic iron- and sulfur-oxidizing bacteria. 

 

The critical values of volumetric oxygen transfer coefficient, (kLa)crit, and oxygen 

concentration, Ccrit, were used to define the conditions necessary for minimum aeration and 

to eliminate potential oxygen limitation during iron and sulfur oxidation. The Michaelis 

constants for oxygen were 1.07 and 0.61 μmol O2/l for the oxidation of ferrous iron 

and elemental sulfur, respectively. The Ccrit values, below which oxygen limitation may occur, 

were 6.250 and 3.125 μmol O2/l, determined in respirometric experiments for the oxidation 

of ferrous iron and elemental sulfur, respectively. The rates of iron and sulfur oxidation were 

also determined at the Ccrit values by measuring the formation of ferric iron and protons in the 

corresponding cell suspensions. Neither iron nor sulfur oxidation was limited by oxygen 

at Ccrit. The (kLa)crit values required to maintain oxygen-unlimited oxidation of ferrous iron 

and elemental sulfur were 7.70 and 4.88 h−1, respectively. 

 

To clarify an anaerobic pathway of S0 oxidation coupled with dissimilatory Fe3+ reduction 

in A. ferrooxidans CCM 4253 cells we monitored their energy metabolism gene expression 

profiles. Cyc2, cyc1, petA1, petC1, sdrA1, hyp, resB, petB2, petC2, and hip were induced 

during anaerobic growth of Fe2+-grown cells. Most sulfur metabolism genes were either 

expressed at basal level or their expression declined. However, transcript levels of hdrA, 

hdrB, p14.3, p21 and tth were elevated at the beginning of the growth period. In contrast, 

expression of the sat gene and sre operon was significantly downregulated. Repression 

of cyc2, cyc1 and petA1, cycA1 and cycA2 was detected in S0-grown cells that had lost 

anaerobic Fe3+-reducing ability. The main proposed mechanism involves: the outer-membrane 

protein Cyc2 (assumed to function as a terminal Fe3+ reductase); periplasmic electron shuttle 
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rusticyanin; c4-type cytochrome CycA1; inner-membrane cytochrome bc1 complex I; and the 

quinone pool providing connection to the sulfur metabolism machinery, consisting 

of heterodisulfide reductase, thiosulfate:quinone oxidoreductase and tetrathionate hydrolase 

complexes. However, an alternative mechanism seems to involve a high potential iron-sulfur 

protein Hip, c4-type cytochrome CycA2 and the inner-membrane cytochrome bc1 complex II. 

Our results represent an alternative to earlier published findings on an anaerobic process 

mechanism, indicating strain- or phenotype-dependent pathway variation. 
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Předmluva 

Disertační práce se věnuje metabolické aktivitě bakterie Acidithiobacillus ferrooxidans, jež je 

průmyslově využívána v biohydrometalurgii (biotěžba kovů) a zapojuje se 

do biogeochemických procesů v prostředí sulfidových minerálů. Studoval se energetický 

metabolismus bakterií oxidujících Fe2+ a síru za aerobních podmínek, jež jsou nejběžnějším 

prostředím pro činnost bakterií ve spontánních procesech v přírodě i v biotechnologických 

aplikacích. Limitace kyslíkem může vést k anaerobním podmínkám, kde se uplatňuje 

biooxidace síry ionty Fe3+ za acidifikace prostředí. Studium exprese genů v tomto procesu 

za využití transkriptomiky přispělo k řešení mechanismu anaerobní oxidace elementární síry 

ionty Fe3+. Cílem všech částí předkládané práce bylo studium metabolismu acidofilní bakterie 

ovlivňující biotechnologii těžby kovů i environmentální procesy v prostředí sulfidových 

minerálů. 
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1. Teoretický úvod 

1.1. Acidofilní mikroorganismy 

Extrémní prostředí jsou na Zemi velmi rozšířená a pravděpodobně také hrála významnou roli 

během časných stádií vzniku a vývoje života. Mikroorganismy obývající tato prostředí mají 

široké využití v průmyslových a biotechnologických aplikacích. Jednou z kategorií 

extrémních prostředí jsou kyselá prostředí. Přesná definice těchto prostředí je stále otevřená, 

nicméně obecně jsou extrémní acidofilové definováni jako mikroorganismy s pH optimem 

≤ 3. Tato definice zahrnuje mnoho autotrofních a heterotrofních organismů spadajících do tří 

hlavních biologických domén, na druhou stranu vyřazuje mnohé organismy, především houby 

a kvasinky, které přestože jsou schopny tolerance ke kyselému prostředí, mají pH optimum 

posunuto blíže k neutrálním hodnotám. Nezahrnuty tak zůstávají například i některé střevní 

bakterie a lidské patogeny, dále i některé bakterie oxidující síru, jako například Thiomonas 

intermedius (dříve Thiobacillus intermedius), který dokáže snížit pH prostředí pod hodnotu 3, 

ale nedokáže růst, pokud je inokulován do media s pH 3 [Rawlings a Johnson 1998]. 

pH optimum organismů v kategorii mírných acidofilů leží mezi hodnotami 3 a 5; 

acidotolerantní mikroorganismy na druhou stranu mají optimum pH nad 5, nicméně jsou stále 

aktivní i v prostředích s nižším pH [Johnson 2008]. 

Extrémní acidofilové vykazují širokou škálu metabolických aktivit. Jako skupina zahrnují 

mikroorganismy využívající sluneční i chemickou energii, anorganické i organické zdroje 

uhlíku, a aerobní i anaerobní prokaryota. I jejich teplotní optima jsou velmi variabilní, 

od psychrotolerantních (především bakterií) po termofilní (převážně archea) [Johnson 2012].  

Jelikož acidofilní mikroorganismy udržují cytoplasmatické pH blízko neutrálním hodnotám, 

průmyslově využívané jsou především extracelulární enzymy. Například amylolytické 

enzymy (amylasy, pululanasy, glukoamylasy a glukosidasy) hydrolyzující škrob a příbuzné 

polysacharidy našly využití v pekárenství, textilním průmyslu a výrobě sirupů [Bertoldo 

a Antranikian 2002; Serour a Antranikian 2002]. Dalšími průmyslově široce využívanými 

skupinami acidofilních enzymů jsou proteasy, celulasy, xylanolytické enzymy a DNA ligasy 

[Sharma a kol. 2012]. Enzymy termoacidofilů mají využití v produkci biopaliv, textilním 

průmyslu či výrobě ovocných šťáv.  

 

Přestože jsou v kyselých prostředích hojné i eukaryotické mikroorganismy, genomové 

informace jsou zatím dostupné pouze pro bakterie a archea. První extremofilní acidofil, jehož 

genom byl osekvenován, je γ-proteobakterie Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 

[Selkov a kol. 2000]. Genomová sekvence A. ferrooxidans je dostupná na stránkách TIGRu 

(http://www.tigr.org), a nedávno byla zpřístupněna anotace všech genů (J. Craig Ventner 

Institute 2007, http://cmr.tigr.org/).  

 

http://www.tigr.org/
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1.1.1. Původ a charakteristika extrémně kyselých prostředí 

Extrémně kyselá prostředí mohou vznikat přírodními procesy, především pak vulkanickou 

činností, přičemž jsou anorganické sirné látky vyneseny na povrch, kde jsou autotrofními 

nebo heterotrofními mikroorganismy oxidovány na kyselinu sírovou (S0  + H2O + 1,5 O2 → 

H2SO4) [Johnson 1998]. Elementární síra se může vyskytovat také v geotermálních oblastech 

(např. na okraji fumarol). Kyselá místa v rámci geotermálních a vulkanických oblastí se 

nejčastěji vyskytují v tzv. solfatárách, což jsou na síru a sulfidy bohatá místa, kde elementární 

síra může být tvořena kondenzací vulkanických plynů (SO2 + 2H2S → 2H2O + 3S0) [Johnson 

1998]. Biologická oxidace síry je v horkých oblastech solfatár zprostředkována acidofilními 

archei, zatímco v chladnějších místech bakteriemi. Extrémní acidita a vysoké teploty vedou 

k částečné nebo úplné destrukci minerálů v okolí solfatár. S rostoucí teplotou klesá 

rozpustnost kyslíku, povrchová oxidovaná vrstva často leží na anaerobní vrstvě s vyšším pH, 

což vede ke koloběhu síry a železa (zahrnující změny oxidačních stavů) mezi těmito dvěma 

vrstvami.  

 

 

Obr. 1. Přeměny síry v extrémně kyselých prostředích. aSOP = acidofilní prokaryota oxidující síru, 

aSRP = acidofilní prokaryota redukující síru, aSRB = acidofilní bakterie redukující sírany (nejsou 

známa archea, která by zprostředkovávala disimilační redukci síranu při nízkém pH). Modifikováno 

dle [Dopson a Johnson 2012]. 

 

 

Extrémně kyselá prostředí bez spojitosti s geotermální aktivitou mohou vznikat v oblastech 

na sulfidy bohatých podzemních vod. Jestliže se tyto vody dostanou do kontaktu s kyslíkem, 

jsou mikrobiálně oxidovány na kyselinu sírovou, která rozpouští uhličitanové vrstvy. Pokud 

nedochází k neutralizaci zásaditými minerály, mohou vznikat rozsáhlé jeskynní komplexy 

(např. jeskyně Lechugilla v Novém Mexiku, nebo jeskynní komplex Frasassi v Itálii) [Dopson 

a Johnson 2012].  
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Analogická situace může vznikat i v městských odpadních systémech vedoucích odpady 

bohaté na organický materiál obsahující síru. Disimilační redukcí síranu a desulfurylací 

vzniká sulfan, který kondenzuje na stěnách potrubí a je bakteriemi oxidujícími sulfidy 

oxidován na H2SO4. V případě betonových odpadních systémů dochází k jejich korozi [Sand 

1987]. Přeměny síry v extrémně kyselých prostředích jsou schematicky vyobrazeny na obr. 1.  

 

Z antropogenních faktorů podporujících vznik extrémně kyselých prostředí má největší vliv 

těžba kovů a uhlí. Mnoho kovů, jako měď, zinek a olovo, se v přírodě vyskytuje ve formě 

sulfidů, ke kterým jsou často přidruženy sulfidy železa (nejčastěji pyrit). Ty během procesu 

těžby kovů končí coby odpadní materiál. V důsledku těžby jsou tedy sirné látky exponovány 

na povrch a během jejich oxidace vzniká znečištění kovy a kyselinou známé jako kyselé důlní 

vody (acid mine drainage). Biologická oxidace redukovaných anorganických sirných 

sloučenin (RISCs) je mnohem rychlejší než chemická. Většina extrémně kyselých prostředí 

tedy vzniká v důsledku biologické aktivity. K tvorbě extrémně kyselých prostředí přispívá 

nejen disimilační oxidace elementární síry a RISCs, ale i dvojmocného železa. Železo je 

hojně zastoupený prvek na povrchu Země, a ačkoliv je rychle oxidováno a v neutrálním pH 

tvoří nerozpustné sloučeniny, je dobře rozpustné v nízkém pH a hraje tedy důležitou roli 

v ekologii kyselých prostředí.  

Typickou fyzikálně-chemickou vlastností extrémně kyselých prostředí je vysoká koncentrace 

rozpustných kationických kovů (jako například hliníku či těžkých kovů). 

Z ekotoxikologického hlediska je významná přítomnost arsenu pocházejícího z arsenopyritu 

(FeAsS) a realgaru (AsS) [Johnson 1998]. 

 

1.1.2. Adaptace na kyselé pH  

Jelikož nejsou makromolekuly v kyselém prostředí stabilní, jsou acidofilní bakterie a archea 

nuceny udržovat pH cytoplasmy blízko neutrálním hodnotám (pH 6,0 až 7,2) [Adair 1966; 

Cox a kol. 1979; Rao a Berger 1971], a to v širokém rozsahu environmentálních 

a metabolických podmínek [Cobley a Cox 1983].  

Ve srovnání s neutrofily jsou acidofilové schopni tolerovat řádově větší transmembránový pH 

gradient (ΔpH = pHin – pHout), který u nich tvoří hlavní složkou protonmotivní síly (PMF) 

[Cobley a Cox 1983; Baker-Austin a Dopson 2007]. Transport protonů skrze ATPasu pro 

tvorba ATP zvyšuje intracelulární koncentraci protonů a bez kontrolních mechanismů by byl 

snižován ΔpH a docházelo by ke zvýšené protonaci cytoplasmy [Baker-Austin a Dopson 

2007]. Udržování pH homeostázy ještě není plně prozkoumáno, nicméně bylo popsáno 

několik mechanismů (obr. 2), mezi které patří obrácený membránový potenciál (Δψ) 

na cytoplasmatické membráně acidofilů důsledkem vysoké vnější koncentrace H+ [Cox a kol. 

1979; Hsung a Haug 1977; Matin a kol. 1982], neprostupnost membrán, pufrování 

cytoplasmy a aktivní vypuzování protonů [Booth a kol. 1985; Matin 1990]. Pokusy 

s inhibitory respiračního řetězce a rozpojovači ukazují [Cox a kol. 1979; Hsung a Haug 1977; 

Matin a kol. 1982], že udržování ΔpH není výhradně energii vyžadující proces [Cobley a Cox 

1983]. 
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Obr. 2. Obecné schéma mechanismů k udržení pH homeostázy v kyselém vnějším prostředí. 

1: Vnitřní pozitivní membránový potenciál (potenciálně generovaný příjmem draslíku) tvořící 

chemiosmotický gradient, proti kterému jsou protony transportovány do cytoplasmy. 

2: Cytoplasmatická membrána je extrémně rezistentní vůči vtoku protonů. 3: Primární protonové 

pumpy závislé na respiraci odstraňují protony z cytoplasmy. 4: Protony znovu vstupují skrze ATPasu. 

5 a 6: K odstranění nadbytku protonů z cytoplasmy slouží sekundární transport. Modifikováno dle 

[Slonczewski a kol. 2009]. 

 

 

Genomy téměř všech obligátních extremních acidofilů jsou relativně malé, především 

ve srovnání s jejich neutrofilními protějšky. Důvodem může být vysoké riziko protonace, 

které klesá se zmenšující se velikostí genomu [Baker-Austin a Dopson 2007]. 

Pro rychlé a efektivní opravy biomolekul poškozených nízkým pH obsahují genomy acidofilů 

množství genů kódujících reparační proteiny [Crossman a kol. 2004]. Zvýšená exprese 

chaperonů byla detegována u bakterie Leptospirillum ferriphilum [Ram a kol. 2005] a Jerez 

a kol. [1988] zaznamenal upregulaci proteinů reagujících na snížení pH u A. ferrooxidans. 

Amaro a kol. [1991] popsal expresi proteinů podobných heat-shock proteinům indukovanou 

kyselým pH. Nouailler a kol. [2006] provedl u A. ferrooxidans strukturní analýzu 

vysokopotenciálového železo-sirného proteinu (HiPIP), který zprostředkovává 

elektrontransportní reakce při nízkém pH. Strukturu rusticyaninu bakterie A. ferrooxidans, 

který je vystavený pH extracelulárního prostředí, popsal Pakchung a kol. [2006]. 

 

1.1.3. Mikrobiální diversita v kyselých prostředích 

Acidofilové jsou, podobně jako jiní extremofilové, specializované formy života, a mnozí 

z nich nejsou schopni růstu v neutrálním pH. Většinu tvoří prokaryota zahrnující 

fylogeneticky odlišné druhy bakterií a archeí (tab. 1), nicméně existuje i významné množství 

jedno- a mnohobuněčných eukaryotických acidofilů, například řasy, houby, kvasinky, 

protozoa a vířníci.  
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Nejtermofilnější z acidofilních mikroorganismů jsou archea (Crenarchaeota). V mírně 

termofilních podmínkách (40 - 60°C) koexistují archea (Euryarchaeota) a bakterie 

(především Gram-pozitivní), zatímco v mesofilních prostředích dominují Gram-negativní 

bakterie [Johnson 1998]. 

Schopnost mikroorganismů katalyzovat disimilační redoxní přeměny sirných látek a železa 

měla významný dopad na vývoj planety a evoluci [Weber a kol. 2006; Wang a kol. 2011]. 

 

 

Tab. 1. Acidofilní prokaryota. Modifikováno dle [Johnson 1998]. 

 

Organismus Fylogenetická příslušnost (kmen)  Komentář 

 

Prokaryota oxidující železo 

  

(a) Mesofilní 

Acidithiobacillus ferrooxidans Proteobacteria  fakultativně anaerobní 

Leptospirillum ferrooxidans Nitrospira   Fe2+ jediný donor e- 

Ferromicrobium acidophilus  Actinobacteria   heterotrofní 

 

(b) Mírně termofilní  

Sulfobacillus acidophilus Firmicutes  autotrofní, mixotrofní, heterotrofní 

Sulfobacillus thermosulfidooxidans Firmicutes   autotrofní, mixotrofní, heterotrofní  

Acidimicrobium ferrooxidans  Actinobacteria   autotrofní, mixotrofní, heterotrofní 

Leptospirillum thermoferrooxidans Nitrospira  autotrofní 

 

(c) Extrémně termofilní  

Acidianus brierleyi Crenarchaeota  fakultativně anaerobní 

Acidianus infernus Crenarchaeota  fakultativně anaerobní 

Metallosphaera sedula Crenarchaeota   obligátně aerobní 

Sulfurococcus yellowstonii Crenarchaeota  obligátně aerobní 

 

Prokaryota oxidující síru (neoxidující železo)  

 

 (a) Mesofilní 

Acidithiobacillus thiooxidans Proteobacteria  autotrofní 

Thiobacillus albertis Proteobacteria  autotrofní 

Thiobacillus acidophilus Proteobacteria  mixotrofní 

Thiomonas cuprinus Proteobacteria  mixotrofní 

Sulfobacillus disulfidooxidans Firmicutes  mixotrofní 

 

(b) Mírně termofilní  

Acidithiobacillus caldus Proteobacteria  růst při 20-55°C 

 

(c) Extrémně termofilní  

Sulfolobus shibitae Crenarchaeota  mixotrofní 

Sulfolobus solfataricus Crenarchaeota  mixotrofní  

Sulfolobus hakonensis Crenarchaeota  mixotrofní 

Sulfolobus metallicus Crenarchaeota  autotrofní 

Sulfolobus acidocaldarius Crenarchaeota  

Metallosphaera prunae Crenarchaeota  mixotrofní 

Sulfurococcus mirabilis Crenarchaeota  mixotrofní 

 

Heterotrofní prokaryota 

 

 (a) Mesofilní 

Acidiphilium spp. Proteobacteria  některé druhy redukují Fe3+ 

Acidocella spp. Proteobacteria 

Acidomonas methanolica Proteobacteria  methylotrofní 

Acidobacterium capsulatum Acidobacteria  bohatá exopolymerní vrstva 
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(b) Mírně termofilní  

Alicyclobacillus spp.  Firmicutes  některé druhy redukují Fe3+ 

Thermoplasma acidophilum Euryarchaeota  fakultativně anaerobní 

Thermoplasma volcanium Euryarchaeota  fakultativně anaerobní 

Picrophilus oshimae Euryarchaeota  striktně aerobní 

Picrophilus torridus Euryarchaeota  striktně aerobní 

 

(c) Extrémně termofilní  

Sulfolobus acidocaldarius Crenarchaeota 

 

Ostatní 

Stygiolobus azoricus Crenarchaeota  obligátně aerobní a chemolithotrofní 

 

 

 

Mikroorganismy žijící v extrémně kyselých prostředích spolu interagují [Johnson 1998], 

příkladem je mutualismus autotrofních a heterotrofních acidofilů [Johnson a kol. 2004], 

nebo synergické rozpouštění pyritu směsnou kulturou bakterií Leptospirillum ferriphilum 

oxidující železo a Acidithiobacillus caldus oxidující síru [Johnson 2008]. Konsorcia 

acidofilních autotrofních prokaryot oxidujících železo a síru tolerantních k iontům kovů jsou 

komerčně využívána v bioloužení - získávání kovů z rud nebo koncentrátů [Rawlings 2002; 

Rawlings a Johnson 2007; Rawlings 2005], kdy dochází ke konverzi nerozpustné sloučeniny 

kovu, obvykle sulfidu (např. CuS, NiS, ZnS), na rozpustnou formu, obvykle síran 

(např. CuSO4, NiSO4, ZnSO4), za uvolnění kovu do roztoku [Rawlings 2002]. Tyto 

solubilizační procesy probíhají chemicky, ale mikroorganismy poskytují chemické agens 

a prostor, kde k rozpouštění dochází (exopolysacharidová vrstva) [Rawlings 2005]. 

Bioloužení je ve srovnání s tradičními fyzikálně-chemickými metodami ekologičtější způsob 

zpracování rud, neboť nevyžaduje velké množství energie, nevzniká při něm oxid siřičitý 

a jiné plynné emise a vznikající odpady jsou méně chemicky aktivní. Je také výhodnější 

pro extrakci kovů z na kov chudých rud. Tam kde typ horniny a geologické rysy umožňují 

in situ bioloužení, dochází k viditelným finančním úsporám a minimálnímu narušení okolního 

prostředí [Rawlings 2002; Johnson 2015]. Nicméně používané acidofilní bakterie oxidující 

síru se podílejí na zvětrávání minerálních sulfidů kovů, které může mít hluboké 

environmentální dopady [Lovell 1983; Gray 1996]. 

Bakterie používané v bioloužení mají společné rysy; jsou chemolithotrofní, jako donory 

elektronů využívají dvojmocné železo anebo RISCs. Jak lze očekávat, jsou tyto bakterie 

rezistentní ke zvýšeným koncentracím iontů kovů. Přestože mohou využít i jiný akceptor 

elektronů než kyslík (např. trojmocné železo), obecně rostou lépe ve vysoce aerovaném 

prostředí [Rawlings 2002]. Acidofilové oxidující železo a síru jsou především autotrofní 

organismy, vyskytuje se ale i mixotrofní a obligátně heterotrofní růst. Příkladem komerčně 

používaných mikroorganismů jsou rody Acidithiobacillus a  Leptospirillum.  

Studium fyziologie a biochemie chemolithotrofních acidofilů se zaměřuje především 

na bakterii Acidithiobacillus ferrooxidans oxidující železo a síru, která spolu s A. thiooxidans 

a A. caldus fylogeneticky přísluší do rodu Acidithiobacillus blízkého bodu větvení 

β- a γ-Proteobacteria [Lane a kol. 1992; Rawlings 2001]. 
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1.2. Acidithiobacillus ferrooxidans 

Chemolithotrofní Gram-negativní, acidofilní bakterie Acidithiobacillus ferrooxidans 

(A. ferrooxidans, dříve Thiobacillus ferrooxidans) je γ-proteobakterie, která získává energii 

oxidací dvojmocného železa, elementární síry, jejích redukovaných sloučenin a sulfidových 

minerálů [Rawlings 2002]. U některých kmenů byl popsán aerobní růst na H2. V genomu 

A. ferrooxidans jsou kódovány 4 typy hydrogenas [Valdes a kol. 2008a]. Ne všechny kmeny 

nicméně dokážou využívat kyslík jako akceptor elektronů při oxidaci H2 [Drobner a kol. 

1990; Ohmura a kol. 2002]. A. ferrooxidans je fakultativní aerob, ale je schopen využít i jiné 

akceptory než kyslík. Za anaerobních podmínek může získávat energii z chemolithotrofního 

růstu na H2/Fe3+, H2/S
0 [Ohmura a kol. 2002] nebo S0/Fe3+ [Brock a Gustafson 1976; Ohmura 

a kol. 2002]. A. ferrooxidans obecně preferuje teploty v intervalu 20 – 35°C a pH 1,8 – 2,0 

[Rawlings 2002]. Jednotlivé kmeny A. ferrooxidans vykazují vysoký stupeň genomické 

a fyziologické diverzity [Harrison 1982;  Ageeva a kol. 2001; Karavaiko a kol. 2003; Chen 

a kol. 2009].  

Bakterie je využívána v bioloužení, především k získávání mědi, zlata a uranu [Brierley 

1978]. Na rozdíl od většiny heterotrofních bakterií je schopna odolávat vysokým 

koncentracím těžkých kovů [Dopson a kol. 2003], podrobně byl zkoumán genetický základ 

resistence ke rtuti a arsenu [Shiratori 1989; Butcher a kol. 2000] a Holmes a kol. [2001] 

předpověděli u této bakterie přítomnost genů rezistence ke kovům. Organismus je dále 

využíván pro biologickou desulfurizaci uhlí [Acharya a kol. 2004]. 

 

1.2.1. Metabolismus uhlíku 

Autotrofní fixace CO2 představuje nejdůležitější biosyntetický proces v přírodě [Berg 2011]. 

Existuje velké množství taxonomicky rozmanitých bakterií a archeí fixujících CO2 

do organických sloučenin uhlíku. Je známo celkem šest drah fixace CO2 – Calvin-Benson-

Basshamův cyklus (CBB), reduktivní cyklus trikarboxylových kyselin (TCA), reduktivní 

dráha acetyl-CoA, 3-hydroxypropionát / malyl-CoA dráha, 3-hydroxypropionát 

/ 4-hydroxybutyrátový cyklus a dikarboxylát / 4-hydroxybutyrátový cyklus [Berg 2011; Saini 

a kol. 2011].  

Autotrofní bakterie jako Acidithiobacilli získávají uhlík pro syntézu buněčné biomasy fixací 

vzdušného CO2 Calvin-Benson-Basshamovým cyklem (rovnice (1)) [Kelly 1999]. 

 

6CO2 + 18ATP + 12NADH + 12H+ + 12H2O → C6H12O6 + 18ADP + 12NAD+ + 18Pi (1) 

 

Ačkoliv to vypadá, že dominantní dráhou fixace CO2 u mikroorganismů je CBB cyklus, 

v bioloužících procesech uskutečňovaných při vysokých teplotách ve skutečnosti dominují 

reverzní TCA cyklus a modifikovaný 3-hydroxypropionanový cyklus [Valdes a kol. 2010]. 

CBB cyklus je využíván pouze organismy s vysokými energetickými výtěžky 

z chemotrofního nebo fototrofního metabolismu. Mikroorganismy v extrémních prostředích 
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často využívají jiné dráhy fixace CO2 [Hügler a kol. 2005], ale CBB cyklus se jeví, na základě 

množství fixovaného CO2 vztaženého na jednotku oxidovaného substrátu (Fe2+), 

jako účinnější než reverzní trikarboxylový cyklus [Bryan a kol. 2012]. 

U rodu Leptospirillum absence genů kódujících enzymy CBB cyklu naznačuje existenci 

reduktivního TCA cyklu, což je v podstatě Krebsův cyklus běžící reverzním směrem [Levican 

a kol. 2008].  

V kyselých prostředích dosahují koncentrace rozpuštěného anorganického uhlíků hodnot 

nižších, než jsou průměrné hodnoty v atmosféře. Není překvapivé, že byly u acidofilních 

mikroorganismů identifikovány mechanismy, které umožňují zakoncentrování CO2. Mnoho 

chemolithotrofních bakterií využívá transportéry HCO3
- [Badger a Price 2003] nebo CO2 pasti 

zvyšující jeho intracelulární koncentraci. A. ferrooxidans reaguje na limitaci uhlíkem 

zvýšením počtu karboxysomů a buněčné koncentrace klíčového enzymu Rubisca [Codd 

a Kuenen 1987]. Kromě nedávno objevených forem III a IV existují dvě strukturně odlišné 

formy Rubisca (I a II) s rozdílnými katalytickými vlastnostmi. Převažující typ I se vyskytuje 

u rostlin, řas, cyanobakterií a většiny chemoautotrofů [Atomi 2002]. Skládá se z 8 velkých 

(katalytických) a 8 malých podjednotek tvořících hexadekamer L8S8 a A. ferrooxidans 

obsahuje dvě kopie genů formy I [Heinhorst a kol. 2002; Esparza  2009]. Typ II byl 

na druhou stranu nalezen u pouze relativně malého množství bakterií [Atomi 2002] a skládá 

se z různého počtu velkých podjednotek (Ln) [Appia-Ayme a kol. 2006]. A. ferrooxidans 

obsahuje jednu kopii genů pro Rubisco typu II [Esparza 2009]. Autotrofové většinou obsahují 

oba typy Rubisca (I a II), což jim umožňuje vysokou flexibilitu fixace CO2 v širokém rozmezí 

koncentrací CO2 [Bryan a kol. 2012]. 

V literatuře je uvedeno mnoho příkladů násobných sad genů pro Rubisco, jejichž exprese je 

závislá na koncentraci CO2. Na genomu A. ferrooxidans bylo nalezeno 5 cbb genových 

klastrů s násobnými kopiemi formy I a kopií formy II [Esparza 2009; Esparza a kol. 2010]. 

Násobné formy a kopie genů pro Rubisco umožňují bakterii rychle reagovat na změny 

v koncentracích CO2 a O2 [Levican a kol. 2008; Bryan a kol. 2012] a přítomnost formy II 

zvyšuje schopnost bakterie fixovat CO2 v různých koncentracích CO2 [Esparza a kol. 2010]. 

Appia-Ayme a kol. [2006] popsali zvýšenou expresi genů zapojených ve fixaci CO2 

u A. ferrooxidans kultivovaného na sirném médiu ve srovnání s buňkami rostoucími na Fe2+, 

což naznačuje regulaci hospodaření s uhlíkem v odpovědi na změny prostředí. 

A. ferrooxidans je považován za obligátního autotrofa, ale je schopen využívat kyselinu 

mravenčí jako zdroj uhlíku, pokud je v dostatečně nízké koncentraci [Pronk 1991b]. 

Mravenčan může být po zlyzování asimilován stejnou cestou jako CO2.  

 

1.2.2. Metabolismus dusíku a fosforu 

Dusík je po uhlíku druhý nejdůležitější prvek pro syntézu buněčné biomasy. Jako hlavní 

zdroje dusíku pro mikroorganismy v jejich přirozených prostředích slouží amoniak, dusičnan, 

dusitan a glutamin. V případě nízké koncentrace dusíku mohou diazotrofní bakterie fixovat 
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atmosférický dusík za anaerobních nebo mikroaerobních podmínek činností nitrogenasového 

komplexu [Levican a kol. 2008].  

U A. ferrooxidans byly identifikovány geny pro nitrogenasu (nifHDK) [Mackintosh 1978;  

Pretorius a kol. 1987; Rawlings 1988], pro amoniakpermeasu (amt) a geny kódující regulační 

proteiny NtrC a NifA (specifické aktivátory nif genů). Byly identifikovány i geny (GlnK-1) 

kódující regulační PII protein, který hraje kontrolní roli v metabolismu dusíku a jeho napojení 

na metabolismus uhlíku [Ninfa a Jiang 2005; Forchhammer 2004]. Schopnost redukovat 

atmosférický dusík na amoniak je pravděpodobně obecnou vlastností mnoha kmenů 

A. ferrooxidans. A. thiooxidans asimiluje amoniak, dusičnan (geny pro dusičnanreduktasu 

narB) a dusitan (geny pro dusitanreduktasu nirBD), ale pouze A. ferrooxidans je schopen 

fixovat dusík přímo ze vzduchu [Levican a kol. 2008; Mackintosh 1978]. Příjem dusíku 

je energeticky náročný, je proto přísně regulován systémem NifLA [Leigh a Dodsworth 2007; 

Sperotto a kol. 2004]. U A. ferrooxidans nebyl zatím nalezen analog nifL, regulace může být 

tedy odlišná od ostatních γ-proteobakterií [Levican a kol. 2008]. 

 

 
 

Obr. 3. Schematický diagram genů dusíkatého metabolismu Acidithiobacillus ferrooxidans. Geny 

fixace dusíku nifHDK, nitrogenasového proteinu fdxD-fdx-nifN-nifE a regulace asimilace dusíku nifA 

a draGT  [Levican a kol. 2008].  

 

 

Anorganický fosfor je nepostradatelný prvek pro všechny živé buňky, neboť je nezbytnou 

součástí buněčných struktur a metabolismu. Bakterie asimilují Pi a akumulují různé 

sloučeniny obsahující fosfor, například polyfosforečnany (polyP) [Vera a kol. 2008]. 

A. ferrooxidans má schopnost kumulovat polyfosforečnanová granula ve velkém množství 

[Orell a kol. 2012]. Polyfosforečnanům byly přiřazeny četné fyziologické funkce; nejenže 

slouží jako rezervoár fosforečnanu a rezerva energie, donor fosforylu v kinasových reakcích, 

chelátor kovů, mají osmotickou funkci, podílí se na motilitě, tvorbě biofilmu, quorum sensing 

a virulenci [Kornberg a kol. 1999; Rao a Berger 2009; Varela a kol. 2010], ale uskutečňují 

také adaptaci buňky na stres a environmentální změny [Crooke a kol. 1994; Tsutsumi a kol. 

2000; Kim a kol. 2002]. U A. ferrooxidans byly identifikovány geny 

pro polyfosforečnankinasu (katalyzující syntézu polyP) i exopolyfosfatasu (katalyzující 

hydrolýzu polyP) [Vera a kol. 2003].  U některých bakterií a řas byla navržena hypotéza, že se 

hydrolýza anorganických polyP a transport metalofosforečnanových komplexů mohou podílet 

na toleranci k těžkým kovům [Aiking a kol. 1984; Keasling a kol. 1997]. Alvarez a Jerez 

[2004] pozorovali při zvýšené koncentraci mědi, kadmia a zinku u A. ferrooxidans rychlý 

pokles hladiny polyP doprovázený vzrůstem exopolyfosfátové aktivity a stimulací efluxu 

fosforečnanů [Alvarez a Jerez 2004]. 

Ačkoliv primárním zdrojem fosforu pro mikroorganismy je Pi, některé bakterie metabolizují 

i Pi estery (vazba C-O-P) a fosfonáty (inertní vazba C-P) [Vera a kol. 2008]. A. ferrooxidans 

má, jako součástí regulonu Pho indukovaného při Pi hladovění kompletní genový klastr 

(phn geny) kódující i C-P lyasu, která je u ostatních mikroorganismů hlavní enzym degradace 

fosfonátů [Vera a kol. 2003].  
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1.2.3. Metabolismus železa 

1.2.3.1. Biogeochemický cyklus železa 

Železo je (hmotnostně) nejhojnější prvek na Zemi a druhý nejčastěji se vyskytující kov 

v litosféře, kde se jeho průměrná koncentrace pohybuje kolem 5 %. Vyskytuje se v mnoha 

minerálech, včetně oxidů, uhličitanů, křemičitanů a sulfidů [Hedrich a kol. 2011]. Kromě 

toho, že je železo důležitou nutriční složkou téměř všech forem života, některé bakterie 

a archea mohou železo využívat jako zdroj energie, což je pro ostatní formy životy 

nedostupné. Některé fotosyntetizující bakterie oxidují Fe2+ při anoxygenní fotosyntéze, jiné 

bakterie přenášejí elektrony z organických látek na Fe3+ při heterotrofní respiraci nebo 

fermentaci. Mikrobiální metabolismus železa dal před miliardami let vznik depositům železa 

[Bird a kol. 2011], a vzhledem k tomu, že je železo čtvrtý nejhojnější prvek v zemské kůře, 

jeho redoxní reakce mají potenciál podporovat významný podíl mikrobiální biomasy a hrají 

významnou úlohu v mnoha prostředích [Weber a kol. 2006]. 

 

Biogeochemický cyklus železa sestává z redukčních a oxidačních, abiotických a biotických 

procesů. Výrazně ovlivňuje geochemii hydromorfních půd a sedimentů, způsobuje 

mineralizaci organických látek, má vliv na vznik, rozpouštění a zvětrávání minerálů, 

mobilizaci a imobilizaci aniontů a kationtů, včetně kontaminant [Stumm a Sulzberger 1992; 

Chaudhuri a kol. 2001; Lack a kol. 2002]. Na obr. 4 je zobrazen mikrobiálně zprostředkovaný 

redoxní cyklus železa.  

 

 

 

Obr. 4. Mikrobiálně zprostředkovaný redoxní cyklus železa v neutrálních a kyselých prostředích. 

Modifikováno dle [Hedrich a kol. 2011].  

 

 

Fe3+ je v aerovaných vodách termodynamicky stabilní, nicméně má silný sklon hydrolyzovat. 

Ve vodných prostředích tedy bývají jeho koncentrace velmi nízké, avšak mohou vzrůstat 
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v přítomnosti komplexujících látek. Protože je rozpustnost Fe3+ ovlivňována pH, v kyselých 

vodách může být jeho koncentrace výrazně zvýšená [Hedrich a kol. 2011]. Redukce 

železitých minerálních oxidů probíhá i abioticky, ale primárně se na ní podílí mikrobiální 

katalýza [Lovley 1993, Lovley a kol. 2004]. Tam kde dochází k mikrobiální redukci síranů, 

může být abiotickým reduktantem biogenní H2S. Redukcí je generováno Fe2+, vyskytující 

se jak v roztoku, tak jako součást minerálů (např. siderit nebo vivianit), včetně sloučenin 

se směsnou valencí (magnetit) [Lovley 1991; Ona-Nguema a kol. 2002; Kukkadapu a kol. 

2001].   

 

Oxygenní abiotická oxidace Fe2+ probíhá reakcí s molekulárním kyslíkem, anoxygenní může 

být zprostředkována např. reakcí s Mn4+ [Weber a kol. 2006]. Ve většině prostředí je při 

pH < 4 rychlost spontánní chemické oxidace Fe2+ velmi nízká, avšak při vyšším pH 

se výrazně zvyšuje [Hedrich a kol. 2011]. Jednotlivými skupinami bakterií a archeí, které 

oxidují Fe2+, se zabývají ve svých review například Hedrich a kol. [2011] a Ilbert a Bonnefoy 

[2013]. Přirozeným substrátem acidofilních bakterií bývají minerály, např. pyrit (FeS2) nebo 

chalkopyrit (CuFeS2), které jsou výrazně rozpustnější než železité oxyhydroxidy. Výhodou 

tohoto typu oxidace je fakt, že standardní elektrochemický potenciál páru O2/H2O roste 

v nízkém pH a tím roste dostupná potenciální energie [Bird a kol. 2011].  

 

1.2.3.2. Oxidace železa 

Ačkoliv jsou dráhy oxidace Fe2+ studovány u více acidofilních bakterií, nejlépe prostudovaná 

je u A. ferrooxidans [Bonnefoy a Holmes 2012]. Při oxidaci dvojmocného železa 

A. ferrooxidans je dvojmocné železo oxidováno na trojmocné (rovnice (2)): 

 

2 Fe2+ + ½ O2 + 2 H+ → 2 Fe3+ + H2O  (2) 

 

Železo není kvůli rychlé autooxidovatelnosti a nerozpustnosti produktu [Ingledew a kol. 

1977] transportováno přes buněčnou stěnu, ale zůstává vně buňky a každý Fe2+ doručí svůj 

elektron přenašeči umístěnému na buněčném povrchu [Rawlings 2005]. Standardní 

elektrochemický potenciál páru Fe2+/Fe3+ je vysoce pozitivní (+0,77 V při pH 2), pouze kyslík 

(O2/H2O +1,12V při pH 2) tak může fungovat jako akceptor elektronů. V přítomnosti protonů 

je produktem voda. Rozdíl mezi redoxními potenciály párů Fe2+/Fe3+ a O2/H2O je malý, proto 

také energie dostupná z oxidace Fe2+ je nízká [Ingledew 1982; Bird a kol. 2011].  

 

Geny kódující oxidaci železa jsou organizovány ve dvou transkripčních 

jednotkách - operonech petI a rus [Valdes 2008b]. Operon petI (petC1, petB1, petA1, sdrA1 

a cycA1) kóduje tři podjednotky cytochrom bc1 komplexu (PetA1B1C1), predikovanou 

dehydrogenasu neznámé funkce s krátkým řetězcem (SdrA1) a cytochrom c4, který přijímá 

elektrony z rusticyaninu. Rus operon (cyc2, cyc1, acoP, coxB, coxA, coxC, coxD a rus) kóduje 

dva nízkomolekulární mědné periplasmatické proteiny rusticyanin a cupredoxin AcoP, 

dva cytochromy c (Cyc1 a Cyc2) a cytochrom aa3 oxidasu (coxBACD) [Appia-Ayme a kol. 

1998, 1999]. Exprese genů rus operonu byla zjištěna 5 až 25 × vyšší během růstu na železe 
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než při růstu na síře [Yarzabal a kol. 2004]. Obr. 5 ukazuje jeden z navržených modelů 

mechanismu oxidace železa u A. ferrooxidans. Přímý transport elektronů z Fe2+ na O2 

zahrnuje rusticyanin, který je redukován cytochromem c (Cyc2) lokalizovaným na vnější 

membráně [Yarzabal a kol. 2002; Elbehti a kol. 1999]. Rusticyanin tedy funguje jako 

rezervoár elektronů tím způsobem, že soustředí elektrony dostupné na buněčné stěně 

do respirační dráhy [Rohwerder a kol. 2003]. Většina elektronů jde dále přímým tokem přes 

cytochrom c4 (Cyc1) [Quatrini 2006; Bruscella a kol. 2007; Brasseur a kol. 2004], který 

redukuje terminální cytochrom aa3 oxidasu [Cavazza a kol. 1995; Fukumori a kol. 1988] 

a ta následně kyslík [Appia-Ayme a kol. 1998, 1999; Quatrini a kol. 2009; Yarzabal a kol. 

2002, 2004]. Translokace protonů terminální oxidasou, spolu se spotřebou protonů na redukci 

O2 v cytoplasmě, pomáhá buňce neutralizovat protony, které vstupují do buňky skrze 

ATPasu, a tedy udržovat velký rozdíl mezi koncentrací protonů v cytoplasmě (pH 6,5) 

a periplasmě (pH 2) [Bird a kol. 2011; Bonnefoy a Holmes 2012].  

 

 
Obr. 5. Model oxidace Fe2+ u A. ferrooxidans. Cyc2, Cyc1 a CycA1 = cytochromy c; Rus = 

rusticyanin; Cup/AcoP = cupredoxin; aa3 = cytochrom aa3 oxidasa; CtaABT = integrální membránový 

protein podílející se na regulaci a syntéze cytochrom aa3 oxidasy; bc1 = cytochrom bc1 komplex I; 

Q/QH2 = chinonový pool; SdrA1 = dehydrogenasa neznámé funkce s krátkým řetězcem; 

NDH1 = NADH dehydrogenasa. Modifikováno dle [Quatrini a kol. 2009]. 

 

 

Autotrofové oxidující železo získávají oxidací železa nejen energii ale i redukční ekvivalenty 

v podobě redukovaného NAD(P)+ potřebného pro fixaci CO2, a v případě potřeby N2 [Bird 

a kol. 2011]. Hodnota redoxního potenciálu páru NAD(P)+/NAD(P)H (-0,32 V při pH 

cytoplasmy 6,5) je podstatně negativnější než páru Fe2+/Fe3+ a redukce NAD(P)+ je tedy 

zprostředkována zpětným tokem elektronů vyžadujícím energii [Brasseur a kol. 2002, 2004; 

Bruscella a kol. 2007; Elbehti a kol. 2000; Levican a kol. 2002], kdy jsou elektrony 

z rusticyaninu přenášeny přes cytochrom c4 (kódovaný genem cycA1) [Giudici-Orticoni a kol. 

2000; Quatrini 2006; Bruscella a kol. 2007], cytochrom bc1 komplex I [Corbett a Ingledew 

1987; Elbehti a kol. 1999, 2000], membránový chinonový pool [Brasseur a kol. 2004], 

na NADH dehydrogenasu. U A. ferrooxidans byly identifikovány dva cytochrom bc1 
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komplexy kódované dvěma různými operony (petI a petII operon). Experimentálně bylo 

prokázáno, že petI je transkribován výhradně v buňkách rostoucích na železe, zatímco petII 

v buňkách oxidujících síru nebo železo [Bruscella a kol. 2007]. Za zmínku stojí, že při oxidaci 

Fe2+ cytochrom bc1 komplex I, kódovaný petI operonem, slouží výhradně zpětnému toku 

elektronů [Brasseur a kol. 2002; Elbehti a kol. 2000], zatímco při oxidaci elementární síry 

jsou elektrony vedeny v přímém směru přes cytochrom bc1 komplex II kódovaný petII 

operonem [Brasseur a kol. 2004]. Lefimil a kol. [2009] navrhl, že exprese petI operonu 

je regulována hlavními transkripčními faktory řídícími příjem a homeostázu železa (Fur) 

a anaerobní metabolismus (Fnr). A. ferrooxidans je první organismus, u kterého byly popsány 

dva cytochrom bc1 komplexy [Bruscella a kol. 2007].  

 

 

 

 
 
Obr. 6. Schéma generace protonmotivní síly (PMF) u bakterie A. ferrooxidans oxidující Fe2+.  Zeleně 

je označena cytochrom c oxidasa. (A) Oxidasa bez aktivity protonové pumpy; k přenosu nábojů 1q+/e- 

dochází pohybem elektronů. (B) Oxidasa se zachovanou aktivitou protonové pumpy; dochází k 

přenosu nábojů 1q+/e-. (C) Oxidasa se dvěma protonovými kanály; dochází k přenosu nábojů 2q+/e-. 

Modifikováno dle [Ferguson a Ingledew 2008]. 
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Obr. 6 zobrazuje modely konzervace energie, pro zjednodušení pro přenos 1 elektronu na 

¼ O2. Zobrazená je protonmotivní síla (PMF) generována činností cytochrom c oxidasy 

během oxidace Fe2+. Na obr. 6A je model navržený Ingledewem a kol. [1977]. PMF 

je zajištěna transmembránovou separací dvou polovičních reakcí (oxidace Fe2+ a redukce O2), 

které se účastní cytochrom c oxidasa (zde cytochrom aa3) bez dalšího pumpování protonů. 

Alternativní model se stejnou bioenergetikou, kdy je stejného výsledku dosaženo 

ne rozdělením na dvě poloviční reakce, ale pumpováním protonů přes membránu, je zobrazen 

na obr. 6B. Modely A a B, kde na jeden elektron přenesený z Fe2+ je přenesen jeden proton, 

kontrastují s modelem C (obr. 6C) zobrazujícím typickou cytochrom c oxidasu, která má 

separované reakce i pumpuje protony a má tedy k dispozici větší redoxní potenciál. 

Při přenosu jednoho elektronu na O2 jsou přeneseny vně buňky dva protony. Na obrázku jsou 

zobrazeny oba kanály pro průchod protonů (K a D kanály). Experimentálně naměřené 

hodnoty PMF (kolem 200 mV) naznačují stechiometrii translokace nábojů jeden proton na 

jeden elektron (modely A a B). Není však vyloučeno, že PMF je nižší anebo dostupná redoxní 

energie je větší, než bylo odhadnuto, a je tedy možné, že terminální oxidasa má přece jen dost 

energie na pumpování elektronů dle modelu C (obr. 6C) [Ferguson a Ingledew 2008]. 

 

1.2.3.3. Homeostáza železa 

Nadbytek železa v kyselých prostředích zvyšuje oxidativní stres skrze Haber-Weiss-

Fentonovu reakci, kterou vznikají reaktivní formy kyslíku. Mnoho enzymů a kofaktorů 

zprostředkovává detoxifikaci organismu; proteiny z proteinové rodiny Dps jsou zapojeny 

do ochrany DNA před poškozením volnými radikály železa [Andrews a kol. 2003]. Pro 

A. ferrooxidans byly navrženy orthology proteinů FieF a MamB zajišťujících eflux 

nadbytečného železa u E. coli [Grass a kol. 2005] a Magnetospirillum gryphiswaldense 

[Grunberg a kol. 2001]. Pro A. ferrooxidans byly označeny CdfA-C proteiny [Osorio 2008]. 

Klíčovým způsobem jak snižovat produkci radikálů, je však snížení dostupnosti 

intracelulárního železa. Homeostázy železa je dosahováno sledováním hladiny železa, 

regulací jeho příjmu a ukládání nadbytku do zásobních proteinů [Quatrini a kol. 2005a]. 

Organismy oxidující Fe2+ musí do rovnováhy zahrnout příjem a skladování železa nejen jako 

mikroživinu hrající centrální roli v redoxních reakcích, ale i pro energetické potřeby 

[Bonnefoy a Holmes 2012]. 

 

U rodu Leptospirillum, bakterie obligátně oxidující Fe2+, byl popsán nízký počet přenašečů 

železa, pravděpodobně proto, že se vyskytuje v prostředích s  vysokou koncentrací 

rozpustného Fe2+ [Andrews a kol. 2003]. Na druhou stranu u rodu Acidithiobacillus byla 

zjištěna přítomnost vícečetných systémů příjmu železa (obr. 7) [Osorio a kol. 2008a; Valdes 

a kol. 2008a]. Na rozdíl od rodu Leptospirillum, uspořádání A. ferrooxidans by mohlo být 

adaptací na různé koncentrace železa, včetně méně kyselých prostředí (pH 4-5), kde 

je nedostatek rozpustného železa. Přítomnost vícečetných systémů pro příjem Fe3+ by mohla 

na druhou stranu vysvětlovat, proč v dlouhotrvajících bioloužících procesech, kde je poměr 
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Fe3+ ku Fe2+ velmi vysoký, dominuje Leptospirillum nad Acidithiobacillus [Quatrini a kol. 

2005a].  

 

 
 

Obr. 7. Sideroforové přenašeče pro Fe3+ u rodů Acidithiobacillus a Leptospirillum. Specificita 

sideroforů: červeně – dicitrát, zeleně – lineární katecholáty, modře – cyklické katecholáty, 

fialově - hydroxamáty [Osorio 2008]. 

 

 

Transport železa přes membránu je poháněn PMF na vnitřní membráně a energií 

transdukčního komplexu TonB s integrálními proteiny ve vnitřní membráně ExbB a ExbD 

[Braun 1995]. V genomu A. ferrooxidans bylo předpovězeno šest domnělých kandidátních 

proteinů v třídě TonB, a ve srovnání s neutrofily vykazuje ExbD výrazně vyšší pI [Quatrini 

a kol. 2005a]. 

 

Jakmile se Fe3+ dostane do cytoplasmy, je zredukováno na Fe2+ a následně inkorporováno 

do proteinů a hemů, případně uskladněno pro pozdější použití do bakterioferritinu. 

A. ferrooxidans, ale i A. thiooxidans a A. caldus, mají pro tento protein kandidátní geny. Další 

běžný protein sloužící bakteriím pro uskladňování železa, hem neobsahující protein ferritin, 

nebyl detegován [Quatrini a kol. 2005a]. 

 

1.2.3.4. Regulace oxidace a homeostázy železa 

Pro udržení homeostázy železa je zásadní citlivá regulace jeho příjmu, skladování a využití 

[Crosa 1997; Hantke 2001]. O genetické regulaci oxidace a udržování homeostázy Fe2+ je 

známo poměrně málo. Je pravděpodobné, že ani redoxní ani Fe2+ sensory nepůsobí izolovaně. 

Předpokládány jsou komplexní regulační sítě, které zohledňují mnoho různých signálů 
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z prostředí [Bonnefoy a Holmes 2012]. Předpokládá se koregulace příjmu železa s geny 

pro biosyntézu citrátu a metabolismus fosforečnanů (obr. 8).  

 

 

Obr. 8. Různorodost způsobů příjmu železa a jejich regulace u acidofilů. Modře – příjem Fe2+, fialově 

– příjem Fe3+-dicitrátu, červeně – příjem Fe3+ siderofory, zeleně a černě – příjem metalofosforečnanů 

/fosfonátů. Oranžové šipky – regulační souvislosti. Modifikováno dle [Osorio a kol. 2008a]. 

 

 

Elbethi a kol. [2000] navrhl, že oxidace Fe2+ je regulována poměrem ATP/ADP, který 

na jednu stranu aktivuje cytochrom aa3 oxidasu a podporuje tak přímý tok elektronů, nebo ji 

na druhou stranu deaktivuje a podporuje zpětný tok elektronů. A. ferrooxidans navíc reguluje 

enzymy a elektronové přenašeče v závislosti na tom, zda je substrátem Fe2+ nebo RISC 

[Yarzabal a kol. 2004; Bruscella a kol. 2007; Quatrini a kol. 2009].  

 

Mezi kandidátními geny zahrnutými v regulaci oxidace Fe2+ (obr. 8) jsou regulátor 

anaerobiózy Fnr [Osorio a kol. 2009] a hlavní regulátor homeostázy (příjmu a skladování) 

železa, genová rodina Fur (ferric iron regulator) [Quatrini a kol. 2005b; Lefimil a kol. 2009]. 

Dále se mezi ně řadí také RegBA a CtaR [Amouric a kol. 2009; Quatrini a kol. 2009; Ponce 

a kol. 2012]. Znalosti regulace genů zapojených v příjmu a oxidaci železa jsou zatím 

omezené, nicméně jsou neustále doplňovány o nové transkripční regulátory [Osorio a kol. 

2008a]. 
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1.2.4. Metabolismus sirných látek 

1.2.4.1. Biogeochemický cyklus síry 

Hlavním zdrojem sirných látek v ovzduší, vodě a půdě je antropogenní činnost, především 

pak spalování fosilních paliv, chemická výroba a průmyslová hnojiva. Do atmosférického 

cyklu síry přispívají také vulkanické plyny. Velké množství síry je zapojeno do procesů 

probíhajících mezi oceány a oceánskou atmosférou, dochází tak k masivní výměně. Z oceánů 

je síra v různých formách (organická síra, sírany a pyrit) zabudovávána do sedimentů. 

 

Jak je patrné z obr. 9, všechny hlavní reakce biogeochemického cyklu síry jsou úzce spojeny 

s koloběhem uhlíku [Ivanov 1981]. 

 

 
Obr. 9. Vztahy mezi hlavními biologickými procesy koloběhu síry a některé související reakce 

koloběhu uhlíku. Modifikováno dle [Ivanov 1981]. 

 

 

V přirozených i antropogenních kyselých prostředích interagují prokaryota metabolizující 

sirné látky s ostatními acidofily. Zodpovědnost za velmi nízké pH prostředí, ve kterých se 

acidofilní bakterie nacházejí, má nejčastěji oxidace elementární síry a RISCs (sulfidů 

a polythionanů).  

Oxidace redukované síry může poskytnout až osm elektronů (v případě oxidace H2S na 

SO4
2-), zatímco oxidace Fe2+, dalšího dostupného donoru hrajícího významnou roli 

v extrémně acidofilních prostředích, jeden elektron. Elektrony pocházející z oxidace RISCs 

vstupují do elektrontransportní dráhy při nižším redoxním potenciálu, dochází proto k vyšší 

produkci ATP na mol elektronů v porovnání s oxidací Fe2+ [Kelly 1999]. 

 

Mezi nejlépe prostudované chemolithotrofy, kteří oxidují RISCs, patří Acidithiobacilli, 

některé druhy rodů Paracoccus a Xanthobacter, Sulfolobus, Acidianus a Desulfurolobus. 

Je zřejmé, že oxidační dráhy a mechanismy konzervace energie se mezi jednotlivými 
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organismy liší. Byla prokázána i odlišnost enzymových systémů archeí zapojených 

do oxidace sirných látek od enzymů Acidithiobacillů [Rohwerder a Sand 2007]. Přesto, 

že mají některé bakterie (především Acidithiobacilli) stejné substráty, meziprodukty 

a koncové produkty, geny kódující jednotlivé procesy nejsou pro všechny organismy stejné 

[Dopson a Johnson 2012]. 

 

1.2.4.2. Aerobní oxidace elementární síry u bakterie A. ferrooxidans 

Oxidace elementární síry u A. ferrooxidans probíhá dle rovnice (3). Redoxní potenciál pro pár 

S0/HS- je –270 mV při pH = 7, pro pár S2O3
2-/HS- je −400 mV a pro pár SO4

2-/HSO3
- je –520 

mV [Brasseur a kol. 2004]. 

 

1/8 S8 + 3/2 O2 + H2O → SO4
2- + 2 H+  (3) 

 

Elementární síra se vyskytuje převážně ve formě stabilních oktasulfanových kruhů S8, 

a protože její rozpustnost ve vodě je velmi nízká (5 μg/l) [Pronk a kol. 1990], vlastní oxidaci 

předchází aktivační krok [Pronk a kol. 1990]. Suzuki [1965a, b] popsal aktivaci elementární 

síry neenzymatickými procesy, kdy nukleofilním atakem glutathionu (GSH) na oktasulfanový 

kruh síry vznikají GSnH (n > 1) spécie, které reakcí mezi sebou nebo s dalším GSH tvoří 

disulfid glutathionu (GSSG) a jeho vyšší homology GSnG (n > 2) a H2S. Takto aktivovaná 

síra je přenesena do cytoplasmy, přičemž roli hrají thiolové skupiny proteinů vnější 

membrány a periplasmatického prostoru [Rohwerder a Sand 2007]. 

 

Aerobní oxidace elementární síry bakterií A. ferrooxidans (obr. 10) je zprostředkována 

heterodisulfidreduktasou (Hdr), proteinem ukotveným ve vnitřní membráně, s aktivním 

místem v cytoplasmě [Quatrini a kol. 2009, Mangold a kol. 2011]. Po transportu 

do cytoplasmy je disulfidická vazba polysulfidového glutathionu (GSSH) hydrolyzována Hdr 

za vzniku glutathionu (GSH) a siřičitanu [Osorio a kol. 2013], který vzniká působením 

sulfurdioxygenasy (Sdo). Siřičitan je siřičitanoxidoreduktasou (Sor) oxidován na síran, jeho 

elektrony jsou pravděpodobně přeneseny na cytochromy [Rawlings 2005; Rohwerder a Sand 

2007]. Na genomu A. ferrooxidans nebyly nalezeny geny kódující Sdo či Sor, nicméně byly 

zde nalezeny tři kopie genu pro katalytickou podjednotku HdrB [Quatrini a kol. 2009]. Dva 

z nich jsou součástí hdr operonu, který dále kóduje podjednotky HdrA, HdrC, rhodanasu 

a další proteiny zapojené v transportu sirných skupin. Produkty těchto genů byly detegovány 

jak za aerobních tak i anaerobních podmínek, což naznačuje účast Hdr při aerobní i anaerobní 

oxidaci S0. Hladiny proteinů však byly vyšší v aerobních podmínkách [Osorio a kol. 2013].  

 

Výsledky experimentů naznačují, že může být využita také alternativní cesta. Větvení nastává 

u chinonového poolu, kde některé elektrony jdou přes cytochrom bc1 komplex, cytochrom c4 

(CycA2) a železo-sirný protein Hip na terminální cytochrom ba3 oxidasu, zatímco zbývající 

elektrony jdou na terminální cytochrom bd oxidasu.  
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Obr. 10. Model aerobní oxidace elementární síry u A. ferrooxidans. Geny nebo proteiny, jejichž 

zvýšená regulace byla pozorována za aerobních podmínek v citované práci, jsou podtrženy. Transfer 

elektronů je značen přerušovanou šipkou, transport protonů nepřerušovanou. Q/QH2 označuje 

chinonový pool. Modifikováno dle [Osorio a kol. 2013]. 

 

 

Během oxidace elementární síry jsou u A. ferrooxidans aktivní ještě další enzymy. Volný 

sulfid (HS-), který vzniká vedlejší reakcí při reakci volných thiolových skupin transportních 

proteinů s atomy sulfanové síry, je v periplasmě oxidován sulfid:chinonoxidoreduktasou (Sqr) 

na elementární síru, která je buď oxidována Sdo nebo reaguje abioticky se siřičitanem 

za vzniku thiosíranu. Thiosíran může být thiosíran:chinonoxidoreduktasou (Tqo) oxidován 

na tetrathionan, pro jehož degradaci byla navržena cyklická dráha zahrnující hydrolyzační 

a oxidační kroky, kde konečnými produkty jsou thiosíran, elementární síra a síran [Pronk 

a kol. 1990; Beard a kol. 2011]. Dalšími enzymy zapojenými v oxidaci thiosíranu 

je rhodanasa, která štěpí thiosíran na síru a siřičitan [Valenzuela a kol. 2006] 

a thiosírandehydrogenasa, jejímž konečným produktem je tetrathionan [Janiczek a kol. 2007; 

Kikumoto a kol. 2013]. Při růstu A. ferrooxidans na elementární síře a thiosíranu byla 

popsána intracelulární akumulace lineární síry a S8 a výskyt extracelulárních sirných globulí 

složených především z S8 [He a kol. 2010]. 

Sqr a Tqo jsou asi 20x více exprimovány v buňkách rostoucích na síře než v buňkách 

rostoucích na železe, což naznačuje, že jejich exprese je závislá na růstovém substrátu. 

Pokusy s inhibitory ukázaly, že asi polovina elektronů z oxidace thiosíranu využívá cestu přes 

terminální cytochrom ba3 oxidasu, zbývající část elektronů jde přes terminální cytochrom bo3 

nebo bd oxidasu [Brasseur a kol. 2004]. 

 

Výzkum je komplikován vysokou reaktivitou sirných meziproduktů a tak stále není jasné, zda 

Sdo dráha je univerzálně platná pro všechny Gram-negativní acidofily. Je velmi 
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pravděpodobné, že existují i jiné mechanismy [Rohwerder a Sand 2007]. I pro Sdo a Sor 

u A. ferrooxidans navrhl Sugio a kol. [1989, 1992] alternativu – sulfid Fe3+ oxidoreduktasu 

a siřičitan Fe3+ oxidoreduktasu. Sirná oxidace by tak byla striktně spojena s oxidací železa.  

 

1.2.4.3. Anaerobní oxidace elementární síry u bakterie A. ferrooxidans 

Fakt, že mnoho heterotrofních acidofilů je schopno anaerobní respirace Fe3+ [Johnson 

a McGinness 1991; Eisele a Gabby 2014], naznačuje, že trojmocné železo je v kyselých 

podmínkách důležitým akceptorem elektronů [Pronk 1992]. Disimilační redukce Fe3+, která 

je mezi mírnými a extrémními acidofily velmi rozšířená [Johnson 2012], zprostředkovává 

destrukci i tvorbu minerálů a má tak velký vliv v biogeochemickém cyklu železa [Liermann 

a kol. 2007]. Redoxní potenciál páru Fe2+/Fe3+ je ovlivněn pH a asociovanými organickými 

a anorganickými ligandy. V roztocích o pH 2 obsahujících sírany se jeho hodnota pohybuje 

kolem +700 mV, zatímco v neutrálním pH je mnohem elektronegativnější (+300 mV). 

V kyselém prostředí tedy oxidace Fe2+ poskytuje méně energie než v neutrálním, 

ale na druhou stranu je Fe3+ při nízkém pH energeticky výhodnější akceptor [Hedrich a kol. 

2011]. 

Bakterie A. ferrooxidans je nejstudovanější z acidofilů a jako akceptor elektronů jí může 

kromě molekulárního kyslíku sloužit i S0 nebo Fe3+ [Pronk 1991a, 1992; Ohmura a kol. 

2002]. Bakterie je schopná anaerobního růstu na H2 spojeného s redukcí S0 a Fe3+ [Ohmura 

a kol. 2002; Valdes 2008a], nicméně nejvýznamnější roli v biogeochemických cyklech železa 

a síry hraje anaerobní, na Fe3+ závislý růst A. ferrooxidans na sirných sloučeninách. 

Schopnost anaerobního růstu je důležitá i v biohydrometalurgických procesech. Oxidace 

elementární síry pozorovaná v kulturách A. ferrooxidans, při níž Fe3+ slouží jako akceptor 

elektronů, je biologický proces, jehož dnes již konvenčně používanou rovnici reakce (4) 

popsal poprvé Brock a Gustafson [Brock a Gustafson 1976; Pronk a kol. 1992]: 

 

S0 + 6Fe3+ + 4H2O → HSO4
- + 6Fe2+ + 7H+ (4) 

 

Kucera a kol. [2012b] zahrnul změny v okyselování během reálného procesu a popsal 

stechiometrii reakcí (5): 

 

8Fe3+ + 5Fe2(OH)2
4+ + 3S0 + 11SO4

2– + 2H2O → 10Fe2+ + 8FeSO4
0 + 6HSO4

– + 8H+ (5) 

 

O mechanismu redukce Fe3+ je známo relativně málo, přesto bylo na základě molekulárně-

biologických a biochemických analýz navrženo několik modelů. Corbett a Ingledew [1987] 

navrhli anaerobní dráhu, kdy elektrony pocházející z oxidace S0 vstupují do respiračního 

řetězce přes cytochrom bc1 komplex a pokračují přes periplasmatické přenašeče systému 

oxidace železa na finální akceptor Fe3+. Dále byly pro finální přenos elektronů na Fe3+ 

navrženy tetrathionanhydrolasa [Sugio a kol. 2009] a arsenreduktasa [Mo a kol. 2011], jejichž 

přítomnost však nebyla při analýze transkriptomu a proteomu anaerobních kultur prokázána 

[Osorio a kol. 2013]. Kucera a kol. [2012a] popsal výrazný nárůst v expresi elektronových 

přenašečů rusticyaninu a cytochromu c552 (Cyc1), u kterých je známo, že jsou zapojeny 



~ 21 ~ 

 

v respiračním řetězci oxidace Fe2+. Bylo tak navrženo zapojení konkrétních přenašečů 

systému oxidace železa kódovaných rus operonem i v redukci Fe3+. Osorio a kol. [2013] 

detegoval zvýšenou expresi genů kódujících cytochrom bc1 komplex (petA2 a petB2) 

a cytochromu c (cycA2) za anaerobních podmínek. Byla navržena anaerobní respirační dráha, 

kde elektrony získané oxidací S0 přecházejí na chinon, a dále přímým tokem na cytochrom bc1 

komplex a CycA2 (obr. 11). Osorio a kol. [2013] navrhl jako další, či současně využívané, 

možné funkční propojení oxidace S0 a redukce Fe3+ přes disproporcionaci síry na sirovodík 

pomocí sulfurreduktasy a síran pomocí heterodisulfidreduktasy  a ATP sulfurylasy. U všech 

podjednotek komplexu sulfurreduktasy (SreABCD), jejíž funkce je pravděpodobně tvorba 

H2S, bylo pozorováno zvýšení na úrovni mRNA, zatímco na úrovni proteinu bylo pozorováno 

zvýšení pouze u podjednotky SreB. Dále byla také pozorována zvýšená exprese genů 

kódujících proteiny DsrE a TusA, u kterých se předpokládá role v transportu sirných látek, 

resp. -SH skupin, a jsou součástí hdr operonu. Proto byla u těchto proteinů předpokládána 

funkce v transportu toxického H2S vně buňku za anaerobních podmínek. Neboť H2S redukuje 

Fe3+ v kyselém prostředí, jeho tvorba naznačovala alespoň částečné zapojení nepřímého 

mechanismu v anaerobní redukci železa. 

 

 

Obr. 11. Model anaerobní oxidace elementární síry u A. ferrooxidans. Geny nebo proteiny, jejichž 

zvýšená regulace byla pozorována za anaerobních podmínek v citované práci, jsou podtrženy. Transfer 

elektronů je značen přerušovanou šipkou, transport protonů nepřerušovanou. Q/QH2 označuje 

chinonový pool. Modifikováno dle [Osorio a kol. 2013]. 

 

 

Část generovaných elektronů může být transportována reverzním tokem na NADH 

dehydrogenasu. Energie potřebná pro tento proces by mohla pocházet z reverzní 

protonmotivní síly [Corbett a Ingledew 1987; Kelly 1999]. Je možné, že aerobní i anaerobní 
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typ autotrofního růstu bakterie sdílí jednu univerzální dráhu pro regeneraci NADH, nicméně 

důkazy jednotného mechanismu zpětného toku zatím chybí [Ohmura a kol. 2002]. 

 

Vznik energie anaerobní respirací Fe3+ popsal poprvé Pronk et al. [1991a]. Zvýšená regulace 

3 z 5 F1 podjednotek F1FO ATPasy za aerobních podmínek, potvrzuje vyšší syntézu ATP 

a vyšší rychlost růstu na rozdíl od anaerobních podmínek. Dále byly abundantní i proteiny 

podílející se na tvorbě protonmotivní síly MotA/TolQ/ExbB. Za anaerobních podmínek byla 

naopak pozorována zvýšená regulace FO podjednotky ATPasy nevyžadující katalytickou 

F1 podjednotku, která translokuje elektrony a generuje tak ATP. Za anaerobních podmínek 

tedy může ATPasa sloužit ke generování protonmotivní síly spíše než tvorbě ATP [Osorio 

a kol. 2013].  

 

ATP může dále vznikat za aerobních i anaerobních podmínek substrátovou fosforylací; 

konverzí SO3
2- vzniká adenosin-5´-fosfosíran (APS), který je dále přeměněn za katalýzy ATP 

sulfurylasou na SO4
2- a ATP [Quatrini a kol. 2009]. Menší část SO3

2- může být 

siřičitanreduktasou (CysI) redukována na H2S a asimilována, jak vyžaduje růst [Valdes a kol. 

2003]. Osorio a kol. [2013] detegoval zvýšenou expresi genů cysI a cysH (APS reduktasa) 

za anaerobních podmínek, ačkoliv nebyly předpokládány vyšší růstové nároky ve srovnání 

s aerobními podmínkami.  

 

1.2.4.4. Aerobní oxidace sirných látek  

Oxidace RISCs u chemolithotrofních Acidithiobacillů nejsou ještě plně popsány, a to přesto, 

že zaujímají klíčovou roli v biogeochemickém cyklu síry a biohydrometalurgických 

procesech. Obecně byly popsány dva mechanismy oxidace RISCs, jeden zahrnující 

polythionany, který je platný především pro neutrofily, a druhý zahrnující polythionanové 

meziprodukty, který se uplatňuje u neutrofilů a acidofilů (obr. 12) [Rohwerder a Sand 2007; 

Mohapatra 2008; Kikumoto a kol. 2013].  
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Obr. 12. Schématické znázornění metabolismu redukovaných anorganických sloučenin síry (RISCs) 

u acidofilních proteobakterií. Sor = siřičitanoxidoreduktasa; Sdo = sulfurdioxygenasa; 

Sqr = sulfid:chinonoxidoreduktasa; Tqo = thiosíran:chinonoxidoreduktasa; 

Tth = tetrathionanhydrolasa. Modifikováno dle [Rohwerder a Sand 2007; Mohapatra 2008].  

 

 

Mezi jednotlivými druhy rodu Acidithiobacillus neexistuje uniformita drah oxidace RISCs, 

což naznačují nesrovnalosti ve stechiometrii [Pronk a kol. 1990, Bernier a Warren 2007]. 

Bioenergetické studie potvrzují, že alespoň některé z reakcí se odehrávají v periplasmě, což 

naznačuje funkčnost zúčastněných enzymů v nízkém pH [Pronk a kol. 1990]. A. ferrooxidans 

je schopen oxidovat siřičitan, thiosíran, tetrathionan a sulfidy. Množství biomasy 

produkované na mol elektronů je mnohem větší během oxidace RISCs než Fe2+. Také 

na pyritu je růstový výtěžek na mol elektronů vyšší než na Fe2+ [Pronk a kol. 1990]. 

 

Během oxidace tetrathionanu vznikají mezi buněčnou stěnou a cytoplasmatickou membránou 

sirné globule skládající se z polythionanů s dlouhým řetězcem (S13 a více) a elementární síry, 

převážně ve formě S8
0. Při jejich vzniku jsou klíčovými meziprodukty sulfan-monosulfonové 

kyseliny, které jsou vysoce reaktivní a mohou podstupovat spontánní elongační reakce 

za vzniku elementární síry a siřičitanu [Pronk a kol. 1990]. Samotnou hydrolýzu tetrathionanu 

na thiosíran, síru a síran katalyzuje tetrathionanhydrolasa [Kanao a kol. 2007]. 

 

Pro oxidaci siřičitanu byly navrženy dva mechanismy. V prvním APS reduktasa [Kelly 1982; 

Peck 1961] katalyzuje kondenzaci siřičitanu s adenosin 5´-monofosforečnanem (AMP) 

za vzniku APS (adenosin 5´-fosfosíran). Uvolnění síranu z APS je spojeno s tvorbou ADP. 

AMP může být následně regenerováno adenylátkinasou. Tento mechanismus substrátové 

fosforylace vynáší půl molekuly ATP na každou molekulu oxidovaného siřičitanu. Elektrony 

z této dráhy mohou přispívat k tvorbě protonmotivní síly [Pronk a kol. 1990]. Druhý 

mechanismus je nezávislý na AMP a oxidace siřičitanu je katalyzována siřičitanoxidasou 

[Vestal a Lundgren 1971; Sugio a kol. 2006]. 
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Obr. 13. Model oxidace redukovaných anorganických sirných sloučenin (RISCs) u A. ferrooxidans. 

Dráhy oxidací RISCs zahrnují řadu enzymů, enzymových komplexů a elektronových přenašečů: 

na vnější membráně, orientovaná do periplasmy TetH = tetrathionanreduktasa, v periplasmě 

vysokopotenciálový železo-sirný protein HiPIP, připojen k cytoplasmatické membráně 

z periplasmatické strany cytochrom CycA2, v cytoplasmatické membráně 

Sqr = sulfid:chinonoxidoreduktasa, Tqo = thiosíran:chinonoxidoreduktasa, cytochrom bc1 komplex II, 

NADH komplex I (NDHI), terminální bd a bo3 oxidasy, v cytoplasmě Hdr = heterodisulfidreduktasa, 

Sat = ATP sulfurylasa. Nerozpustná síra je nejdříve konvertována na polysulfidový glutathion 

(GSSH), který je kaskádou transferas (DsrE, TusA a Rhd) přenesen na Hdr. Elektrony pocházející 

ze sulfidu (H2S), thiosíranu (S2O3
2-) nebo GSSH jsou přenášeny přes chinonový pool (QH2) buď (i) 

přímo na terminální bd nebo bo3 oxidasu nebo (ii) nepřímo přes cytochrom bc1 komplex II 

a cytochrom CycA2 a vysokopotenciálový železo-sirný protein HiPIP na terminální cytochrom aa3 

oxidasu, kde dochází k redukci O2 nebo (iii) na NADH komplex I. Modifikováno dle [Quatrini a kol. 

2009]. Terminální akceptory pumpují protony z buňky, vstupovat zpět do buněk mohou skrze F1FO 

ATPasu za tvorby ATP [Dopson a Johnson 2012]. 

 

 

Oxidace RISCs (obr. 13) u A. ferrooxidans zahrnuje oxidaci sulfidu (HS-) 

sulfid:chinonoxidoreduktasou kódovanou sqr, zatímco geny kódující heterodisulfidreduktasu 

(hdrABC) jsou zvýšené během růstu na elementární síře. Další geny, jejichž exprese 

je zvýšená při oxidaci elementární síry, jsou rhd kódující rhodanase podobný protein, tusA 

kódující regulační protein tvorby disulfidické vazby a dsrE kódující protein z rodiny 

heterodisulfidreduktasového komplexu. Hydrolýza tetrathionanu je zprostředkovaná TetH 

(tetH) a produkovaný thiosíran je oxidován thiosíran:chinonoxidoreduktasou (Tqo) 

kódovanou doxDA. Vznikající siřičitan je potenciálně přeměňován ATP sulfurylasou (sat), 

spolu s dalšími enzymy [Quatrini a kol. 2009]. Přítomnost Fe2+ způsobuje sníženou expresi 

genů zapojených do oxidace RISCs [Amouric a kol. 2009]. Při růstu A. ferrooxidans 
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na thiosíranu byly identifikovány periplasmatické proteiny tetrathionanhydrolasa a cytochrom 

c4 (CycA2) [Chi a kol. 2007]. 

 

Bakteriální loužení, neboli biooxidace sulfidů kovů na rozpustné sírany a kyselinu sírovou, 

je uskutečňováno specializovanými bakteriemi, především třemi acidofilními, 

chemolithotrofními druhy – A. ferrooxidans, A. thiooxidans a Leptospirillum ferrooxidans. 

A. ferrooxidans oxiduje redukované sirné sloučeniny na síran a Fe2+ na Fe3+. A. thiooxidans je 

schopen oxidovat pouze RISCs, zatímco L. ferrooxidans oxiduje pouze Fe2+ [Schippers 

a Sand 1999].  

Odborníci vedou již dlouhou dobu debatu, zda probíhá oxidace sulfidů přímým nebo 

nepřímým mechanismem. Nekontaktní (nepřímý) mechanismus (obr. 14) probíhá 

prostřednictvím chemického ataku iontů trojmocného železa nebo protonů na minerál, což 

vede k rozpouštění sulfidu a vzniku Fe2+ a různých forem síry. Planktonické mikroorganismy 

oxidující železo využívají dvojmocné železo jako donor elektronů, tím ho reoxidují 

a regenerují tak reaktant. Pokud by bylo jedinou funkcí bakterií regenerace trojmocného 

železa, pak by neměla účinnost biooxidace záviset na tom, jestli jsou mikroby v kontaktu 

s minerálem nebo nikoliv. Kontaktním (přímým) mechanismem (obr. 14) je v širším slova 

smyslu myšleno zvýšení rychlosti rozpouštění minerálu zprostředkované adsorpcí buněk 

na povrch horniny. V užším slova smyslu je přímý mechanismus vnímán jako proces přímé 

interakce složek bakteriální membrány se sulfidem za použití enzymatického mechanismu, 

což vede k jeho oxidaci kyslíkem na síran a kationt kovu [Sand a kol. 1995].   
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Obr. 14.  Schéma navržených mechanismů biooxidace pyritu. Modifikováno dle [Rawlings 2002]. 

 

 

Rozpouštění pyritu probíhá s největší pravděpodobností kooperativním mechanismem 

(obr. 14), kdy dochází současně ke kontaktnímu i nekontaktnímu bioloužení [Rodriguez a kol. 

2003a; Rawlings 2002]. Tributsch a kol. [Rojas a kol. 1995; Tributsch 2001] prokázal, 

že během oxidace pyritu se exopolysacharidová vrstva (EPS) A. ferrooxidans plní koloidní 

sírou, která se ve velkém množství uvolňuje do prostředí. Sirné částice a globule uvolňovány 

tímto nehospodárným procesem slouží jako substrát ostatním bakteriím oxidujícím síru 

při kooperativním loužení. Zatím neidentifikované sirné nosiče obsahující reaktivní thiolové 

skupiny výrazně napomáhají rozpouštění pyritu [Rojas-Chapana a Tributsch 2001].  

 

Významnou roli v tomto procesu hraje EPS, která vytváří prostředí pro dělení buněk 

a následně tvorbu biofilmu. EPS obsahuje vysokou koncentraci iontů železa (~ 53 g/l), které 

je dosahováno tvorbou komplexů s glukuronovou kyselinou. EPS slouží jako reakční prostor, 

ve kterém ionty trojmocného železa atakují povrch minerálu [Schippers a Sand 1999], 

přičemž dochází k jejich redukci. Vznikající dvojmocné železo je následně mikrobiálně 

reoxidováno (reakce (6)). 

 

14 Fe2+ + 3,5 O2 + 14 H+ → 14 Fe3+ + 7 H2O (6) 
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Tato mikrobiální reoxidace dvojmocného železa může vést k lokálnímu zvýšení pH v EPS 

vrstvě blízko povrchu minerálu, což napomáhá rozpouštění minerálu [Fowler a kol. 1999, 

2001; Holmes a kol. 1999].  

Sand se spolupracovníky [Schippers a kol. 1996, Schippers a Sand 1999] pozorovali, 

že oxidace různých sulfidů probíhá přes různé meziprodukty a ukázali tak, že rovnice 

rozpouštění není pro všechny sulfidy identická. Pro oxidaci sulfidů kovů nerozpustných 

v kyselém prostředí, jako je pyrit (FeS2), molybdenit (MoS2) a tungstenit (WS2), navrhli 

thiosíranový mechanismus (obr. 15A). Protože se na valenčních pásech těchto sulfidů podílejí 

pouze orbitaly kovu, valenční pásy nepřispívají k chemické vazbě mezi kovem a sirnou částí. 

Tyto sulfidy kovů tak mohou být degradovány ionty Fe3+, nikoliv atakem protonů. Pro sulfidy 

kovů rozpustné v kyselém prostředí, jako sfalerit (ZnS), chalkopyrit (CuFeS2), galena (PbS) 

[Schippers a Sand 1999], hauerit (MnS2), orpiment (As2S3) a realgar (As4S4) [Sand a kol. 

2001], na jejíchž valenčních pásech se podílí jak orbitaly kovů, tak síry, byl navržen 

polysulfidový mechanismus (obr. 15B). Vazba mezi atomem síry a atomem kovu může být 

rozrušena odběrem elektronů z valenčního pásu protony. 

 

 
 

Obr. 15. Schématické srovnání thiosíranového (A) a polysulfidového (B) mechanismu bioloužení 

kovových sulfidů. Typ mechanismu je určen vlastnostmi sulfidu kovu (MS). V případě především 

abiotických reakcí je příspěvek bakterií oxidujících sirné sloučeniny uveden v závorce. Orámovány 

jsou hlavní produkty reakcí, které se akumulují v nepřítomnosti bakterií oxidujících sirné sloučeniny. 

Reakce nejsou stechiometrické. Af = Acidithiobacillus ferrooxidans, At =  Acidithiobacillus 

thiooxidans, Lf = Leptospirillum ferriphilum [Vera a kol. 2013]. 

 

 

U thiosíranového mechanismu (obr. 15A) dochází k ataku Fe3+ na nerozpustný sulfid kovu. 

Fe-S2 vazba je rozštěpena a ionty Fe2+ jsou uvolněny do roztoku, což zanechává povrch pyritu 

bohatý na síru. Studie prokázaly na povrchu pyritu v kyselém pH přítomnost disulfidů, 

monosulfidů a polysulfidů [Sasaki a kol. 1994, 1995], jejichž oxidací vzniká nestabilní 

thiosíran, který je dále oxidován přes tetrathionan, disulfan-monosulfanovou kyselinu 
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a trithionan na hlavní konečný produkt síran (reakce (7) a (8)) [Schippers a kol. 1996, 

Schippers a Sand 1999]. Ačkoliv je kyslík potřeba pro uvolnění železa, které iniciuje reakci, 

většina studií uvádí, že primárním oxidantem v biotických i abiotických systémech je Fe3+ 

[Wiersma a Rimstidt 1984; Moses a kol. 1987; Brown a Jurinak 1989]. 

 

FeS2 + 6 Fe3+ + 3 H2O → S2O3
2- + 7 Fe2+ + 6 H+ (7) 

S2O3
2- + 8 Fe3+ + 5 H2O → 2 SO4

2- + 8 Fe2+ + 10 H+ (8)
  

Pyrit může být oxidován také rozpuštěným molekulárním kyslíkem (reakce (9)) [Singer 

a Stumm 1970]: 

 

FeS2 + 3,5 O2 + H2O → Fe2+ + 2 SO4
2- + 2 H+ (9) 

 

Výsledky experimentů sledujících isotopové výměny [Balci a kol. 2007, Heidel 

a Tichomirowa 2011] však uvádí, že jak v biologickém, tak abiotickém procesu, kolem 90 % 

kyslíku inkorporovaného do síranu pochází z vody a pouze 10 % z rozpuštěného kyslíku.  

Úloha A. ferrooxidans a L. ferrooxidans spočívá v dodávání Fe3+ iontů. Oxidace pyritu 

je působením A. ferrooxidans urychlena 100× v porovnání s abiotickou oxidací, která 

v pH < 3 probíhá velmi pomalu [Balci a kol. 2007]. 

 

A. ferrooxidans oxiduje pyrit na síran železitý a kyselinu sírovou. Během této oxidace pochází 

pouze jeden elektron z Fe2+, zatímco 14 elektronů je z jedné molekuly síry (rovnice (10)) 

[Pronk a kol. 1990]. 

  

(10) 

 

 

 

Schippers a kol. [1996] navrhli cyklickou oxidativní degradaci pyritu (obr. 16), kdy 

je trithionan hydrolyzován na thiosíran a může do cyklu vstoupit znovu. Je degradován 

na síran za vzniku elementární síry coby vedlejšího produktu. To vysvětluje, proč pouze 

bakterie oxidující železo jsou schopny oxidace sulfidů nerozpustných v kyselém prostředí 

[Sand a kol. 2001].  

Cyklická degradace pyritu vysvětluje přítomnost sirných globulí v periplasmatickém prostoru 

A. ferrooxidans [Rojas a kol. 1995]. Tyto sirné globule vznikají při cyklické degradaci pyritu 

z elementární síry a polythionanů a slouží jako zásobárna sirných látek. Pisapia a kol. [2007] 

detegovala elementární síru na povrchu pyritu. 
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Obr. 16. Cyklická degradace pyritu při bakteriálním a/nebo chemickém loužení. Thiosíran může 

do cyklu vstupovat znovu (čárkovaně). Modifikováno dle [Schippers a kol. 1996]. 

 

 

U polysulfidového mechanismu (obr. 15B) probíhá rozpouštění sulfidu působením Fe3+ 

a protonů. Prvním meziproduktem je nestabilní sulfidový kationt (H2S
+), z něj vzniká dimer 

(H2S2) a následně jsou tvořeny polysulfidy (reakce (11)) [Steudel 1996]. Polysulfidové 

řetězce jsou sérií radikálových reakcí prodlužovány a jejich rozkladem vzniká elementární 

síra (reakce (12)). Takto vznikající elementární síra je relativně stabilní, ale může být 

bakteriemi oxidujícími síru oxidována na síran (reakce (13)).  

 

MS + Fe3+ + H+ → M2+ + 0,5 H2Sn + Fe2+ (n ≥ 2) (11) 

0,5 H2Sn + Fe3+ → 0,125 S8 + Fe2+ + H+ (12) 

0,125 S8 + 1,5 O2 + H2O → SO4
2- + 2 H+ (13) 

 

Vedlejšími reakcemi může vznikat thiosíran (polythionan a síran) (reakce (14) a (15)) 

[Steudel 1996]: 

 

H2Sn + 1,5 O2 → H2S2O3 + [(n – 2)/8] S8 (14) 

H2Sn + 6 Fe3+ + 3 H2O → H2S2O3 + [(n – 2)/8] S8 + 6 Fe2+ + 6 H+  (15) 

 

Tento mechanismus oxidace nevyžaduje nutně přítomnost iontů Fe3+, transfer elektronů 

je možný i přes molekulu kyslíku, ale v kyselých biotopech jsou obvykle ionty Fe3+ přítomny 

a účinněji odebírají elektrony ze sulfidů [Tributsch 1981]. 
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Schippers a Sand [1999] vysvětlují pomocí rozdílných mechanismů oxidace, proč jsou 

bakterie oxidující výhradně síru, jako např. A. thiooxidans, schopny loužit pouze některé 

sulfidy kovů.   

Vzniklé Fe2+ může být reoxidováno na Fe3+ působením A. ferrooxidans nebo bakteriemi 

z rodů Leptospirillum a Sulfobacillus. Role mikroorganismů v rozpuštění kovů tedy spočívá 

v produkci H2SO4 a udržování železa v oxidovaném stavu. V nepřítomnosti iontů železa 

A. ferrooxidans produkuje H2SO4 oxidací síry, stejně jako A. thiooxidans. Nicméně 

v přítomnosti iontů železa jsou rychlosti oxidace mnohem vyšší díky přídavnému ataku ionty 

Fe3+ [Garcia a kol. 1995]. 

 

 

Při anaerobní oxidaci pyritu, tedy oxidaci zprostředkované Fe3+ v nepřítomnosti kyslíku, 

jsou produkovány síranové ionty a elementární síra, dle reakcí (16 a 17) [Lowson 1982]: 

 

FeS2 + 2Fe3+ → 3Fe2+ + 2S (16) 

FeS2 + 14Fe3+ + 8H2O → 15Fe2+ + 2SO4
2- + 16H+ (17) 

 

Anaerobní oxidace pyritu probíhá rychle abioticky i bakteriálně. Sledované rychlosti 

bakteriální a abiotické oxidace naznačují, že při oxidaci pyritu ionty Fe3+ v pH < 3 dominuje 

abiotická oxidace. Kyslík pro tvorbu síranu pochází z vody [Escobar a Vargas 2013; Balci 

a kol. 2007]. Bakteriální růst během anaerobní oxidace pyritu může být vysvětlen bakteriální 

oxidací vznikající síry. Přisedlé buňky mohou oxidovat pevnou síru, zatímco planktonické 

mohou využívat thiosíran a tetrathionan, které vznikají jak chemickou, tak biologickou 

oxidací pyritu [Schippers a Sand 1999]. 

 

1.2.4.5. Adheze A. ferrooxidans k pevným substrátům 

A. ferrooxidans pokrývá povrch pevných substrátů po několika dnech biofilmem [Harneit 

a kol. 2006]. V literatuře byla popsána adheze A. ferrooxidans na povrch elementární síry 

[Espejo a Romero 1987] a minerálních sulfidů, jako je pyrit či chalkopyrit [Devasia a kol. 

1993; Ohmura a kol. 1993]. Valdes a kol. [2003] identifikoval potenciální dráhy 

u A. ferrooxidans, které by mohly být zapojeny v procesu adheze na pyrit, síru a ostatní pevné 

substráty. Adheze na povrch minerálů je nezbytný předpoklad přímého mechanismu loužení 

navrženého Silvermanem a Ehrlichem [1964]. Jakým mechanismem bioloužení probíhá je 

dodnes diskutované téma [Schippers a Sand 1999; Tributsch a Rojas-Chapana 2000; 

Crundwell 2003], nicméně bylo prokázáno, že proces je adhezí bakteriálních buněk 

urychlován [Shrihari a kol. 1995]. Možným vysvětlením je, že přítomnost bakterií zvyšuje pH 

na povrchu minerálu (na ~ 2,1) spotřebou H+ na oxidaci Fe2+ nebo pufrovací kapacitou EPS 

[Fowler a kol. 1999; Holmes a kol. 1999]. Buňky vázané na povrchu by také mohly 

urychlovat oxidaci minerálů odstraňováním vznikající vrstvy síry a akumulovaného železa 

[Rodriguez a kol. 2003b].      
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Byla pozorována jak vlastní adheze buněk k povrchu minerálů [DiSpirito a kol. 1983], 

tak prohlubně způsobené tímto procesem [Edwards a kol. 2001; Pisapia a kol. 2008]. Většina 

buněk se váže k nedokonalostem povrchu a oblastem s nízkým stupněm krystalizace [Dziurla 

1998]. Kinetika adheze je rychlá; rovnováhy je, v závislosti na počáteční populaci, dosaženo 

během několika minut [DiSpirito a kol. 1983; Konishi a kol. 1994; Rodriguez 2003b; Harneit 

a kol. 2006]. Rychlost a stupeň adheze závisí na velikosti zrn minerálu, jeho koncentraci, 

míchání [Shrihari a kol. 1991, 1995] a fyzikálně-chemických vlastnostech, jako povrchovém 

náboji, hydrofobicitě a chemickém složení minerálu a mikroorganismů. Adhezi 

A. ferrooxidans k minerálním povrchům (obr. 17) zprostředkovávají především 

elektrostatické a hydrofobní interakce [Devasia a kol. 1993], k povrchu elementární síry pak 

pouze hydrofobní interakce [Gehrke a kol. 1998]. Ze studia biofilmů vyplývá, že k adhezi 

dochází skrze difúzi, proudění a/nebo chemotaxi. Zatímco první dva mechanismy jsou 

z většiny náhodné procesy, chemotaxe je proces aktivní orientace bakterie k chemickému 

gradientu Fe2+ a síranů [Sand a kol. 1995]. Vlastní adsorpce bakteriálních buněk je 

pravděpodobně převážně fyzikální proces odpovídající Langmuirově izotermě [Konishi a kol. 

1995], což potvrzuje pokrytí povrchu jednou vrstvou buněk.  

 

Interakce mikrobu s minerálem způsobuje změnu povrchové chemie organismu i daného 

minerálu [Devasia a kol. 1993; Sharma a kol. 2003; Zhang a kol. 2009; He a kol. 2009; 

Edwards a kol. 2001; Fowler a kol. 2001]. Devasia a Natarajan [2010] například pozorovali 

na povrchu bakterií A. ferrooxidans kultivovaných na elementární síře sekreci hydrofobních 

proteinů, které snižují mezifázové napětí mezi povrchem síry a bakteriemi a tím usnadňují 

adhezi. Některé studie popisují důležitost extracelulárních polysacharidů na povrchu bakterií 

[Sand a kol. 1995; Arredondo a kol. 1994]. Exopolysacharidová vrstva (EPS) se skládá 

z lipopolysacharidů tvořených neutrálními cukry a tuky [Gehrke a kol. 1998; Harneit a kol. 

2006]. Buňky A. ferrooxidans rostlé na pyritu mají v EPS inkorporované uronové kyseliny 

a Fe3+ v poměru 2:1, což zajišťuje elektropozitivitu buněčného povrchu a tím zvyšuje 

adsorpci buněk [Arredondo a kol. 1994; Pogliani a Donati 1999]. Komplexované Fe3+ navíc 

hrají roli v elektrochemickém rozpouštění pyritu přímým mechanismem. Planktonické buňky 

rostoucí na rozpustném substrátu netvoří téměř žádné exopolysacharidy [Gehrke a kol. 1998].  
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Obr. 17. Model kontaktního loužení katalyzovaného buňkami A. ferrooxidans: adheze bakteriální 

buňky obklopené exopolysacharidovou (EPS) vrstvou na pyrit zprostředkovávají elektrostatické 

interakce. CM = cytoplasmatická membrána, PP = periplasmatický prostor, VM = vnější membrána. 

Modifikováno dle [Vera a kol. 2013]. 

 

 

Z elektrochemického pohledu dochází k rozpouštění minerálu na lokálních anodách, což jsou 

místa, ke kterým jsou buňky chemotakticky přitahovány. Vznik katod a anod 

je pravděpodobně následkem nedokonalostí v krystalové mřížce, kde poměr železa k síře není 

přesně 1:2 [Vera a kol. 2013]. Elektrochemický mechanismus, kterým ionty Fe3+ 

komplexované v EPS uskutečňují atak na FeS2, není zatím objasněn. V současnosti 

nejpravděpodobnější vysvětlení je založeno na dvou předpokladech. První je elektronové 

tunelování, kdy elektrony přemostí vzdálenost až 2 nm z jedné elektronové díry do jiné 

[Medvedev a Stuchebrukhov 2001]. Aby mohly být redukovány tunelujícími elektrony, Fe3+ 

musí být exponovány do této vzdálenosti od povrchu pyritu. Druhým předpokladem je nižší 

stabilita komplexů glukuronové kyseliny s Fe2+ než je stabilita komplexů s Fe3+ [Vera a kol. 

2013]. 

 

1.2.5. Tvorba ATP u bakterie A. ferrooxidans 

ATP slouží živým buňkám jako univerzální donor energie. U bakterií probíhá syntéza ATP 

fosforylací na úrovni substrátu a oxidativní fosforylací, při které vzniká na cytoplasmatické 

membráně protonový gradient využívaný k tvorbě ATP chemiosmotickým mechanismem 

[Mitchell 1966, 1976]. Elektrony z oxidovaného donoru jsou přenášeny skrze respirační 

řetězec oxidoreduktas na elektronový akceptor, přičemž dochází k translokaci H+ ven 

z buňky. Transmembránový pH gradient je také udržován spotřebou protonů k redukci 

kyslíku na vodu. Energie oxidačně-redukčních pochodů je tak konzervována v protonovém 

elektrochemickém gradientu, který může pohánět např. transport látek přes membránu [Harold 

1972] nebo zpětný tok elektronů [Ingledew 1982]. Dále transport H+ přes membránu zpět 

do bakterie zprostředkovaný ATPasou pevně vázanou na cytoplasmatické membráně 

poskytuje energii pro fosforylaci ADP [Mitchell 1966, 1976; Harold 1972].  
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ATPasa A. ferrooxidans vykazuje typické podjednotkové složení F-ATPasy. Skládá se 

ze dvou hlavních částí: cytoplasmatické F1 části (α3β3γδε) obsahující katalytické místo 

pro syntézu ATP a membránové FO části (ab2c10-14) tvořící protonový kanál. Tyto dvě složky 

jsou spojeny dvěma stopkami, kdy centrální stopka je tvořena γ a ε podjednotkou a vnější 

stopka δ a b2 [Wakai a kol. 2005]. Brown a kol. [1994] úspěšně klonoval Atp genový klastr 

pro F1 část a zjistil, že geny pro F1 a FO jsou svázány. Zatímco většina genů, které kódují 

ATPsyntasový komplex, byla stejně exprimována v buňkách oxidujících síru i železo, 

v membráně zabudované FO podjednotky A a C (kódované geny atpB a atpE) byly 

upregulované při růstu na Fe2+. Tyto podjednotky jsou zapojené v translokaci protonů přes 

membránu a umožňují tak vyšší syntézu ATP [Quatrini a kol. 2009].   

 

 
Obr. 18. Schematický diagram genů atp operonu A. ferrooxidans. Modifikováno dle [Wakai a kol. 

2005]. 

 

 

Wakai a kol. [2005] určili Km pro ATP 1,8 mM, teplotní optimum enzymu 45°C 

a pH optimum 8,5. Hodnota pH optima naznačuje, že ATPasa slouží výhradně k syntéze ATP, 

kdy využívá protonový gradient tvořený během oxidace síry nebo Fe2+ [Ingledew a kol. 1977; 

Apel 1980].  

 

1.2.5.1. Metody stanovení ATP 

ATPasovou aktivitu lze stanovit mnoha metodami, například elektrochemickými [Farias 

a kol. 2008; Gao a kol. 2011; Niu a kol. 2012; Sun a kol. 2012b], elektroforetickými [Suhai 

a kol. 2009] nebo spektrofotometrickými [Oshita a kol. 2011; Katano a kol. 2012]. Ve směsi 

adeninových nukleotidů, nukleosidů a dusíkatých bází lze ATP stanovit chromatograficky, 

především HPLC [Coolen a kol. 2008; von Papen a kol. 2013; Liu a kol. 2014], dnes také 

často kapalinovou chromatografií ve spojení s tandemovou hmotnostní spektrometrií 

(LC-MS/MS) [Jiang a kol. 2012; Wang a Kang 2014; Zhang a kol. 2014]. Dalšími možnostmi 

jsou fluorescenční metody [Patil a kol. 2010; Alam a kol. 2012; Schaferling a kol. 2014; Yang 

a kol. 2013; Zeng a kol. 2012], mezi které patří například i metody aptamerové chemie 

založené na fluorescenčně značených jednořetězcových oligonukleotidech [Zhao a kol. 2012; 

Pu a kol. 2012; Ning a kol. 2014]. Výhody a nevýhody jednotlivých metod popisuje 

Khlyntseva a kol. ve svém review [2009]. 

 

Ke stanovení adeninových nukleotidů a tedy zjištění mikrobiální aktivity se často používají 

bioluminiscenční metody. Výhodou těchto metod je citlivost, selektivita a relativně snadná 

aplikace. Jedním z nástrojů k měření ATP bioluminiscence je systém luciferin-luciferasa, 

kdy měřené množství emitovaného světla je úměrné koncentraci přítomného ATP, jestliže 

je tato koncentrace << Km (tj. do 1 μM). Pro stanovení neznámé koncentrace ATP ve vzorku 
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bývá aplikována metoda standardního přídavku [Lundin 2000]. Luciferasa ze světlušky 

katalyzuje reakci znázorněnou rovnicí (18) [Squirrel a kol. 2002]. Maximum emisního spektra 

je při 562 nm [Khlyntseva a kol. 2009]. Kvantový výtěžek je 0,88 einstein/mol luciferinu, 

tedy téměř 1 foton na ATP. 

 

ATP + D-luciferin + O2 AMP + PPi + oxyluciferin + CO2 + světlo (18) 

 

Mez detekce je typicky 1000 amol (odpovídá 500 bakteriálních buněk v 1 ml), proto byly pro 

případ potřeby citlivé detekce navrženy systémy „slow decay reagents“ a „flash reagents“, 

které degradují přítomné ATP mnohem rychleji (10 a 100 %/min). Mez detekce je až 1 amol 

(0,5 bakteriální buňky/ml), nicméně práce s nimi vyžaduje vysokou rychlou analýzy [Lundin 

2000]. 

 

Chemiluminiscencenční metody jsou dnes rutinně využívány pro detekci bakteriálních buněk. 

Dříve používané imunologické metody vyvinuté ke sledování bakteriálních kontaminací 

v potravinářském průmyslu vyžadovaly dostatečné množství materiálu (105 buněk/ml) a proto 

byly nutné kultivace přítomných bakterií [Mansfield a Forsythe 2000]. Se zavedením 

citlivých chemiluminiscenčních metod se lze tomuto kroku vyhnout a analýzy tak výrazně 

urychlit. Většina bakteriálních druhů má buněčný obsah ATP kolem 2 amol, a proto s limitem 

detekce 1 amol a případným zakoncentrováním vzorku lze testovat jeho sterilitu [Lundin 

2000]. Praktické aplikace sahají od klinické diagnostiky [Thore a kol. 1983], přes hodnocení 

cytotoxicity látek a účinnosti antibiotik [Hoffner a kol. 1999; Ivancic a kol. 2008], 

po sledování potravinářských produktů [Griffths 1993; Guan a kol. 2010; Minikh a kol. 2010] 

a hygienický monitoring [Romanova a kol. 2007; Venkateswaran a kol. 2003; Lee a kol. 

2010].  

Dále je možné stanovit sloučeniny, které jsou spřaženy s některým z reaktantů 

chemiluminiscenční reakce. Byly vytvořeny tři systémy, které umožňují stanovení široké 

škály analytů: systém luciferin – luciferasa ze světlušky pro ATP, bakteriální 

luciferasa-oxidoreduktasa pro NAD(P)H a ftalazindiony pro H2O2 [Campbell 1986].  

 

Inhibice ionty H+  byla důvodem, proč bioluminiscenční metoda monitorování acidofilních 

kultur nebyla považována za schůdnou [Pronk a kol. 1991a]. Buněčný obsah ATP u bakterie 

A. ferrooxidans stanovil Efremenko a kol. [2005], ale bez spojitosti s kinetikou růstu 

a použitými substráty. Pronk a kol. [1991a] použil luciferasovou reakci k analýze ATP 

v anaerobní kultuře, nicméně stanovení bylo ovlivněno inhibicí Fe3+ přítomným ve vzorcích. 

Tsaplina a kol. [2007] stanovila buněčný obsah ATP v kultuře A. ferrooxidans oxidující 

železo a několika dalších chemolithotrofních acidofilech. V důsledku snahy o odstranění 

inhibičních vlivů centrifugací a skladování vzorku před vlastní analýzou však uvedené údaje 

neodpovídají fyziologickým podmínkám bakteriálních kultur a nepopisují vztah mezi 

obsahem ATP v kultuře a kinetikou růstu. Bioluminiscenční kit může být aplikován 

i na vzorky zakoncentrované membránovou filtrací [Viedma 2007], ale hodnoty buněčného 

obsahu ATP jsou citlivé na experimentální manipulace, které mohou ovlivnit fyziologii 

buňky.  
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2. Cíle disertační práce 

 

1. Stanovení buněčného obsahu ATP bakterie A. ferrooxidans a studium změn obsahu 

ATP v kulturách A. ferrooxidans oxidujících různé substráty. 

 

2. Transkriptomická analýza vybraných genů bakterie A. ferrooxidans zapojených 

v anaerobní oxidaci elementární síry. 
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3. Materiál a metody 

Podmínky kultivace a inkubace bakteriální kultury Acidithiobacillus ferrooxidans 

Bakterie A. ferrooxidans CCM 4253 byly aerobně kultivovány na elementární síře (1-1,5 % 

(w/v), Sulfur Extra Pure; Riedel-deHaën, Německo) při 28°C dvěma způsoby: v 500-ml 

baňkách a v 5-l bioreaktoru (Biostat B-DCU; B. Braun Biotech International, Německo) 

s nádobou založenou na kombinaci skla a PEEK (FairMenTec, Německo) [Pokorna a kol. 

2007]. 

Podmínky a monitorování anaerobní oxidace elementární síry v bioreaktoru spojené s redukcí 

Fe3+ byly popsány dříve [Kucera a kol. 2012a]. 

Kultury A. ferrooxidans oxidující Fe2+ byly aerobně kultivovány v 9K mediu [Silverman 

a Lundgren 1959] se 159 mM Fe2+ [Bouchal a kol. 2006], kultury na thiosíranu (48 mM) 

v sirném živném médiu [Ceskova a kol. 2002].  

 

Specifické podmínky jednotlivých kultur, analýzy substrátů, příp. produktů, ATP, 

monitorování metabolické aktivity bakterií a transkriptomických analýz jsou uvedeny 

v metodických částech publikací [Pakostova a kol. 2013a, b; Mandl a kol. 2014; Kucera a kol. 

2016]. 

 

Sekvenováním genů 16S rRNA byla zjištěna 100% identita s bakteriálním kmenem ATCC 

23270 [Pokorna a kol. 2007]. 

 

Kinetická měření 

Hodnoty pH byly zjišťovány použitím kombinované skleněné pH elektrody a pH metru PHM 

93 (Radiometer, Dánsko). Hustota bakteriálních kultur byla určena turbidimetricky 

(spektrofotometr Ultrospec 200, Pharmacia Biotech) při vlnové délce 570 nm pro kulturu 

oxidující síru [Ceskova a kol. 2002] a 450 nm pro kulturu oxidující železo [Pakostova a kol. 

2013a]. Množství buněk vázaných na povrch elementární síry bylo stanoveno mikroskopicky 

po příslušném zpracování vzorků [Pakostova et al. 2013b; Southam a Beveridge 1992; 

Escobar a Godoy 2002]. Pro stanovení celkové biomasy a podílů planktonických a vázaných 

buněk bylo použito analyzátoru TOC (total organic carbon) [Pakostova a kol. 2013b]. 

Koncentrace Fe2+ byla stanovována o-fenantrolinovou metodou [Tamura a kol. 1974], 

koncentrace  Fe3+ UV absorpční spektrofotometrií při 300 nm [Mandl a Novakova 1993], 

koncentrace SO4
2- izotachoforeticky [Janiczek a kol. 1998], hladina kyslíku v bioreaktoru 

byla sledována kyslíkovou elektrodou (Mettler Toledo, Švýcarsko). Koncentrace sulfidů byla 

ve vzorcích určena modifikovanou metodou založenou na reakci s thiol-specifickým 

derivatizačním činidlem monobrombimanem, následovanou reverzně-fázovou fluorescenční 

HPLC (Agilent Technologies) [Fahey a Newton 1987]. Koncentrace kyslíku a respirační 

aktivita pro určení podmínek limitace kyslíkem byly měřeny při 26°C Clarkovou kyslíkovou 

elektrodou (Electrofact, Nizozemí) [Mandl a kol. 2014]. 
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Stanovení ATP 

Buněčný obsah ATP kultury A. ferrooxidans byl stanoven chemiluminiscenční metodou (ATP 

Biomass Kit HS, BioThema, Švédsko) na luminometru Junior LB 9509 (Berthold 

Technologies, Bad Wildbad, Německo) [Pakostova a kol. 2013a]. 

 

Transkriptomická analýza exprese genů 

Exprese vybraných genů během anaerobní oxidace síry u bakterie A. ferrooxidans byla 

analyzována reverzně transkripční kvantitativní real-time PCR (qRT-PCR) s využitím 

fluorescenčního interkalačního barviva SYBR Green (Promega) v zařízení Light Cycler 480 

(Roche), jak popsal Kucera  a kol. [2016].  
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4. Souhrn výsledků 

4.1. Studium změn obsahu ATP v bakterii Acidithiobacillus 

ferrooxidans oxidující Fe2+ a S0  

Sledování změn obsahu ATP může sloužit k rychlému monitorování růstu kultur, avšak 

obecným problémem těchto stanovení u acidofilních kultur oxidujících železo a síru 

je inhibice luciferasové aktivity ionty H+ a dalšími inhibitory představujícími substráty nebo 

produkty bakteriálního metabolismu. Cílem našich studií bylo kromě monitorování biomasy 

i sledování metabolické souvislosti biooxidace substrátů a buněčného obsahu ATP [Pakostova 

a kol. 2013a, b]. 

 

V naší studii [Pakostova a kol. 2013a] byly inhibiční vlivy na stanovení ATP eliminovány 

definovaným ředěním, které způsobuje minimální prodloužení vlastní analýzy a zajišťuje tak 

výsledky odpovídající fyziologickým hodnotám ATP. Nejblíže našemu přístupu je práce 

Okibe a Johnson [2011], ve které bylo testováno několik mesofilních a termofilních bakterií. 

Data pro A. ferrooxidans se od našich liší, ale ve srovnání s naší studií autoři zkoumali 

energetiku dané bakterie pouze zevrubně, bez podrobného podchycení různých fází 

bioprocesu.   

Žádná z uvedených studií nepřináší bioenergetické údaje o bakteriích oxidujících síru. Cílem 

naší práce bylo určit hladinu ATP v kulturách oxidujících železo a síru a získat informace 

o buněčném obsahu ATP a jeho souvislosti s metabolismem u bakterie A. ferrooxidans.  

 

4.1.1. Extrakce ATP a inhibiční vlivy 

Komerční kit Biomass Kit HS (BioThema, Švédsko) není výrobcem určen ke stanovování 

ATP v acidofilních chemolithotrofních kulturách, proto byla ověřena účinnost extrakce 

intracelulárního ATP. Srovnáni průměrných hodnot ATP po extrakci za standardních 

podmínek dle výrobce, po extrakci při 100°C a po extrakci TCA v testované bakteriální 

kultuře uvádí Pakostová a kol [2013a]. Rozdíly mezi průměry byly nevýznamné (P > 0,05) 

a ani zvýšení doby extrakce na 5 h výtěžek ATP nezvýšilo. Buněčné ATP bylo 

za standardních podmínek dle výrobce uvolňováno s dostatečnou účinností a kit je tedy 

vhodný pro monitorování studovaných acidofilních kultur. 



~ 39 ~ 

 

 
Obr. 19. Inhibice luciferasy bez přítomnosti bakterií (○) Fe2+, IC50 = 0,62 mM. (●) Fe3+, 

IC50 = 0,22 mM. (□) koloidní síra, IC50 = 0,78 mM. RLU = relativní luminiscenční jednotka. 

 

 

I přesto, že je reakční směs pro stanovení obsahu ATP pufrována a vzorek tvoří pouze 

1/10 celkového objemu, luciferasová aktivita je inhibována ionty H+ a používanými substráty. 

Zatímco velmi nízké hodnoty pH kultivačního média stanovení inhibovaly, hodnoty 

od 1,8 do 6 aktivitu luciferasy výrazně neovlivnily. IC50 pro Fe2+, Fe3+ a elementární síru 

uvádí legenda k obr. 19. Všechny inhibiční efekty (H+, S0, Fe2+, Fe3+) byly eliminovány 

ředěním kultury oxidující síru 50 krát a kultury oxidující železo 300 krát (obr. 20).  Díky 

vysoké citlivosti metody tyto podmínky nadále postačily ke spolehlivé detekci ATP ve všech 

fázích růstu a oxidace substrátů. 

 

 
Obr. 20. Intenzita luminiscence a ředění bakteriální kultury A. ferrooxidans. Rostoucí kultura 

oxidující železo byla ředěna růstovým mediem. RLU = relativní luminiscenční jednotka. 
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4.1.2. Mez stanovitelnosti 

Instrukce výrobce doporučují používat 10 μl (tj. 1 pmol) vnitřního standardu ATP a uvádí, 

že hodnoty intenzity bioluminiscence (RLU) by měly po jeho přídavku vzrůst nejméně 

10 krát pro zachování přesnosti. Avšak aby bylo dosaženo citlivé odpovědi ve vzorcích 

s nižším obsahem ATP v důsledku nižších bakteriálních počtů ve vzorcích, bylo třeba 

používat nižší přídavky vnitřního standardu. Pro kultury oxidující síru byl používán přídavek 

1 μl (0,1 pmol) neředěného standardu, zatímco pro kultury oxidující železo 1 μl 10 krát 

ředěného standardu (0,01 pmol). Přesto, že autor konstruovaného kitu polemizoval s takovými 

poměry kvůli přesnosti získaných výsledků (Lundin, ústní sdělení), naše výsledky prokázaly 

spolehlivost postupu. 

Meze stanovitelnosti byly 34 RLU v reakční směsi pro kulturu oxidující železo a 62 RLU 

pro kulturu oxidující síru, což za použití kalibrační přímky odpovídalo 3,5 × 106 buněk/ml 

pro kulturu oxidující železo a 2,4 × 107 buněk/ml pro kulturu oxidující síru (583 a 9600 buněk 

v reakční směsi) [Pakostová a kol. 2013a]. Tyto meze stanovitelnosti jsou významně vyšší 

ve srovnání s literaturou, což je důsledek vysokého ředění vzorků a kritéria zvoleného 

pro mez stanovitelnosti. Výrobce zejména neuvádí kritérium meze detekce, zato však její 

extrémně nízké hodnoty. Naše kritérium (Doerfell 1966) založené na kalibrační přímce patří 

k těm přísnějším volbám, ale zjevně více odráží reálné poměry použití. Každopádně 

bioluminiscenční stanovení je vhodné k monitorování kinetiky sledovaných bioprocesů, 

neboť výše uvedené meze stanovitelnosti jsou řádově nižší než inokulované bakteriální počty. 

 

Fe2+ a elementární síra představují základní substráty pro A. ferrooxidans. Jejich oxidace 

je klíčovým aspektem ovlivňujícím biogeochemii v prostředí sulfidových minerálů 

a biohydrometalurgii. 

4.1.3. Oxidace Fe2+ 

Obr. 21 ukazuje průběh kultury bakterií oxidujících Fe2+. Lineární fázi růstu kultury a oxidace 

Fe2+ odpovídá lineární průběh intenzity bioluminiscence (vyjádřené v relativních 

luminiscenčních jednotkách, RLU). Po úplné oxidaci Fe2+ dochází k zastavení růstu a během 

pár hodin k prudkému poklesu RLU (obr. 21B) a buněčného obsahu ATP (obr. 21C) 

v důsledku limitace substrátem. 
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Obr. 21. A: Průběh oxidace Fe2+ bakterií A. ferrooxidans. Koncentrace Fe3+ (●) a buněk (○) v kultuře. 

B: Intenzita bioluminiscence v kultuře (vyjádřená v relativních luminiscenčních jednotkách, RLU, 

v reakční směsi pro stanovení ATP). C: Buněčný obsah ATP. RLU = relativní luminiscenční jednotka. 

 

 

Železem nelimitovaná fáze růstu může být dokumentována lineárním vztahem mezi RLU 

a buněčným růstem (obr. 22A), což potvrzuje možnost použití RLU jako indikátoru 

buněčného růstu a oxidace substrátu. Vyčerpání Fe2+ tento vztah ruší a jasně tak odděluje tuto 

fázi od aktivního růstu. Průměrný maximální obsah ATP na buňku byl stanoven z fáze 

aktivního růstu. Směrnice na obr. 22B odpovídá 1,16 ± 0,41 amol ATP/buňka (95% interval 

spolehlivosti). Maximální buněčný obsah ATP bakterií oxidujících železo je srovnatelný 

s obecně uváděnou hodnotou 2 amol ATP/buňka [Lundin 2000]. Efremenko a kol. [2005] 

uvádí pro A. ferrooxidans hodnotu 270 amol ATP/buňka, která se zdá být silně 

nadhodnocená. Autoři neuvádí substrátové ani fyziologické podmínky experimentu. Okibe 

a Johnson [2011] publikovali hodnotu 0,08 amol ATP/buňka, která je výrazně nižší než námi 
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zjištěná hodnota. Velké rozdíly v hodnotách buněčného obsahu ATP by mohly být vysvětleny 

rozdílem v bakteriálních kmenech, jak dokumentovali Okibe a Johnson pro dva kmeny 

Leptospirillum ferriphilum. Pro rozdíly v hodnotách buněčného ATP však mohou být další 

důvody; naše hodnoty byly stanoveny z podrobného vzorkování kultury během substrátem 

nelimitované fáze, kdy je obsah ATP konstantní. Relativně nízká hodnota buněčného obsahu 

ATP popsaná Okibe a Johnsonem byla navíc získaná z buněčné suspenze, která byla oddělena 

od pyritu (kde je dominantním substrátem Fe2+) centrifugací, což mohlo způsobit únik 

buněčného obsahu.   

 

 
 

Obr. 22. A: Vztah mezi intenzitou bioluminiscence (vyjádřené v relativních luminiscenčních 

jednotkách, RLU) a počtem buněk oxidujících železo v reakční směsi pro stanovení ATP, r = 0,946. 

B: Vztah mezi celkovým množstvím ATP a celkovými bakteriálními počty v kultuře, r = 0,954. Data 

odpovídají aktivní fázi růstu a oxidace Fe2+ (tj. mimo lag, limitaci substrátem a stacionární fázi).  

 

 

Obr. 23A zobrazuje dvě fáze růstu a oxidace železa. Začátek prudkého poklesu RLU nastal 

3 h po vyčerpání Fe2+, zatímco bakteriální počty zůstaly relativně konstantní. Druhá fáze byla 

indukována přídavkem dodatečného množství Fe2+ ve stacionární fázi, která byla způsobena 

vyčerpáním Fe2+. Po přídavku Fe2+ došlo k obnovení rychlosti růstu i oxidace na původní 

hodnoty. Průběh intenzity bioluminiscence (obr. 23B) s těmito změnami koreloval, a byl tak 

potvrzen blízký vztah mezi obsahem ATP v kultuře, jejím růstem a oxidací Fe2+. Obr. 23B 
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také ukazuje extracelulární hladinu ATP, která byla pod mezí stanovitelnosti. Extracelulární 

ATP tedy může být považováno za zanedbatelné. Podobných hodnot bylo dosaženo, i jestliže 

byly buňky z kultury před stanovením ATP odstraněny membránovou filtrací. 

 

 
Obr. 23. Průběh oxidace Fe2+ kulturou A. ferrooxidans ve dvou fázích. Druhá fáze byla iniciována 

přídavkem Fe2+ (90 mM) ve 161. h. A: Koncentrace Fe3+ (●) a buněk (○) v kultuře. B: Intenzita 

bioluminiscence v kultuře vyjádřená v relativních luminiscenčních jednotkách (RLU) v reakční směsi 

pro stanovení ATP (●), a bez bakterií (extracelulární ATP, □).  

 

 

Okibe a Johnson [2011] popsali rychlý pokles v počtu životaschopných buněk L. ferriphilum 

po vyčerpání Fe2+. Odpovídající buněčný obsah ATP 10-19 mol ATP/buňka v životaschopných 

buňkách byl relativně stabilní během oxidace Fe2+ i po jeho vyčerpání. Hodnoty RLU byly 

použity jako parametr pro detekci aktivní biomasy charakterizující fáze oxidace a vyčerpání 

substrátu, přestože závěry byly založeny na omezeném počtu experimentálních bodů. 

Je možné, že po vyčerpání Fe2+ byl relativně vysoký buněčný obsah ATP udržován 

endogenním metabolismem. Naše výsledky z konce aktivní fáze růstu a počátku limitace Fe2+ 

však ukazují výrazné změny RLU a buněčného obsahu ATP a nepodporují zapojení 

endogenního metabolismu. Počty kolonií na selektivním overlay médiu popsaném Johnsonem 

a Hallbergem [2007] neukázaly významný rozdíl mezi celkovými a životaschopnými 

buňkami na konci aktivní fáze růstu ve srovnání se začátkem limitace, což je ve shodě 

se studií Johnsona a kol. [2004]. Odlišné výsledky v počtu životaschopných buněk 

L. ferriphilum [Okibe a Johnson 2011] tak dokládají rozdíly v životaschopnosti mezi druhy. 
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V případě oxidace Fe2+ se rychlá bioluminiscenční metoda ukázala jako účinný nástroj 

k monitorování buněčného růstu oxidace substrátu. Intenzita bioluminiscence byla úměrná 

substrátem nelimitovanému procesu, takže její hodnota přímo odráží rychlost růstu a oxidace 

Fe2+.  

4.1.4. Oxidace elementární síry 

Síra představuje, díky své velmi nízké rozpustnosti, specifický substrát ve srovnání s Fe2+ 

a rozpustnými sirnými látkami. Kromě toho, že je klíčovým substrátem ve fyziologii sirných 

bakterií, bývá častým meziproduktem (bio)oxidace sulfidů a její bakteriální oxidace je proto 

důležitá v biogeochemii i biohydrometalurgii. 

 

Obr. 24 zobrazuje výsledky získané pro kulturu oxidující síru. Intenzita bioluminiscence 

a buněčný obsah ATP koreluje s lag, lineární i stacionární fází růstu. Jak se v dalších 

experimentech (obr. 26) ukázalo, na rozdíl od biooxidace Fe2+ zde primárně nešlo o limitaci 

sírou, ale inhibici H+. Sirný substrát, spolu s úpravou pH, byl přidán pouze z důvodu možnosti 

pozorovat dlouhodobě nový růstový a oxidační cyklus, bez potenciální limitace substrátem. 

Obr. 25A ukazuje lineární vztah mezi intenzitou bioluminiscence a růstem buněk v aktivní 

fázi růstu. V 210. h (obr. 24), kdy pH kultury kleslo na hodnotu 1,2, byl dodán přídavek 1,5 % 

(w/v) elementární síry a pH bylo upraveno na 3,5. Po úpravě došlo k obnovení rychlostí růstu 

a oxidace na původní hodnoty, ale intenzita bioluminiscence zůstala konstantní a buněčný 

obsah ATP dále klesal, až na zhruba 1/3 hodnot získaných během aktivní fáze růstu 

(obr. 24C). Tato anomálie, jejíž fyziologickou příčinu neznáme, omezuje univerzálnost 

použití bioluminiscenční metody k monitorování růstu a oxidace pouze na fáze aktivního 

růstu bez externích zásahů, jako je zvýšení pH. 
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Obr. 24. Průběh oxidace elementární síry A. ferrooxidans. A: Koncentrace síranů (●) a buněk (○) 

v kultuře. B: Intenzita bioluminiscence (vyjádřená v relativních luminiscenčních jednotkách, RLU, 

v reakční směsi pro stanovení ATP). C: Buněčný obsah ATP. V 210. h, po dosažení stacionární fáze, 

přídavek 1,5 % (w/v) elementární síry a úprava pH z 1,2 na 3,5. 
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Obr. 25. A: Vztah mezi intenzitou bioluminiscence (vyjádřené v relativních luminiscenčních 

jednotkách, RLU) a počtem buněk oxidujících síru v reakční směsi pro stanovení ATP, r = 0,969. 

B: Vztah mezi celkovým obsahem ATP a celkovým počtem buněk v kultuře, r = 0,977. Uvedená jsou 

data pro první část (26.-96. h) aktivní růstové fáze. 

 

 

Další experimenty ukázaly, že stacionární fáze byla navozena inhibicí kyselinou sírovou, 

nikoliv limitací sírou. Jestliže bylo pH kultury ve stacionární fázi upraveno na původní 

hodnoty (obr. 26), ale bez přídavku síry, růst a oxidace (data pro oxidaci neuvedena, průběh 

rychlosti oxidace sledoval průběh rychlosti růstu biomasy) byly obnoveny a průběh intenzity 

bioluminiscence byl ovlivněn ve shodě s obr. 24B.  
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Obr. 26. Časový průběh oxidace elementární síry kulturou A. ferrooxidans ve dvou fázích. Druhá fáze 

byla iniciována zvýšením pH z 1,1 na 3,6 v 238. h. (○) před úpravou pH, (●) po úpravě pH. 

A: Koncentrace buněk. B: Intenzita bioluminiscence v kultuře (vyjádřená v relativních 

luminiscenčních jednotkách, RLU, v reakční směsi pro stanovení ATP). C: Buněčný obsah ATP.  

 

 

Přídavek síry po jejím vyčerpání, při pH udržovaném nad 2 (bez prudkých výkyvů pH) vedl 

k obnovení rychlostí růstu, oxidace (data pro oxidaci neuvedena, průběh rychlosti oxidace 

sledoval průběh rychlosti růstu biomasy) i k nárůstu RLU (obr. 27), jak bylo popsáno 

u kultury oxidující železo. Tedy lze učinit závěr, že k poklesu buněčného obsahu ATP 

na obr. 24C došlo v důsledku zvýšení pH.  
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Obr. 27. Časový průběh oxidace elementární síry kulturou A. ferrooxidans ve třech fázích: První fáze 

(○) před úpravami. Druhá fáze (●) byla iniciována 1. zvýšením pH z 2,1 na 4,3 v 94. h, dále pH 

udržováno nad 2.0. Třetí fáze (□) byla iniciována přídavkem 1,5 % (w/v) elementární síry po jejím 

vyčerpání v 288. h. A: Koncentrace buněk. B: Intenzita bioluminiscence v kultuře (vyjádřená 

v relativních luminiscenčních jednotkách, RLU, v reakční směsi pro stanovení ATP).  

 

 

Průměrný maximální obsah ATP v buňce byl stanoven z fáze aktivního růstu a oxidace, před 

úpravou pH. Jeho hodnota byla určena ze směrnice přímky lineární regrese (obr. 25B) 

na 0,327 ± 0,028 amol ATP/buňka (95% interval spolehlivosti). Podobná hodnota, 

0,4 amol/buňka, byla naměřena pro kulturu oxidující síru za anaerobních podmínek s Fe3+ 

coby akceptorem elektronů (obr. 28C). Extracelulární hladina ATP (data neuvedena) byla 

zanedbatelná v rámci experimentálních chyb a meze stanovitelnosti. Po dlouhodobé kultivaci 

(900 h) obsahující opakované přídavky substrátu a úpravy pH bylo extracelulární ATP 

stanovitelné, dosahovalo však maximálně 10 % hodnoty RLU aktivní kultury.   
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Obr. 28. Časový průběh anaerobní oxidace elementární síry A. ferrooxidans spojené s redukcí Fe3+. 

Koncentrace buněk byla 4×108 buněk/ml. A: Koncentrace Fe2+ vznikajícího redukcí Fe3+. B: Intenzita 

bioluminiscence (vyjádřená v relativních luminiscenčních jednotkách, RLU, v reakční směsi 

pro stanovení ATP. C: Buněčný obsah ATP.  

 

 

Rozdíl mezi maximálním buněčným obsahem ATP v kultuře oxidující železo a síru byl 

významný (P < 0,01). Nízká hodnota pro bakterie oxidující síru by mohla být důsledkem 

kontinuální limitace sirným substrátem v důsledku jeho nízké rozpustnosti ve vodě [Ceskova 

a kol. 2002]. Stejně tak nízké hodnoty naměřené během anaerobních podmínek by mohly být 

vysvětleny nízkou rozpustností způsobující limitaci substrátem. Limitace substrátem je tak 

pro biooxidaci síry určujícím kinetickým faktorem. 
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Ačkoliv jsou hodnoty maximálního buněčného obsahu ATP ovlivněny použitým substrátem, 

ve fázi aktivního růstu jsou konstantní a jsou ve shodě s průběhy intenzity bioluminiscence, 

buněčného růstu a substrátové oxidace. S výjimkou kultury oxidující síru v jiném 

metabolickém módu způsobeném úpravou pH kultury se bioluminiscenční metoda ukázala 

jako účinný nástroj k monitorování růstu a oxidace substrátů u bakterií oxidujících Fe2+ a síru 

v biogeochemických procesech a biohydrometalurgii. 

 

4.1.4.1. Aktivity volných a na povrchu síry vázaných bakterií  

Přestože je v kulturách oxidujících síru podíl buněk vázaných na povrchu síry ve srovnání 

s podílem planktonických relativně malý, jejich metabolismus hraje významnou roli 

při bakteriálním ataku na pevné substráty [Harneit a kol. 2006, Loser a kol. 2005]. 

Pravděpodobná role vázaných buněk při konverzi elementární síry na rozpustné formy, jako 

je koloidní síra a sulfooxyanionty, byla popsána dříve [Ceskova a kol. 2002]. Planktonické 

a vázané buňky jsou při růstu na pevných substrátech vystaveny různým kinetickým 

omezením. Vázaná frakce buněk nemusí podléhat substrátové limitaci, které jsou vystaveny 

planktonické buňky. V literatuře není o těchto kinetických rozdílech u A. ferrooxidans mnoho 

informací. Ačkoliv byl sledován bakteriální růst na elementární síře inkorporací 32P [Espejo 

a Romero 1987] a mikroskopickými počty [Konishi a kol. 1994], údaje o buněčném obsahu 

ATP chybí. Konishi a kol. [1994, 1995] navrhl postupy pro uvolnění bakterií ze sirných částic 

pomocí CS2. 

 

Provedli jsme studii srovnávající biomasu a buněčný obsah ATP planktonických buněk 

a buněk vázaných na povrchu elementární síry [Pakostova a kol. 2013b]. 

 

Obr. 29A a 29B zobrazuje vznik síranů a změny v intenzitě bioluminiscence během oxidace 

elementární síry A. ferrooxidans. Oba parametry byly úměrné buněčnému růstu v aktivní fázi, 

jak bylo popsáno dříve [Pakostova a kol. 2013a]. Intenzita bioluminiscence je na obr. 29B 

zobrazena zvlášť pro planktonickou frakci a pro celkovou frakci buněk. V rámci 

experimentálních chyb nebyl detegován rozdíl v intenzitě bioluminiscence stanovené 

v planktonické frakci a v celkové frakci buněk, a tedy příspěvek podílu vázaných buněk 

k měřenému celkovému obsahu ATP v kultuře se zdá zanedbatelný. Ani adheze ani 

uvolňování buněk tak nemá významný vliv na měřené hodnoty celkového ATP.  
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Obr. 29. Průběh oxidace elementární síry A. ferrooxidans. A: Koncentrace síranů. B: Intenzita 

bioluminiscence v kultuře (vyjádřené v relativních luminiscenčních jednotkách, RLU, v reakční 

směsi). Symboly: ○, celková frakce buněk; ●, planktonická frakce buněk. C: Buněčný obsah ATP 

ve vázaných (‒) a planktonických (●) buňkách. D: Koncentrace buněčného uhlíku (TOC) celkové 

buněčné frakce (○), planktonických (●) a vázaných (‒) buněk. 1 mg TOC = 1,25 × 1010 buněk. 

Buněčné ATP je uvedeno pro hlavní část aktivní fáze růstu. Směrodatné odchylky jsou zobrazeny 

chybovými úsečkami, a pokud nejsou uvedeny, jsou menší než velikost symbolů. 
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Jestliže vztáhneme data na jednotlivé buněčné frakce, buněčný obsah ATP se pro každou 

frakci výrazně liší. Obr. 29C ukazuje buněčný obsah ATP planktonických a vázaných buněk. 

Buňky byly analyzovány z kultury v aktivní fázi, kdy je buněčný obsah ATP maximální 

[Pakostova a kol. 2013a]. Jeho hodnota pro planktonické buňky byla stanovena na 0,34 ± 0,05 

a pro vázané na 1,01 ± 0,21 amol ATP/buňka (průměr ± s). Rozdíl mezi těmito hodnotami 

je vysoce významný (P < 0,01). Průměrný obsah ATP planktonických buněk je 

ve shodě s výsledky získanými pro mnohé subkultury A. ferrooxidans oxidující síru.  

Buněčný obsah ATP vázaných buněk je srovnatelný s hodnotou 1,16 amol ATP/buňka, která 

byla stanovena pro A. ferrooxidans oxidující železo [Pakostova a kol. 2013a]. Oxidace 

thiosíranu (obr. 30, 31), která po vzniku elementární síry coby meziproduktu částečně 

zahrnuje adsorpci buněk, poskytla hodnotu 0,63 ± 0,12 amol ATP/buňka (obr. 31). Rozdíly 

mezi touto hodnotou a buněčným obsahem pro vázané a planktonické sirné buňky (1,01 

a 0,34 amol ATP/buňka) byly významné (P < 0,05). Hodnota pro thiosíranové buňky je také 

významně nižší než 1,16 amol ATP/buňka pro kultury oxidující železo [Pakostova a kol. 

2013a]. Změna rozpustného thiosíranu na nerozpustný sirný substrát, který je pak především 

planktonickými buňkami oxidován, může snížit buněčný obsah ATP v celkové biochemické 

energetické bilanci. Proto, dle očekávání, je hodnota buněčného obsahu ATP thiosíranových 

buněk nižší než u buněk oxidujících železo a buněk vázaných na elementární síře, ale vyšší 

než u sirných planktonických buněk. 
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Obr. 30. Časový průběh aerobní oxidace thiosíranu kulturou A. ferrooxidans. A: Koncentrace buněk. 

B: Intenzita bioluminiscence v kultuře (vyjádřená v relativních luminiscenčních jednotkách, RLU, 

v reakční směsi pro stanovení ATP). C: Buněčný obsah ATP.  



~ 54 ~ 

 

 
Obr. 31. A: Vztah mezi intenzitou bioluminiscence (vyjádřené v relativních luminiscenčních 

jednotkách, RLU) a počtem buněk oxidujících thiosíran v reakční směsi pro stanovení ATP, r = 0,979. 

B: Vztah mezi celkovým obsahem ATP a celkovým počtem buněk v kultuře, r = 0,964. Uvedená data 

odpovídají aktivní fázi růstu a oxidace thiosíranu (tj. mimo lag, limitaci substrátem a stacionární fázi). 

 

 

Třikrát vyšší buněčný obsah ATP vázaných buněk lze vysvětlit mikroprostředím na povrchu 

substrátu, kde buňky mohou oxidovat elementární síru. Z nízké rozpustnosti elementární síry 

ve vodě a lineární kinetiky její oxidace vyplývá, že v kultuře jsou dominantní planktonické 

buňky. Ty jsou však závislé na rozpustných nebo koloidních meziproduktech pravděpodobně 

produkovaných vázanými buňkami během oxidace elementární síry, a jsou tedy limitované 

dostupností substrátu [Ceskova a kol. 2002]. Vázané buňky na druhou stranu nejsou této 

substrátové limitaci vystaveny, protože sirné sloučeniny jsou na rozhraní povrchu síry 

a kapaliny zjevně biodostupnější. Předpokládáme, že sírou nelimitovaný metabolismus zvýšil 

buněčný obsah ATP do té míry, že je srovnatelný s hodnotou pro buňky oxidující železo 

[Pakostova a kol. 2013a] a odpovídá stavu bez limitace substrátem. Pro velmi malý podíl 

adsorbované biomasy se její buněčný obsah ATP v celkové kultuře adsorbovaných a volných 

buněk měřitelně neprojeví.  Dříve deklarovaná limitace sírou [Ceskova a kol. 2002] 

je v souladu s těmito závěry. Tedy dříve popsaná limitace sírou [Ceskova a kol. 2002] by 

mohla vysvětlovat několikanásobný rozdíl v buněčném obsahu ATP.  
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4.1.4.2. Množství biomasy adsorbované na povrchu síry 

Planktonické a vázané buňky ve čtyřech reprezentativních vzorcích kultury byly separovány 

a analyzovány pomocí TOC (obr. 29D). Výsledky měly malou experimentální chybu a určily 

významné rozdíly (P < 0,05) mezi množstvím planktonických a vázaných buněk. Tyto 

významné rozdíly nebyly pozorovány mezi bioluminiscencí celkových a planktonických 

buněk (obr. 29B). Navíc součet hodnot stanovených pomocí TOC pro planktonické buňky 

a vázané buňky souhlasil s hodnotami pro celkovou biomasu (obr. 29D). Vázané buňky 

tvořily 14,4; 10,4; 10,4 a 3,7 % celkového organického uhlíku ve čtyřech analyzovaných 

vzorcích kultury oxidující síru (obr. 29D). Průměrná hodnota 10 % vázaných buněk odpovídá 

údajům uvedeným dříve pro buňky A. ferrooxidans [Konishi a kol. 1994] a A. thiooxidans 

[Konishi a kol. 1995] rostoucích na síře. Odhad 5 % adsorpce buněk byl publikován 

Ceskovou a kol. [2002] pro kulturu A. ferrooxidans oxidující síru. 

Chyby ve stanovení buněčných počtů jsou obecně vyšší než 10 %, ale tento problém zde byl 

odstraněn vysokou přesností TOC analýz, které umožnily rozlišit frakci planktonických buněk 

od celkové frakce buněk, i přesto, že hodnoty jsou v aktivní fázi růstu podobné. Vázané 

buňky představují v kulturách oxidujících síru malý podíl a jejich příspěvek k celkové 

biomase může být z praktického hlediska zanedbán. 

Rozdíly počtů buněk vázaných na g síry při srovnání čtyř analyzovaných vzorků mezi sebou 

(obr. 29D) byly nevýznamné (P > 0,05). Průměrná hodnota byla 0,23 ± 0,06 mg buněčného 

C/g síry, což odpovídá (2,85 ± 0,68) × 109 (průměr ± s) buněk vázaných na g síry při použití 

přepočtu 1 mg TOC = 1,25 × 1010 buněk. Harneit a kol. [2006] publikovali hodnotu 

1,4 × 109 buněk vázaných na g síry, Konishi a kol. [1994] uvedli maximální sorpci 

4,9 × 1010 buněk/g síry.  

 

Získané výsledky podporují hypotézu, že první oxidují sirný substrát vázané buňky a to bez 

limitace sírou, zatímco planktonické buňky jsou na jejich činnosti závislé. Dále zdůrazňují 

význam kontaktu malého podílu bakteriální populace s pevným substrátem a přispívají 

k charakterizaci bakterií oxidujících síru, které se účastní biogeochemických cyklů 

a environmentálních procesů.  

 

4.2. Kritické hodnoty objemového koeficientu přestupu 

kyslíku a koncentrace kyslíku pro bakterii Acidithiobacillus 

ferrooxidans oxidující Fe2+ a S0  

 

Fe2+ a S0 jsou klíčové bakteriální substráty ve spontánních procesech v přírodě 

i biohydrometalurgii a jejich aerobní oxidace je nejběžnějším způsobem získávání ATP. 

Zásadní je pochopitelně dostatečná přítomnost kyslíku, což je zabezpečeno takovými 

podmínkami aerace, jež brání limitaci kyslíkem. Tyto podmínky musí zahrnovat dodávku 

kyslíku i jeho spotřebu respirací. I krátkodobá limitace kyslíkem nejen omezí rychlost 

oxidačních procesů, ale u některých organismů nevratně poškozuje respirační systém. Proto 

cílem této kapitoly je kvantifikovat podmínky minimální aerace pomocí vhodně měřitelných 
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parametrů (Mandl a kol. 2014). Kmen A. ferrooxidans CCM 4253 byl aplikován pro tato 

zjištění proto, že měl mezi izoláty z opuštěných českých dolů nejvyšší rychlost oxidace Fe2+  

(rychlost oxidace S0 byla srovnatelná s dalšími izoláty) a jeho vysoká respirační aktivita tak 

vyúsťuje v potřebu vyšší intenzity aerace. Regulace aerace je exaktně možná pouze 

v kulturách v bioreaktoru při přípravě biomasy pro vědecké nebo biohydrometalurgické účely. 

Vzhledem k tomu, že aerace představuje významnou část nákladů bioloužení [Sreekrishnan 

a Tyagi 1996], určení podmínek minimální aerace má kromě biochemických souvislostí 

i ekonomické dopady.  

 

Podmínky minimální aerace během oxidace Fe2+ a elementární síry jsme definovali pomocí 

kritické hodnoty objemového koeficientu přestupu kyslíku (kLa)crit a kritické koncentrace 

rozpuštěného kyslíku Ccrit zabezpečující kyslíkem nelimitovanou oxidaci substrátu.  

 

Objemový koeficient přestupu kyslíku je robustní parametr, často využívaný k charakterizaci 

podmínek aerace v bioreaktorech [Doran 1995; Noorman 2006]. Je to také hojně analyzovaný 

a diskutovaný parametr v bioloužicích procesech [Boon a Heijnen 1998; Petersen 2010]. 

Jeho kritická hodnota (kLa)crit je systémový parametr, který definuje minimální aeraci 

v bioreaktoru potřebnou k udržení oxidace substrátu bez limitace kyslíkem. Hodnota (kLa)crit 

je konstantní pro konstantní podmínky aerace daného bioreaktoru a konstantní rychlost 

respirace. Kultura během růstu v bioreaktoru obvykle zvyšuje svou celkovou (volumetrickou) 

rychlost respirace a oxidace substrátu, a tím i potřebu vyšší dodávky kyslíku. Nejvyšší 

požadavek na dodávku kyslíku je spojen s fází nejvyšší metabolické aktivity a související 

maximální rychlostí respirace. Jestliže má být (kLa)crit použita jako parametr minimální aerace, 

musí pokrýt všechny fáze růstu kultury, aby byla zajištěna oxidace substrátu nelimitovaná 

kyslíkem v jakékoli fázi bioprocesu.  

 

Ccrit se rovněž využívá k charakterizaci požadavku na kyslík. Je definována jako nejnižší 

koncentrace kyslíku, která nelimituje rychlost bakteriální respirace. Ustaluje se při intenzitě 

aerace dané hodnotou (kLa)crit. Ccrit, na rozdíl od kLa, odráží biochemické vlastnosti bakterií 

(souvisí s Michaelisovou konstantou pro kyslík). Navíc je závislá na substrátu, ne však 

na podmínkách kultivace a parametrech bioreaktoru.  

 

Bioloužení sulfidů kovů acidofilními chemolithoautotrofními bakteriemi oxidujícími železo 

a síru [Dopson a Johnson 2012; Johnson 2010; Vera a kol. 2013] je závislé na dodávce 

kyslíku, zjevně především pro biooxidaci Fe2+ a S0 jako meziproduktů chemických oxidací 

sulfidů, ačkoliv anaerobní oxidace elementární síry může rovněž probíhat [Kucera a kol 

2012a,b; Osorio a kol. 2013]. Vliv kyslíku je obvykle zjišťován v mediích obsahujících různá 

množství pomletých sulfidických minerálů [Bailey a Hansford 1993; Boon a Heijnen 1998; 

Boon a kol. 1992; Crundwell 2000; Deveci a kol. 2003; Seidel a kol. 2006]. Rozsuspendované 

pevné látky (s navázanými buňkami) představují bariéru ovlivňující transfer kyslíku. Zokaei-

Kadijani a kol. [2013] například prokázali, že 5-15 % polymetalické horniny mělo negativní 

vliv na  kLa, a tedy na biologickou oxidaci Fe2+. Stejný efekt byl pozorován i u bioloužení 

10 % (w/v) pyritické zlaté horniny, které vedlo k limitaci oxidace Fe2+ při 1,2 μmol O2/l
 [Sun 

a kol. 2012a]. Obecně to vypadá, že hladiny kyslíku pod 1 – 2 μmol O2/l
 negativně ovlivňují 
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oxidační aktivitu bakterií v přítomnosti sulfidových minerálů [Deveci a kol. 2003]. Kultury 

acidofilních bakterií s Fe2+ a S0 coby substrátem představují standardní podmínky 

pro stanovení nároků na kyslík a limitace kyslíkem bez difúzních bariér, které vytváří 

rozsuspendované sulfidy. Z praktického hlediska je u bioloužení sulfidických minerálů, které 

se uskutečňuje buď v míchaných tankových bioreaktorech nebo na haldách [Jadhav a kol. 

2013; Johnson 2010], stěžejní oxidace Fe2+. Elementární síra je oxidována acidofily 

oxidujícími síru na kyselinu sírovou [Fazzini a kol. 2013]. Je také meziproduktem v drahách 

oxidace anorganických sirných sloučenin včetně mnoha sulfidických minerálů.  

4.2.1. Limitace kyslíkem a kritické hodnoty Ccrit a (kLa)crit 

Pro stanovení Ccrit byly koncentrace rozpuštěného kyslíku detegovány s 10násobnou citlivostí, 

avšak na úkor vyššího šumu (obr. 32) ve srovnání se standardními podmínkami měření. 

Standardní měření vyšších hodnot koncentrace rozpuštěného kyslíku C (např. saturační 

křivka, která byla použita pro data na obr. 33) jsou prakticky bez šumu.    

Hodnota Ccrit byla určena v bodě, kde se lineární pokles C, odpovídající maximální rychlosti 

respirace (Q), změnil na nelineární, indikující tak začátek limitace kyslíkem. Tento bod byl 

určen jako průsečík dvou regresních přímek získaných proložením nelimitované lineární části 

a zlinearizované počáteční fáze nelineární části poklesu C (počáteční oblast limitace 

kyslíkem). Lineární část byla proložena přímkou od 12 do 4 μM pro kulturu oxidující železo 

(r = 0,97) a od 7 do 2 μM pro kulturu oxidující síru (r = 0,96) (obr. 32). Pro nelineární část byl 

počátek poklesu C (od 4 do 2 μM pro kulturu oxidující železo a od 2 do 0,5 μM pro kulturu 

oxidující síru, obr. 32) proložen rovněž lineární funkcí (r = 0,91 pro kulturu oxidující železo 

a r = 0,88 pro kulturu oxidující síru). Hodnoty odpovídající průsečíku regresních přímek byly 

velmi nízké. Aby se omezilo podhodnocení, byla jako Ccrit určena dvojnásobná koncentrace 

kyslíku. Tyto rovněž nízké hodnoty ale s větší jistotou odpovídaly stále lineární 

(nelimitované) části průběhu spotřeby kyslíku. 

 

 
Obr. 32. Průběh koncentrace kyslíku v kultuře A. ferrooxidans respirující na Fe2+ (A) a elementární 

síře (B) v uzavřené komůrce s Clarkovou elektrodou. 
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Hodnota Ccrit pro oxidaci Fe2+ byla 6,250 a pro oxidaci elementární síry 3,125 μmol O2/l. 

Hodnoty Ccrit jsou přímo spojeny s Michaelisovou konstantou pro kyslík (Km). Odpovídající 

hodnoty Km byly 1,07 ± 0,16 μmol O2/l
 pro oxidaci Fe2+ a 0,61 ± 0,08 μmol O2/l

 (průměr ± s, 

n = 3) pro oxidaci S0. Rozdíl mezi hodnotami Km byl významný (P < 0,05). Nižší Km získaná 

pro elementární síru je ve shodě s nižší hodnotou Ccrit. Získané hodnoty Km a koncentrace Ccrit 

mohou být univerzální, protože rozdíly v těchto hodnotách pro mnoho jiných kmenů 

z různých geografických oblastí jsou nevýznamné (nepublikovaná data).  

 

Km byla v buněčné suspenzi stanovena na základě experimentálních dat použitých 

na stanovení Ccrit (obr. 32). Hodnota Km byla určena v triplikách dosazením experimentálních 

dat Q = f(C) do rovnice Michaelise-Mentenové použitím nelineární regrese. Q bylo 

vypočítáno jako dC/dt použitím numerické derivace dat v obr. 32. Podmínky pro minimální 

aeraci byly určeny (kLa)crit. Rovnice (19) popisuje saturaci buněčné suspenze atmosférickým 

kyslíkem, která nastává souběžně s příjmem kyslíku bakteriemi [Doran 1995]:  

 

dC/dt = kLa(C*-C)-Q (19) 

 

kde t je čas a C* je saturační (maximální) koncentrace rozpuštěného kyslíku. Při ustáleném 

stavu platí dC/dt = 0 a Q je definováno jako 

 

Q = kLa(C*-C') (20) 

 

kde C' je koncentrace rozpuštěného kyslíku v ustáleném stavu. Po substituci Ccrit za C' pro 

(kLa)crit platí: 

 

(kLa)crit = Q/(C*-Ccrit) (21) 

 

K nezávislému ověření (kLa)crit, která byla vypočítaná z rovnice (21), byla použita statická 

vytěsňovací technika využívající destilovanou vodu bez bakterií. 1. bakteriální kultura 

(s maximálním Q) byla přenesena do komůrky a magneticky míchána. Aerace byla nastavena 

tak, aby bylo dosaženo Ccrit. Aerace za těchto podmínek představovala ustálený stav při Ccrit 

a odpovídala aeraci při (kLa)crit podle rovnice (21). 2. byla provedena statická vytěsňovací 

technika s destilovanou vodou bez bakterií za stejných podmínek aerace, se stejným objemem 

a rychlostí míchání. Destilovaná voda byla nasycena plynným N2, koncentrace kyslíku tak 

byla snížena na hodnotu blízkou nule (C0). Následně byla voda resaturována atmosférickým 

kyslíkem a z resaturační křivky byla získána hodnota (kLa)crit. Řešením rovnice (19) (Q = 0) 

je lineární vztah: 

 

ln(C*-C) = ln(C*-C0) - kLa × t (22)

  

kde C0 je koncentrace rozpuštěného kyslíku v čase t = 0. Hodnota (kLa)crit byla určena jako 

směrnice závislosti ln(C*-C) na čase použitím lineární regrese dat získaných rovnicí (22) 
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(obr. 33). Standardní hodnota C* v destilované vodě při teplotě 26°C a aktuálním 

atmosférickém tlaku byla 250 μmol O2/l, a byla použita ve všech experimentech.  

 

 
Obr. 33. Určení (kLa)crit v destilované vodě s použitím statické vytěsňovací techniky. Každá regresní 

přímka je výsledkem nezávislého experimentu. Aerační podmínky simulují ustálený stav 

s maximálním Q kultury A. ferrooxidans oxidující Fe2+ při Ccrit = 6,250 μmol O2/l
 (‒ ‒) a elementární 

síru při 3,125 μmol O2/l (‒‒). 

 

 

Pro oxidaci Fe2+ (průměr ± s, n = 3) Q = 31,3 ± 1,5 μmol O2 
.
 l

-1 . min-1 a z rovnice (21) 

(kLa)crit = 7,70 ± 0,37 h-1. Při použití vytěsňovací techniky a dat z obr. 33 

(kLa)crit = 7,83 ± 0,31 h-1. Rozdíl mezi 7,70 a 7,83 h-1 je nevýznamný (P > 0,05). Pro oxidaci 

elementární síry (průměr ± s, n = 3) Q = 20,08 ± 0,20 μmol O2 
.
 l-1 . min-1 

a (kLa)crit = 4,88 ± 0,05 h-1. Při použití vytěsňovací techniky a dat z obr. 33 

(kLa)crit = 4,93 ± 0,05 h-1. Rozdíl mezi 4,88 a 4,93 h-1 je opět nevýznamný (P > 0,05). Tedy 

statická vytěsňovací technika potvrdila (kLa)crit stanovené za ustálených a fyziologických 

podmínek (dle rovnice (21)). 

Rozdíl mezi (kLa)crit pro kultury oxidující železo a síru, 7,70 a 4,88 h-1, byl vysoce významný 

(P < 0,01). Nižší hodnota (kLa)crit pro kulturu oxidující síru je ve shodě s nižšími hodnotami 

Ccrit a Km. Obě hodnoty (kLa)crit definují minimální stupeň aerace potřebný k tomu, aby bylo 

předcházeno limitaci kyslíkem v bioreaktorech.  

Abychom získali relativně univerzální hodnotu (kLa)crit, která by zajišťovala aeraci 

bez limitace kyslíkem ve všech fázích oxidace substrátu, měla by hodnota Q v rovnici (21) 

odpovídat maximální hodnotě zjištěné ve fázi maximální metabolické aktivity. Při maximální 

Q by měla aerace při (kLa)crit mít za následek kyslíkem nelimitovanou substrátovou oxidaci, 

protože C neklesá pod Ccrit. Hodnoty C jsou při (kLa)crit v kulturách s nižším Q vyšší než Ccrit. 

Tedy (kLa)crit by měla předcházet limitaci kyslíkem i ve fázích oxidace substrátu s nejvyššími 

nároky na kyslík. Hodnoty Q standardních kultur pro výpočet (kLa)crit byly srovnatelné 

s nejvyššími publikovanými hodnotami. Pokud by se přece jen vyskytla vyšší hodnota Q, 

(kLa)crit může být korigován z rovnice (21).  
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Ačkoliv mohou bakterie během oxidace elementární síry adherovat na povrch substrátu 

a tvořit biofilm, získané výsledky nenaznačují výraznou limitaci kyslíkem způsobenou 

difúzními bariérami. Naopak nároky na kyslík byly nižší u kultur oxidujících síru v porovnání 

s kulturami oxidujícími železo, pravděpodobně v důsledku nízkého počtu adherovaných 

buněk, neboť planktonické buňky tvoří převažující podíl biomasy v aktivní růstové fázi 

[Pakostova a kol 2013b]. Nerozpustnost sirného substrátu tedy nehrála při limitaci kyslíkem 

u kultur oxidujících síru roli. 

 

4.2.2. Kritická koncentrace kyslíku a substrátová oxidace 

Abychom ověřili hodnoty Ccrit určené respirometrickými experimenty (sekce 4.2.1.) dalším 

nezávislým experimentem, ve větším měřítku a po delší čas, sledovali jsme produkty oxidace 

Fe2+ a S0 v buněčných suspenzích v 5-l bioreaktoru, jak bylo popsáno dříve [Pakostova a kol 

2013b; Pokorna a kol. 2007]. Změnou nastavení aerace byly testovány rychlosti oxidace 

substrátu při vysokém C a Ccrit. Pro určení rychlosti oxidace Fe2+ bylo použito 

spektrofotometrické stanovení Fe3+ [Mandl a Novakova 1993] a rychlost oxidace S0 byla 

určena stanovením koncentrace H+ pH elektrodou. Jestliže nedochází ke změnám rychlostí 

oxidace substrátů při Ccrit a při výrazně vyšší hodnotě C, potvrzuje to vyloučení limitace 

kyslíkem při Ccrit.  

Oxidace Fe2+ a S0 buněčnými suspenzemi z bioreaktoru jsou zachyceny na obr. 34 a 35. 

Výsledky potvrdily, že hodnoty Ccrit určené respirometrickými experimenty (sekce 4.2.1.) 

zaručují kyslíkem nelimitovanou oxidaci Fe2+ a S0. Lze uzavřít, že snížení rychlostí oxidace 

v důsledku limitace kyslíkem by mohlo nastat až při hodnotách C pod Ccrit. 

 

 
 

Obr. 34. Oxidace Fe2+ klidovými buňkami A. ferrooxidans. Tvorba Fe3+ při Ccrit = 6,250 μmol O2/l
 

(○, r = 0,992), Fe2+-oxidační aktivita na buňku byla 690 amol/min; při C = 187 μmol O2/l 

(□, r = 0,984), Fe2+- oxidační aktivita na buňku byla 650 amol/min. Z porovnání směrnic regresních 

přímek byl rozdíl mezi oxidačními aktivitami nevýznamný (P > 0,05). 
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Obr. 35. Oxidace S0 klidovými buňkami A. ferrooxidans vyjádřená jako tvorba H+. 

(●) při Ccrit = 3,125 μmol O2/l (r = 0,996) byla S0-oxidační aktivita na buňku 3,35 amol/min. 

(■) při C = 187 μmol O2/l (r = 0,997) byla S0-oxidační aktivita na buňku 3,55 amol/min. Z porovnání 

směrnic regresních přímek byl rozdíl mezi oxidačními aktivitami nevýznamný (P > 0,05). 

 

 

Pro oxidaci Fe2+ je možné srovnat stanovenou hodnotu Ccrit s kritickou rychlostí transferu 

kyslíku. Savič a kol. [1998] a Veljkovič a kol. [1999] uvádějí, že maximální rychlostní 

konstanta pro oxidaci Fe2+ nebyla ovlivněna rychlostí transferu kyslíku vyšší než zhruba 

1 μmol O2 
.
 l

-1 . min-1. Rychlost transferu kyslíku odpovídá dC/dt v rovnici (19) bez Q, tedy 

aeraci bez bakteriální respirace. Dosazením našich hodnot (kLa)crit = 0,1283 min-1, 

Ccrit = 0,2 mg/l a C* = 8 mg/l do rovnice (19) získáme rychlost transferu kyslíku rovnou 

1,001 μmol O2 
.
 l-1 . min-1, což je ve velmi dobré shodě s dříve publikovanými výsledky 

a nepřímo potvrzuje námi určené hodnoty (kLa)crit a Ccrit. Pro oxidaci elementární síry nejsou 

v literatuře dostupná data kritických hodnot a tedy podobné srovnání není možné. 

 

4.3. Transkriptomická analýza vybraných genů během 

anaerobní oxidace síry u bakterie Acidithiobacillus 

ferrooxidans 

Anaerobní reakce zapojené v biogeochemickém cyklu železa a síry hrály významnou roli při 

vzniku Země, a studium anaerobní činnosti extremofilů oxidujících železo a síru tak může 

poskytnout cenné informace o prvotních mikrobiálních procesech. Bakteriální procesy 

odehrávající se v anaerobním nebo na kyslík chudém prostředí jsou také nedílnou součástí 

bioloužení sulfidických minerálů, kdy přítomná elementární síra je oxidována Fe3+ 

na kyselinu sírovou. Biochemické studie anaerobního procesu však pocházejí z mnohem 

mladší doby oproti studiím aerobním a mechanismus procesu je právě v této době předmětem 

výzkumů. 
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Vedle studia stechiometrie anaerobní oxidace síry [Kucera a kol. 2012b] se v našem kolektivu 

proces studoval nejdříve na úrovni změn proteomu klidových buněk [Kucera a kol. 2012a] 

a poté se přešlo k transktiptomické analýze za podmínek růstu [Kucera a kol. 2016]. 

Následující kapitola vychází z transkriptomické kvantifikace klíčových respiračních genů 

pravděpodobně zapojených v anaerobní oxidaci elementární síry spojené s disimilační redukcí 

Fe3+, neboť mechanismus stále není plně popsán a jeho složky se u jednotlivých kmenů, 

příp. za různých podmínek, překvapivě liší. Genová exprese byla sledována během celého 

růstového cyklu. 

4.3.1. Kinetické parametry anaerobní kultury A. ferrooxidans 

Pro optimalizaci anaerobních růstových podmínek bylo testováno dávkování oxidu uhličitého 

do bioreaktoru z důvodu zabezpečení růstu nelimitovaného oxidem uhličitým. Dávka 1,5 l 

zajistila nelimitovaný růst vždy na dobu 48 h (obr. 36), po které došlo následně k limitaci 

růstu. V důsledku dalších dávek CO2  po 72 h od předešlé dávky se rychlost růstu obnovila na 

původní hodnotu před limitací CO2. Na rychlost redukce Fe3+ nebyly tyto změny měřitelné 

(obr. 36), zřejmě proto, jak plyne i z pozorování, že i nerostoucí biomasa si zachovává 

původní metabolickou aktivitu. Tedy dostatečná dávka pro nelimitovaný růst bakteriální 

kultury za daných experimentálních podmínek byla 0,75 l CO2 denně, což odpovídalo 

5,59 ± 0,65 nl CO2 na buňku (průměr ± s).  

 

Dále byla testována inhibiční dávka oxidu uhličitého. Inhibice růstu a redukce Fe3+ nebylo 

dosaženo ani při nejvyšší testované dodávce – 10 dávek 3 l CO2 během 24 h. Proto pro další 

experimenty byla zvolena dávka 1,5 l každých 24 h (aplikováno v průběhu 15 minut 

průtokem 1 l směsi Ar/CO2 za min). 

 

 
 

Obr. 36. Vliv dodávek CO2 na anaerobní kulturu A. ferrooxidans oxidující elementární síru ve spojení 

s disimilační redukcí Fe3+. Jako inokulum byly použity buňky oxidující železo. () Koncentrace 

buněk. (Δ) Koncentrace Fe2+ vznikajícího redukcí Fe3+. 3. a 6. den () dochází postupně k zastavení 

růstu, zde patrný pouze počátek limitace CO2, čemuž bylo dále zabráněno dodávkou 1,5 l CO2. 
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K ověření nedávno publikované stechiometrie anaerobní oxidace S0 trojmocným železem 

u klidových anaerobních buněk [Kucera a kol. 2012b] byl u rostoucí anaerobní kultury 

zjišťován poměr mezi koncentracemi H+ a Fe2+. Podle stechiometrie modelové reakce Kucery 

a kol. [2012b] by poměr mezi změnami koncentrací H+ a Fe2+ měl být 0,444. Experimentálně 

zjištěná směrnice (obr. 37) odpovídající poměru H+/Fe2+ byla 0,438 ± 0,036 (průměr ± s). 

Rozdíl mezi experimentálním a modelovým poměrem byl nevýznamný (P ˃ 0,05). Fakt, 

že stechiometrie anaerobní oxidace síry za růstových podmínek odpovídá stechiometrii 

pro klidové buňky, potvrzuje stejný reakční mechanismus.  

 

 
 

Obr. 37. Vztah mezi koncentracemi H+ and Fe2+ během anaerobní oxidace elementární síry spojené 

s disimilační redukcí Fe3+ v rostoucí kultuře A. ferrooxidans (viz obr. 38). Poměr H+/Fe2+ je dán 

směrnicí 0,438 ± 0,036 (r = 0,960). Regresní přímka je výsledkem dvou nezávislých anaerobních 

kultur.  

 

4.3.2. Analýza hladiny transkripce vybraných genů u bakterie 

A. ferrooxidans za anaerobních podmínek 

 Metoda real-time PCR byla použita ke sledování profilů exprese genů energetického 

metabolismu u anaerobních kultur A. ferrooxidans oxidujících elementární síru ve spojení 

s disimilační redukcí Fe3+ (obr. 38, 39) a kultur, které ztratily schopnost anaerobně redukovat 

Fe3+ (obr. 40). Získané profily ukázaly, že se hladiny transkripce genů mohou v průběhu 

procesu výrazně lišit, a tím mít za následek rozdíly mezi end-point transkriptomickou 

a proteomickou studií.   
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Obr. 38. Kinetika kultury A. ferrooxidans anaerobně oxidující elementární síru ve spojení s redukcí 

Fe3+, která byla použita k analýze transkripčních profilů genů energetického metabolismu. Jako 

inokulum byla použita kultura vyrostlá na Fe2+, počáteční hustota 108 buněk/ml. () Koncentrace 

buněk, ( ) tvorba Fe2+, () pH. 

 

 

Hladiny exprese genů spojených s metabolismem železa (zastoupených operony res, petI 

a rus) byly obecně během anaerobních růstových podmínek stejné anebo vyšší ve srovnání 

s aerobní oxidací Fe2+. Exprese několika genů sirného metabolismu byla zvýšená na začátku 

anaerobního růstu, ale v průběhu procesu klesla na basální hladinu nebo byla potlačena. Geny 

petII operonu zapojené do transportu elektronů během aerobní sirné respirace vykazovaly 

stejný expresní profil za anaerobních podmínek jako geny operonu petI (obr. 39). Nicméně 

geny operonu petI byly transkribovány silněji než petII (tab. 3).  

 

Tab. 3. Poměr transkripce genů operonů petI a petII (petI ku petII) během anaerobního růstu 

A. ferrooxidans anaerobně oxidující S0 ve spojení s redukcí Fe3+. 

 

  Kultivace (dny) 

Gen 0 1 2 3 4 5 6 7 8 

petA 1,05 1,10 1,26 1,32 1,13 1,01 1,03 1,13 1,13 

petB 0,84 1,26 0,76 0,96 0,95 0,94 0,92 1,52 0,89 

petC 1,00 1,35 0,95 1,17 1,26 1,35 1,20 1,38 1,34 

sdrA 1,19 1,94 1,16 1,14 1,52 0,78 1,45 1,28 1,58 

cycA 1,09 1,32 0,95 1,46 1,16 1,46 1,42 1,41 1,31 
 

Pozn: Uvedené hodnoty jsou založeny na poměru normalizovaných CT hodnot použitím normalizačních faktorů 

zjištěných pro kultury použité k získání profilů transkripce na obr. 40.  

 

 

Abychom ověřili roli některých genů v anaerobní respirační dráze, sledovali jsme jejich 

hladinu transkripce v buňkách, které ztratily schopnost anaerobně redukovat Fe3+ a srovnali 

ji s hladinou transkripce v buňkách redukujících Fe3+ (obr. 40). Ztráta schopnosti redukovat 

Fe3+ byla pozorována během anaerobní inkubace klidových buněk z první aerobní pasáže 
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oxidující síru, která byla získána adaptací kultury oxidující železo na síru. V této kultuře byla 

významně potlačena transkripce genů cyc2, cyc1, petA1, cycA1 a cycA2.  

 

Anaerobní respirační dráha – sirný metabolismus 

V naší studii byla během anaerobní oxidace síry významně zvýšená exprese dvou genů hdr 

operonu v buňkách vyrostlých na Fe2+ (obr. 39) – hdrA (kódující podjednotku A 

heterodisulfidreduktasy) a hdrB (kódující podjednotku B heterodislfidreduktasy). Toto 

zjištění je v rozporu s dříve publikovanými výsledky, kdy se hladina HdrA proteinu 

za anaerobních podmínek snižovala u klidových i rostoucích anaerobních kultur [Kucera 

a kol. 2012a; Osorio a kol. 2013], což však mohlo být důsledkem end-point analýzy v pozdní 

fázi sirné oxidace. V této fázi nebyl významný transkripční nárůst detegován ani v naší studii 

(obr. 39). Dalším faktorem, který mohl přispět k výše popsanému sníženému výskytu proteinů 

metabolismu RISCs u anaerobních kultur, mohlo být srovnání s aerobní sirnou kulturou, 

u které lze očekávat, že v přítomnosti energeticky výhodnějšího kyslíku jako elektronového 

akceptoru, namísto Fe3+ v případě anaerobiózy, bude vykazovat mnohem silnější respirační 

aktivitu. Zvýšená exprese hdrA a hdrB během anaerobní oxidace síry v buňkách vyrostlých 

na Fe2+ během anaerobní oxidace síry podporuje hypotézu, že se Hdr podílí na metabolismu 

RISCs, neboť většina genů metabolismu RISCs není v buňkách vyrostlých na Fe2+ 

exprimována. Vyvstává však otázka, zda je reverzně fungující enzymový komplex, který 

u anaerobů zajišťuje dvouelektronovou redukci, schopný katalyzovat přenos 4 elektronů z S0 

na SO3
2-.   
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Obr. 39. Transkripční profily genů energetického metabolismu kultury A. ferrooxidans anaerobně 

oxidující elementární síru ve spojení s redukcí Fe3+ (obr. 38).  
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Transkripční profily získané v této studii silně podporují zapojení Hdr v anaerobní oxidaci S0. 

V kontrastu s výsledky Osoria a kol. [2013] nebyla pozorována významná indukce 

transkripce dsrE a tusA v žádné z fází anaerobního růstu (obr. 39). Jejich profily exprese 

naznačují funkci spíše v transportu asociovaném s oxidací elementární síry zprostředkovanou 

Hdr, což by odpovídalo i jejich lokalizaci v rámci hdr operonu. Exprese genu p11, kódující 

rhodanasu P11, a dalších genů (hdrB1 a hdrC1) v rámci hdr operonu byla postupně snížena 

od třetího dne anaerobního růstu (obr. 39) a tedy s největší pravděpodobností nejsou zahrnuty 

v oxidaci S0 nebo transportu za anaerobních podmínek.  

 

Transkripce ATP sulfurylasy (Sat), která je kódovaná genem sat a katalyzuje tvorbu SO4
2- 

a ATP z APS a pyrofosforečnanu [Quatrini a kol. 2009], byla výrazně snížena (obr. 39). 

Funkce Sat během anaerobního růstu nemusí být klíčová. Snížení exprese některých genů 

zapojených v metabolismu RISCs v pozdních fázích anaerobního růstu může být způsobeno 

nárůstem koncentrace vznikajícího Fe2+. Za potlačení exprese genů RISCs metabolismu při 

nízkém redoxním potenciálu, tj. s narůstající koncentrací Fe2+, může být zodpovědná indukce 

genu regA [Ponce a kol. 2012]. 

 

Po dvou dnech anaerobního růstu byla pozorována také zvýšená hladina transkriptu u genů 

p14.3, p21 a tth (obr. 39). Rhodanasa P21, neboli thiosíransulfurtransferasa, byla mnohem 

více abundantní v kulturách na různých RISCs a sulfidech kovů než na Fe2+ [Ramirez a kol. 

2002]. Geny p21 a p14.3 jsou součástí operonu tqo, který kóduje Tqo komplex [Quatrini 

a kol. 2009]. V naší studii jsme nedetegovali nárůst v expresi tat transkriptu, který kóduje 

protein s thiosírandehydrogenasovou aktivitou [Kikumoto a kol. 2013] a hojně se vyskytuje 

v anaerobních buňkách [Osorio a kol. 2013]. Exprese dalšího genu tdt, jež je součástí tqo 

operonu, byla od poloviny růstu snížena (obr. 39). Neboť syntéza Tat proteinu (tat) 

kódovaného tqo operonem byla snížena v buňkách neschopných redukovat Fe2+ 

v anaerobních podmínkách, a další dva proteiny kódované geny p21 a psb (také součástí tqo 

operonu) nebyly v těchto buňkách nalezeny vůbec [Kucera et al. 2015], Tqo pravděpodobně 

přispívá k metabolismu RISCs za anaerobních podmínek.  

 

Exprese sre operonu, který kóduje domnělou sulfurreduktasu, byla během anaerobního růstu 

významně snížena (obr. 39). Jeho expresní profil naznačuje, že na rozdíl od buněk oxidujících 

síru za anaerobních podmínek [Osorio a kol. 2013], v buňkách oxidujících železo nedochází 

k významné syntéze tohoto enzymu a proto asi ani k předpokládané disproporcionaci síry 

na H2S a SO4
2-. Mechanismus tvorby H2S z S0 vyžaduje další zkoumání [Osorio a kol. 2013; 

Laska a kol. 2003; Guiral a kol. 2005; Valdes a kol. 2008a]. Kvalitativní test přítomnosti H2S 

založený na přídavku octanu olovnatého byl negativní. Maximální koncentrace rozpustných 

sulfidů v monitorovaných kulturách byla pod mezí detekce (7,1 μM) a tedy nulová nebo 

zanedbatelná. Naše výsledky nepotvrzují model anaerobní oxidace síry zahrnující 

disproporcionaci síry [Osorio a kol. 2013], jsou více v souladu s dřívějšími pozorováními 

[Pronk a kol. 1991a; Corbett a Ingledew 1987]. Mechanismus tvorby H2S z S0 vyžaduje další 

zkoumání [Osorio a kol. 2013; Laska a kol. 2003; Guiral a kol. 2005; Valdes a kol. 2008a]. 

Neboť redukce S0 za anaerobních podmínek nemůže být zatím zcela vyloučena, 

předpokládáme, že v nepřítomnosti H2 coby donoru elektronů se jedná o minoritní proces.  
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Navrhované mechanismy [Kucera a kol. 2012a; Osorio a kol. 2013] mohou odrážet variabilitu 

v rámci druhů, oba však zahrnují oxidaci S0 zprostředkovanou Hdr a transfer elektronů 

na chinonový pool na vnitřní membráně, a dále složkami respiračního řetězce železa. Tqo 

přispívá k dodávání elektronů do chinonového poolu.  

 

 

Anaerobní respirační dráha – disimilační redukce Fe2+ 

Byla provedena komparativní analýza genomů mezofilních acidofilů [Valdes a kol. 2008b] 

a výsledky naznačují, že pouze druhy oxidující železo a síru obsahující operony rus, petI 

a petII jsou schopny anaerobní redukce Fe2+ s S0 coby donorem elektronů. Yarzábal a kol. 

[2004] zjistil, že rus operon je silně exprimován při aerobní oxidaci Fe2+, a slabě při aerobní 

oxidaci S0. Exprese jednoho z genů kódovaných tímto operonem, cyc2, byla v naší studii 

zvýšena během všech fází anaerobního růstu (obr. 39), což je zajímavé, neboť cyc2 kóduje 

cytochrom Cyc2, který je počáteční akceptor elektronů při oxidaci Fe2+. Exprese cyc1, který 

je také součástí rus operonu, byla zvýšená v prvních třech dnech anaerobního růstu. 

Pravděpodobně v důsledku kotranskripce celého rus operonu byly mírně indukovány i geny 

coxBAC, kódující terminální cytochrom  aa3 oxidasu (obr. 39). V buňkách neschopných 

anaerobní redukce byla exprese genů cyc1 a cyc2 významně snížena na úrovni transkripce 

(obr. 40), a Cyc2 a Rus také na proteinové úrovni [Kucera a kol. 2015].  

 

 
 

Obr. 40. Exprese vybraných respiračních a regulačních genů v sirných buňkách A. ferrooxidans 

neschopných anaerobně redukovat Fe3+, které byly získány aerobním pasážováním buněk rostlých 

na Fe2+ na S0. Všechny hladiny exprese jsou uvedeny v tab. 4. Geny kódované stejným operonem, 

které měly významnou změnu v expresi (P < 0.05), jsou zobrazeny stejnou barvou jako na obr. 41. 

Černě jsou zobrazeny geny s nevýznamnou změnou exprese (P > 0.05). Chybové úsečky představují 

průměr ± s (n = 2).  
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Byla navržena hypotéza, v níž by mohl funkci terminální Fe3+ reduktasy zastávat cytochrom 

Cyc2 lokalizovaný na vnější membráně a fungující v reverzním módu. Elektrony potřebné 

k redukci jsou pravděpodobně dodávány peiplasmatickým Rus. Zvýšené hladiny proteinů Rus 

a Cyc1 byly dříve pozorovány v klidových anaerobních buňkách [Kucera a kol. 2012a], a Rus 

byl také detegován během anaerobní redukce Fe3+ s H2 coby donorem elektronů [Ohmura 

a kol. 2002]. Jelikož je rusticyanin přítomen ve velkém množství (až 4 % celkového proteinu 

v buňce), jeho zvýšená exprese pravděpodobně není nutná pro zachování funkce transportu 

elektronů za anaerobních podmínek (obr. 39). Nicméně i přesto bylo pozorováno jeho zvýšení 

na proteinové úrovni v  buňkách oxidujících anaerobně síru [Kucera a kol. 2012a] ve srovnání 

s buňkami oxidujícími síru aerobně. Ty vykazovaly pouze přechodnou expresi operonu rus 

během časně exponenciální fáze růstu [Yarzabal a kol. 2004]. Dříve byla popsána přímá 

interakce mezi Rus a Cyc2, nikoliv však mezi Cyc2 a Cyc1 nebo Cyc2 a CycA1 [Castelle 

a kol. 2008]. To by mohlo vysvětlit potřebu Rus v anaerobní elektrontransportní dráze. Účast 

Cyc1 je stále nejasná, neboť zvýšená transkripční a proteinová hladina za anaerobních 

podmínek by mohla být dána kotranskripcí rus operonu anebo menší rovnováhou mezi 

syntézou a degradací proteinů respirace železa. Role Cyc2 a Rus v anaerobní respirační dráze 

jsou na druhou stranu podpořeny současnými výsledky a nedávnou studií popisující ztrátu 

schopnosti redukce Fe3+ [Kucera a kol. 2015].   

 

Tab. 4. Exprese vybraných respiračních a regulačních genů v sirných buňkách A. ferrooxidans 

neschopných anaerobní redukce Fe3+. Zdrojová data jsou uvedena v obr. 40. 

 

Gen lokus poměr log2 ± s P-hodnota 

resB AFE_3112 0,42 0,01 6,39E-01 

petA1 AFE_3109 -2,67 0,01 2,09E-06 

cycA1 AFE_3107 -3,54 0,01 1,54E-04 

petA2 AFE_2729 1,84 0,01 7,55E-02 

cycA2 AFE_2727 -1,19 0,01 3,61E-05 

hip AFE_2732 -0,18 0,01 5,01E-01 

cyc2 AFE_3153 -1,08 0,02 2,51E-03 

cyc1 AFE_3152 -2,11 0,01 1,85E-02 

rus AFE_3146 0,42 0,01 6,10E-01 

cyc4 AFE_1428 -2,26 0,01 2,61E-01 

cyc3 AFE_1429 -2,31 0,01 1,28E-01 

fur AFE_0282 -0,22 0,02 5,40E-01 
 

 

 

Ze získaných transkripčních profilů vyplývá, že v anaerobních podmínkách jsou přítomny oba 

cytochrom bc1 komplexy (obr. 39). Během anaerobní oxidace síry s Fe3+ bylo pozorováno 

snížení hladiny proteinu SdrA2 v klidových buňkách vyrostlých na Fe2+ [Kucera a kol. 2012a] 

a nárůst v transkripci peA2, petB2 a cycA2 v sirných buňkách [Osorio a kol. 2013]. SdrA2, 

podobně jako SdrA1, by mohl podporovat transport elektronů z chinonového poolu na NADH 

komplex [Quatrini a kol. 2009]. V naší studii bylo během anaerobního růstu pozorováno 
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významné zvýšení exprese petA1, petC1, sdrA1, petC2, petB2 and hip (obr. 39). V souladu 

s dřívějším pozorováním na buňkách oxidujících železo v aerobních podmínkách [Bruscella 

a kol. 2007], operon petI byl za anaerobních podmínek exprimován mnohem silněji než petII 

(tab. 3). Exprese genů petA1 kódující Rieskeho protein cytochrom bc1 komplexu I, a genů 

cycA1 a cycA2 kódující cytochromy c4 byla potlačena v buňkách neschopných anaerobní 

redukce Fe3+ (obr. 40). Zdá se tedy, že role cytochrom bc1 komplexu I v anaerobní 

elektrontransportní dráze je daleko významnější než role cytochrom bc1 komplexem II 

v buňkách vyrostlých na Fe2+. V anaerobní dráze navíc cytochrom bc1 komplex I funguje 

v přímém, energeticky výhodném směru. Translokací H+ z cytoplasmy do periplasmy dochází 

k tvorbě protonmotivní síly.  

 

Během anaerobního růstu byly indukovány geny resB a hyp (obr. 39). Operon res, 

lokalizovaný vedle petI operonu, kóduje proteiny zapojené v maturaci produktů operonu petI 

[Cabrejos a kol. 1999; Levican a kol. 2002].  Zvýšená transkripce těchto genů podporuje 

zapojení petI operonu v anaerobní respiraci Fe3+. Předpokládáme tedy, že cytochrom bc1 

komplex I je součástí hlavní anaerobní elektrontransportní dráhy, přijímá elektrony z oxidace 

S0 a přenáší je přes chinonový pool ve vnitřní membráně a na cytochrom c4.  

 

Jeden ze dvou možných respiračních cytochromů c4, Cyc1, interaguje s Rus a AcoP, a také 

se váže k terminální oxidase [Malarte a kol. 2005]. Zatím nebyla prokázána interakce mezi 

Cyc1 a cytochrom bc1 komplexem I, Cyc1 se tedy pravděpodobně neúčastní transportu 

elektronů z cytochrom bc1 komplexu I na Rus. Na druhou stranu CycA1 interaguje s Rus a je 

jím redukován [Malarte a kol. 2005]. Neboť jsou CycA1 i cytochrom bc1 komplex I kódovány 

společným operonem petI, předpokládá se, že spolu interagují, přestože to zatím nebylo 

prokázáno. Z genové exprese v buňkách neschopných redukovat Fe3+ usuzujeme, že elektrony 

z oxidace S0, doručené na cytochrom bc1 komplex I skrze chinonový pool, jsou dále 

transportovány na Rus pomocí cytochromu CycA1. Rusticyanin pak dále přenáší elektrony 

na terminální cytochrom Cyc2, který je zakotven do vnější membrány a katalyzuje redukci 

Fe3+ na Fe2+ z vnější strany membrány.  

Naše výsledky nevylučují účast cytochrom bc1 komplexu II v alternativní respirační dráze, jak 

bylo navrženo dříve [Osorio a kol. 2013; Bruscella a kol. 2007]. Transport elektronů 

z cytochrom bc1 komplexu II na terminální Fe3+ reduktasu by mohl být zprostředkován díky 

dvěma proteinům kódovaných petII operonem – periplasmatický Hip, jehož exprese však byla 

zvýšená významně až na konci kultivace (obr. 39), nebo CycA2, jehož exprese byla potlačena 

v buňkách neredukujících Fe3+ (obr. 40). Hip navíc obsahuje [4Fe-4S] klastr, který je citlivý 

na O2, a má vlastnosti vhodné pro účast na anaerobním transportu elektronů.  

Otázkou zůstává, jestli by v tomto případě byl cytochrom Cyc2 terminální Fe3+ reduktasou 

jako v případě hlavní dráhy. Jako alternativní Fe3+ reduktasa by mohl sloužit cytochrom c 

(cyc4; AFE_1428) kódovaný paralogním genem k cyc2. Bioinformatické analýzy naznačují, 

že geny kódující cytochrom bc1 komplex jsou funkčními partnery genu cyc3 (AFE_1429), 

paralogního genu k cyc1, který leží na genomové sekvenci hned vedle cyc4 a kóduje 

cytochrom c552. Ačkoliv během anaerobního růstu (obr. 39) nebyly pozorovány významné 

změny v expresi žádného z těchto paralogních genů, mohly by hrát roli v alternativním 

mechanismu redukce Fe3+, jelikož byla u obou těchto genů potlačena exprese v buňkách 
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neschopných redukovat Fe3+ (obr. 40), nicméně statisticky nevýznamně (P > 0.05). 

K potvrzení této hypotézy je třeba další výzkum.  

 

Regulace anaerobní respirační dráhy 

V genomu A. ferrooxidans byly nalezeny čtyři potenciální geny kódující složky 

jednokomponentního regulátoru Fnr, který je nezbytný pro přechod z aerobního na anaerobní 

metabolismus [Lefimil a kol. 2009; Osorio a kol. 2009]. Transkripce genů fnrACD byla 

zvýšená po dvou dnech anaerobního růstu (obr. 39), což naznačuje, že by mohly být zapojeny 

do regulace přechodu na anaerobiosu. Na druhou stranu zapojení genu fnrB do této regulace 

nebylo v důsledku jeho trvale sníženého transkriptu (obr. 39) během anaerobního růstu 

podpořeno. U fakultativních anaerobů je v nepřítomnosti O2 exprese genů zapojených 

v anaerobní respirační dráze řízena reversibilní aktivací Fnr [Unden a kol. 1995]. Navíc Fnr 

potlačuje expresi některých genů aerobní respirační dráhy [Unden a kol. 1991]. V aktivaci 

genů anaerobní respirační dráhy z S0 na Fe3+ u A. ferrooxidans nemusí hrát Fnr zásadní roli, 

protože většina těchto genů se také účastní aerobní dráhy, a tedy by mohl působit i značně 

kontraproduktivně. Transkripční hladina regA, části dvoukomponentního regulačního systému 

RegBA, vzrostla na začátku anaerobní kultivace, kdy bylo přítomno pouze malé množství 

Fe2+, a na konci kultivace, kdy téměř veškeré Fe3+ bylo zredukováno (obr. 39). Exprese regA 

odráží změny redoxního potenciálu a tím i koncentraci železa [Kucera a kol. 2013]. Systém 

pozitivně reguluje expresi rus operonu [Ponce a kol. 2012] a může tedy zvýšit indukci 

respiračních genů, jakmile vzroste koncentrace Fe2+.  

 

Anaerobní sirná respirace by mohla být jedním z nejstarších mikrobiálních mechanismů 

konzervace energie [Schauder a Kröger 1993]. Je možné, že anaerobní sirný respirační systém 

byl ten, ze kterého se u A. ferrooxidans vyvinul aerobní. Schopnost fakultativně využívat 

energii za anaerobních podmínek mohla být zachována, protože se bakterie často vyskytuje 

v podmínkách s limitovaným kyslíkem.  
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5. Závěr 
 

Při studiu metabolismu bakterie A. ferrooxidans, uplatňující se v prostředí sulfidových 

minerálů (odpady po těžbě kovů, důlní vody z aktivních i odstavených dolů) 

a biotechnologické těžbě kovů, vyplynuly následující závěry: 

 

1. Maximální buněčný obsah ATP buněk oxidujících Fe2+ byl srovnatelný s hodnotami 

obecně uváděnými pro bakterie a asi třikrát vyšší než hodnota zjištěná pro bakterie oxidující 

síru. Nižší buněčný obsah ATP v sirných buňkách je nejpravděpodobněji způsoben 

kontinuální limitací síry danou její nízkou rozpustností ve vodě. Tato hypotéza, založená 

na dřívějších kinetických analýzách bioprocesu a současné analýze buněčného ATP, 

je v souladu s dalšími experimenty monitorujícími obsah ATP v buňkách vázaných na povrch 

síry, kde předpokládáme, že k sirné limitaci nedochází. Tím lze vysvětlit, proč hodnota 

buněčného ATP vázaných buněk byla shodná s hodnotou u buněk oxidujících Fe2+. V případě 

kultury oxidující železo se bioluminiscenční metoda ukázala jako rychlý nástroj 

k monitorování růstu biomasy a oxidace substrátu. Intenzita bioluminiscence obecně 

korelovala s jednotlivými růstovými fázemi buněčných kultur, s výjimkou sirné kultury 

po zvýšení pH, jež v buňce vyúsťuje v odlišný metabolický mód. Proto bylo nutné definovat 

oblast použití bioluminiscenční metody k monitorování sirných kultur. Při znalosti podmínek 

použití umožňuje analýza ATP v kultuře i buňkách monitorování růstu biomasy i rychlosti 

oxidace substrátů pro potřeby studia fyziologie a biotechnologie těchto bakterií. Analýza 

celkového organického uhlíku umožnila rozlišit podíl buněk volných a vázaných na povrchu 

síry.  

 

2. Intenzita aerace má mnohonásobné dopady na průběh kultur A. ferrooxidans i bioloužící 

procesy a úzce souvisí s podmínkami tvorby ATP a metabolizací substrátů. Pomocí parametrů 

(kLa)crit a Ccrit jsme určili podmínky charakterizující minimální aeraci kultur A. ferrooxidans 

oxidujících Fe2+ a S0, jež zamezí limitaci kyslíkem. Hodnoty Ccrit byly nezávisle ověřeny 

na buněčné suspenzi v bioreaktoru. Zjištěná data mohou být použita jako platné údaje pro 

stanovení minimální aerace ve zkušebním i komerčním rozsahu v bioreaktorech využívaných 

v biohydrometalurgii.  

 

3. Rychlá adaptace železitých buněk A. ferrooxidans na anaerobní oxidaci S0 spojenou 

s disimilační redukcí Fe3+ způsobila indukci genů aktivních v metabolismu železa a síry 

a s nimi spojených regulačních procesů. Exprese žádného z genů kódujících složky systému 

oxidace železa nebyla během anaerobního růstu snížena, exprese některých z nich byla 

naopak zvýšená. Relativně nízká indukce těchto genů může znamenat, že buňky využívají 

komponenty již přítomné a nasyntetizované během aerobní oxidace Fe2+. Několik genů 

sirného metabolismu, které byly anaerobně indukovány, hrají pravděpodobně roli jak 

v aerobní tak anaerobní oxidaci síry. Většina genů sirného metabolismu však byla 

exprimována na basální úrovni pozorované v železitých buňkách. Z toho vyplývá, že enzymy 

sirného metabolismu jsou pravděpodobně dočasně syntetizovány i v železitých buňkách, 
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nicméně v mnohem menším měřítku než v sirných buňkách. To by také vysvětlovalo dřívější 

poznatky o rychlé adaptaci železitých buněk na oxidaci S0 a  4-7denní lag fázi při adaptaci 

sirných buněk na Fe2+. 

 

Na základě našich výsledků a výsledků předešlých studií navrhujeme možný mechanismus 

anaerobní oxidace S0 spojené s redukcí Fe3+ u A. ferrooxidans (obr. 41).  

 

 

 
 

Obr. 41. Model anaerobní oxidace S0 spojené s disimilační redukcí Fe3+ u A. ferrooxidans. 

Elektrontransportní dráha čerpá z výsledků získaných během zde popsané studie a studií 

publikovaných dříve [Pronk a kol. 1991a, 1992; Das a kol. 1992; Corbett a Indledew 1987; Kucera 

a kol. 2012a, 2015; Ohmura a kol. 2002; Osorio a kol. 2013]. Elektrony z oxidace S0, která je 

katalyzována heterodisulfidreduktasou (Hdr), a RISCs, zprostředkovaných tetrathionanhydrolasou 

(Tth) a thiosíran:chinonoxidoreduktasou (Tqo), jsou sbírány chinonovým poolem (Q/QH2). Většinu 

předává cytochrom bc1 komplex I (PetA1B1C1) na cytochrom c4 (CycA1), který by mohl interagovat 

s rusticyaninem (Rus), a dále na cytochrom c (Cyc2), který vně buňky redukuje Fe3+. Alternativně 

může cytochrom bc1 komplex II (PetA2B2C2) předávat elektrony na cytochrom c4 (CycA2), který by 

mohl interagovat s vysokopotenciálovým železo-sirným proteinem (Hip), až na zatím neznámou Fe3+ 

reduktasu na vnější membráně. Některé elektrony prochází chinonovým poolem na NADH komplex 

(NDH-1) a redukují NAD+. ATP syntasa fosforyluje ADP za využití vznikající protonmotivní síly. 

Proteiny kódované stejným operonem jsou zobrazeny ve stejných barvách. Přerušovaně je zobrazen 

transport elektronů, plně transport H+. Černé body představují Cu centra, černé body v přímce hemy, 

křížky [2Fe–2S], hvězdy [4Fe–4S] [Kucera a kol. 2016]. 

.  
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9. Seznam zkratek 

A. Acidithiobacillus 

ABC  ATP-vazebná kazeta 

AcoP  cupredoxin  

ADP  adenosindifosforečnan 

AMP  adenosinmonofosforečnan 

APS  adenosin-5´-fosfosíran 

ATCC  American Type Culture Collection 

aSOP acidofilní prokaryota oxidující síru  

aSRB acidofilní bakterie redukující sírany  

aSRP acidofilní prokaryota redukující síru 

AFM mikroskopie atomárních sil 

ATP adenosintrifosforečnan 

C koncentrace rozpuštěného kyslíku  

C' koncentrace rozpuštěného kyslíku v ustáleném stavu 

C*  saturační koncentrace rozpuštěného kyslíku 

C0  nízká koncentrace kyslíku 

CBB cyklus Calvin-Benson-Basshamův cyklus 

CCM Česká sbírka mikroorganismů  

Ccrit.  kritické koncentrace kyslíku 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

EPS extracelulární polymerní látky 

FNR protein regulující redukci fumaranu a dusičnanu 

GSH glutathion 

GSSG disulfid glutathionu 

GSSH  polysulfidový glutathion 

HDR  heterodisulfidreduktasa 

IC50 koncentrace látky způsobující 50% inhibici 

Km  Michaelisova konstanta 

KS saturační konstanta 

(kLa)crit  kritická hodnota koeficientu přestupu kyslíku 

L.   Leptospirillum 

LC-MS/MS  kapalinová chromatografie ve spojení s tandemovou hmotnostní spektrometrií 

NADH  nikotinamidadenindinukleotid 

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosforečnan 

NDH1  NADH ubichinondehydrogenasa 

PMF protonmotivní síla 

PAPS 3´-adenosin-5´-fosfosíran 

PCR polymerázová řetězová reakce 

polyP polyfosforečnany 

PPi  pyrofosforečnan 

Q rychlost respirace 
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Q/QH2  ubichinonový pool 

QS  quorum sensing 

qRT-PCR reverzně transkripční kvantitativní real-time PCR 

Rhd rhodanasa 

RISCs redukované anorganické sloučeniny síry  

RLU relativní luminiscenční jednotka 

Rubisco ribulosabisfosforečnankarboxylasa/oxygenasa 

Rus rusticyanin 

Sat ATP sulfurylasa 

Sdo sulfurdioxygenasa 

Sor  siřičitanoxidoreduktasa 

Sqr  sulfid:chinonoxidoreduktasa 

TCA kyselina trichloroctová 

TCA cyklus reduktivní cyklus trikarboxylových kyselin 

TOC  celkový organický uhlík 

Tqo thiosíran:chinonoxidoreduktasa 

Tth  tetrathionanhydrolasa 

ΔpH  transmembránový pH gradient 

Δψ transmembránový elektrický potenciál 

 

 



~ 99 ~ 

 

Příloha I 

Cellular ATP Changes in Acidithiobacillus ferrooxidans Cultures Oxidizing Ferrous Iron 

and Elemental Sulfur.  

Pakostova, E., Mandl, M., Omesova Pokorna, B., Diviskova, E., Lojek, A., 2013. 
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Cellular ATP content of Acidithiobacillus ferrooxidans cultures was determined with a bioluminescence assay in relation to batch
growth and oxidation of ferrous iron and elemental sulfur. Inhibitory effects of inorganic substrates and products on luciferase were
eliminated. Extracellular ATP levels were negligible. The ATP content of sulfur-grown cells decreased anomalously due to a culture
pH increase at the stationary phase. Although the rates of growth and sulfur oxidation reached the original levels, the ATP content
of the culture remained constant because of gradual decrease in the cellular ATP. The maximum ATP levels in A. ferrooxidans grown
with Fe2+ and S0 were 1.16 and 0.33 amol per cell, respectively. The results defined conditions under which biomass growth could be
monitored by the ATP assay to study biogeochemical activities of acidophilic iron- and sulfur-oxidizing bacteria.

Keywords: Acidithiobacillus, acidophiles, ATP assay, iron-oxidizing bacteria, sulfur-oxidizing bacteria

Introduction

ATP has been successfully used as a biomarker for viable mi-
croorganisms and various bioluminescence assays have been
developed for this purpose (Lundin 2000; Venkateswaran et al.
2003). The technique has multiple applications in rapid clini-
cal diagnostics and in industrial microbiology and microbial
ecology. Acidophilic chemolithotrophs are intimately involved
in acid production and metal solubilization in coal and metal
mine sites and biomining industry as well as in biogeochem-
ical processes in sulfide mineral deposits (Bhatti et al. 2011;
Johnson 2010). Acidithiobacillus ferrooxidans is one of the cen-
tral mesophilic bacteria in these processes. In general, while
the growth kinetics with basic substrates has been character-
ized, the ATP content of A. ferrooxidans is relatively unknown
although it has potential for process monitoring applications
in biomining and geomicrobiology.

The luciferin-luciferase bioluminescence assay for ATP has
been successfully employed to monitor ATP formation in A.
ferrooxidans vesicles (Apel et al. 1980), and in cells sepa-
rated from the culture and vesicles of moderately thermophilic

We thank Dr. Arne Lundin for helpful discussions. This work
was supported by grants 525/08/0697 from the Czech Science
Foundation and MSM0021622413 from the Czech Ministry of
Education.
∗Address correspondence to Martin Mandl, Department of Bio-
chemistry, Faculty of Science, Masaryk University, Kotlarska 2
61137, Brno, Czech Republic; Email: mandl@chemi.muni.cz

A. caldus (Dopson et al. 2002). Cellular ATP content in A.
ferrooxidans has been determined but it was not monitored
with respect to growth kinetics and specific substrates (Efre-
menko et al. 2005). Pronk et al. (1991) used the luciferin-
luciferase reaction to analyze ATP in an anaerobic culture
A. ferrooxidans, but the luciferase reaction in the assay was
sensitive to inhibition by ferric iron in the samples. Tsaplina
et al. (2007) used the assay to determine cellular ATP content
of iron-oxidizing A. ferrooxidans and other chemolithotrophic
acidophiles.

However, the authors’ description of the sampling did not
specify the actual physiological conditions of the bacterial cul-
tures, and the study did not address the relationship between
the culture ATP and growth kinetics. The ATP biolumines-
cence assay can also be applied to bioleaching solution samples
by concentrating the bacteria by membrane filtration followed
by washing and ATP extraction (Viedma 2007). However, cel-
lular ATP levels are sensitive to experimental manipulation
and treatments that affect the cell physiology.

Preliminary ATP data for iron-oxidizing A. ferrooxidans
cultures have been reported (Mandl et al. 2009). Okibe and
Johnson (2011) have used the ATP assay for determination
of active bacteria in bioleaching systems. They tested several
mesophilic and thermophilic bacteria and compared total and
viable counts of Leptospirillum ferriphilum with cellular ATP
contents. The sampling, sample treatment as well as some
results were different from our study. In addition, Okibe and
Johnson (2011) did not test A. ferrooxidans at depth. The
above studies brought no specific information about bacteria
oxidizing sulfur substrates.
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The purpose of the present study was to measure cel-
lular ATP levels in A. ferrooxidans cultures under specific
physiological conditions and to develop a culture sampling
protocol that eliminates interferences with the ATP assay. Fe2+
and elemental sulfur were used as basic electron donors, and
their oxidation was correlated with growth and substrate oxi-
dation kinetics.

Materials and Methods

Bacteria and Culture Conditions

A. ferrooxidans (CCM 4253) was grown on elemental sulfur
(1.5% w/v) using a 5-l bioreactor as previously described
(Pokorna et al. 2007). The culture medium and methods to
monitor cell growth turbidimetrically and sulfate formation
(isotachophoresis) have been previously reported (Ceskova
et al. 2002; Janiczek et al. 1998). For inhibition experiments,
colloidal sulfur (sulfur, powder; Riedel-deHaën, Germany)
was used as the substrate. Cultures with iron (9K medium
with 159 mM ferrous iron) were incubated in shake flasks on
a rotary shaker (Bouchal et al. 2006).

The culture was maintained at about pH 1.7 to avoid the
formation of iron precipitates and to use turbidimetry to mea-
sure bacterial density. Samples (2.4 ml) were mixed with 0.1 ml
85% phosphoric acid before measuring absorbance at 450 nm
(Mandl 1984 as modified by D. Kupka). The regression line
(r = 0.997, n = 11) for calibration (A450 against cell num-
bers) yielded a slope of 8.55 × 10−10 ml per cell. The bacterial
numbers based on A450, measured with samples from different
growth phases, were always in agreement with those obtained
by microscopic cell counting using a Cyrus chamber.

ATP Determination

Cellular ATP in the cultures was determined using an ATP
Biomass Kit HS (266-311, BioThema AB, Handen, Swe-
den). Bioluminescence intensity was measured as relative lu-
minescence units (RLU) using a Junior LB 9509 luminometer
(Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad, Germany). The
ATP assay mixture contained a bacterial sample and the fol-
lowing kit components: luciferase and luciferin, buffer, ATP
extractant and ATP standard. Aliquots of 50 µl samples from
the cultures grown with ferrous iron (diluted 300-fold) were
mixed with the kit components to a total volume of 500 µl of
the ATP assay mixture. Residual sulfur in samples of sulfur-
oxidizing cultures was sedimented by gravity settling for 1 min
(Ceskova et al. 2002) prior to the ATP assay to keep correla-
tion between the turbidimetrically obtained cell numbers and
RLU.

The maximum number of attached bacteria during the ac-
tive growth phase was about 5% of the total cell numbers, as
determined by Ceskova et al. (2002). Aliquots of 20 µl sam-
ples (diluted 50-fold) were mixed with the kit components to
a total volume of 200 µl of the ATP assay mixture. To deter-
mine extracellular ATP, distilled water was substituted for the
extractant in the ATP assay mixture. To determine the cellular
ATP, RLU was measured before and after the addition of an

internal ATP standard. The protocol to obtain RLU of the
diluted sample took about 30 s.

The determination limit of RLU was expressed as 10×SD0,
where SD0 is the standard deviation (n = 30) of a blank de-
termination (substitution of the bacterial sample with water).
The efficiency of ATP extraction under standard conditions at
22 ± 2◦C was evaluated using two ways: (i) the bacterial cells
were treated with kit extractant at 100◦C for 2 min in closed
Eppendorf tubes (Hoffner et al. 1999), and (ii) the extractant
was substituted with 10% trichloroacetic acid (TCA) (Lundin
2000).

Results

ATP Extraction and Inhibitory Effects

The mean levels (± SD) of ATP calculated from triplicate
samples of bacteria grown with elemental sulfur were 0.107 ±
0.013, 0.098 ± 0.014 and 0.0903 ± 0.0073 pmol per reaction
mixture using extraction under the standard conditions, at
100◦C, and with TCA, respectively. The differences between
the means were insignificant (P > 0.05). Extending the time
course of extraction for up to 5 h did not increase the recovery
of ATP.

The nutrient media used for A. ferrooxidans are acidic and
include substrates that completely inhibited the luciferase ac-
tivity, although the ATP assay mixture was buffered and the
sample represented only 1/10 of the total volume. Samples of
culture media at different pH values did not significantly im-
pact the luciferase activity between pH of 6 and 1.8. The IC50
was detected at pH 1.5. A pH 1.4 sample completely inhibited
the luciferase activity (data not shown). The IC50 values for
ferrous iron, ferric iron and elemental sulfur were 0.62, 0.22
and 0.78 mM, respectively. The inhibitory effects were reduced
to negligible levels by diluting the elemental sulfur-oxidizing
bacteria (SOB) and iron-oxidizing bacteria (IOB) samples by
50- and 300-fold, respectively.

Cellular ATP and Determination Limit

The sensitivity of ATP determination in different samples may
be a general problem in ATP assays. The ATP kit instructions
indicate that the volume of an internal ATP standard (100 nM
stock) added to the sample should always be 10 µl (i.e., 1
pmol), and the RLU should be at least 10-fold higher after the
internal standard addition. In this study, lower additions of the
internal standard had to be used to obtain sensitive responses
with low ATP levels because of low bacterial numbers in the
samples. Aliquots of 1 µl (0.1 pmol) undiluted standard and
1 µl of 10-fold diluted standard (0.01 pmol) were used for the
SOB and IOB samples, respectively.

Figure 1 shows the result for SOB, including a calibration
plot of RLU against the cell number. Similar RLU responses
were achieved with IOB samples (data not shown). The ad-
ditions of 10 µl internal standards resulted in responses that
were in parallel line with the abscissa (data not shown). In
general, for unknown samples, the volume of the internal
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ATP in A. Ferrooxidans 3

Fig. 1. Relationship between intensity of bioluminescence (ex-
pressed in relative luminescence units, RLU) and cell concen-
tration in the ATP assay mixture with and without an inter-
nal ATP standard. Bacteria were grown aerobically on elemental
sulfur until the culture lowered the pH from 4.0 to 1.5. Sam-
ples of bacterial cultures were diluted 50-fold with mineral salt
medium, and the final dilution of the samples in the ATP as-
say mixture was 500-fold (●), r = 0.997. Subsequently, a 1 µl
aliquot of the ATP standard (0.1 pmol) was added to each sam-
ple (◦), r = 0.996. The difference between the slopes is insignificant
(P > 0.05).

standard should be tested to optimize the sensitive response
for the range of bacterial numbers in the culture.

The determination limits were 34 and 62 RLU in the ATP
assay mixture for IOB and SOB, respectively. For the sam-
ples used to construct the calibration curves (e.g., Figure 1),
the determination limits for bacterial numbers in the original
cultures were 3.5×106 and 2.4×107 cells per ml for IOB and
SOB (583 and 9600 cells per ATP assay mixture), respectively.
These cell numbers are lower than the initial numbers follow-
ing culture inoculation, underscoring the usefulness of ATP
bioluminescence methodology for time course studies. The
reason for higher values of determination limits expressed as
cell counts and compared to the literature, is based on the high
sample dilution and the criterion for the determination limit.

Oxidation of Ferrous Iron

Figure 2 shows the ATP results for an iron-oxidizing culture.
Both the growth and iron oxidation over time were accom-
panied with an increase in ATP (as RLU) in the culture and
cellular ATP changes. Therefore, the iron-unlimited growth
phase could be documented by a linear relationship between
RLU and cell growth (Figure 3A) to underline RLU as an
indicator of cell growth and substrate oxidation. Depletion
of ferrous iron upset this relationship and clearly separated
this phase from active growth. The mean maximum ATP con-
tent per cell was determined from the phase of active growth.
Based on the slope in Figure 3B, this value was 1.16 ± 0.41
amol ATP per cell (95% confidence interval). Figure 4A shows
two phases of growth and iron oxidation.

The second phase was induced by additional ferrous iron
following a stationary phase, which was caused by the deple-
tion of ferrous iron. In response to the addition of ferrous iron,

Fig. 2. A: Time course of iron oxidation by A. ferrooxidans. Ferric
iron (●) and cell (◦) concentrations in the culture. B: Intensity of
bioluminescence in the culture (expressed in relative luminescence
units, RLU, in the ATP assay mixture). C: Cellular ATP content.

the rates of growth and iron oxidation increased to the original
levels. The intensity of RLU (Figure 4B) was in agreement with
these changes. Thus, these data confirmed a close relationship
between the time course of culture ATP levels, growth, and
iron oxidation. Figure 4B also shows a level of extracellular
ATP. The ATP values were lower than the determination limit.
Therefore, within experimental error, extracellular ATP could
be considered to be negligible during all those periods in Fig-
ure 4B. Similar results were obtained when the cells from the
culture were removed by membrane filtration prior to ATP
determination.

Oxidation of Elemental Sulfur

Figure 5 shows results for the elemental sulfur-oxidizing cul-
ture. The intensity of RLU and the cellular ATP content paral-
leled the lag phase, linear growth phase and stationary phase.
Figure 6A shows a linear relationship between the intensity of
RLU and cell growth. At 210 h (Figure 5), when the pH de-
creased to 1.2, the culture received additional elemental sulfur
(1.5% w/v) and the pH was readjusted to 3.5. Although the
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4 E. Pakostova et al.

Fig. 3. A: Relationship between intensity of bioluminescence (ex-
pressed in relative luminescence units, RLU) and iron-oxidizing
cell numbers in the ATP assay mixture, r = 0.946. B: Relation-
ship between total amount of ATP and total cell number in the
culture, r = 0.954. The data corresponded to the active growth
phase (between the lag and stationary phases).

Fig. 4. Time course of iron oxidation by A. ferrooxidans in two
phases. The second phase involved an addition of ferrous iron
(90 mM) at 161 h. A: Ferric iron (●) and cell (◦) concentrations
in the culture. B: Intensity of bioluminescence in the culture (ex-
pressed in relative luminescence units, RLU, in the ATP assay
mixture, ●) and the same without bacteria (extracellular ATP,
�).

Fig. 5. Time course of elemental sulfur oxidation by A. ferroox-
idans. A: Sulfate (●) and cell (◦) concentrations in the culture.
B: Intensity of bioluminescence in the culture (expressed in rela-
tive luminescence units, RLU, in the ATP assay mixture, ●) and
the same without bacteria (extracellular ATP, ◦). C: Cellular ATP
content. After 210 h of incubation, the culture received additional
sulfur (1.5% w/v) and pH adjustment from 1.2 to 3.5 after it had
reached the stationary phase.

rates of resumed growth and sulfur oxidation subsequently
increased to the preceding levels, the intensity of RLU did
not increase in parallel but remained constant and the cellular
ATP content continued in a downward trend (Figure 5C).

Further experiments showed that the above stationary
phase was due to sulfuric acid inhibition instead of sulfur
limitation. When the stationary phase culture was adjusted to
the original pH without the sulfur addition, growth and sulfur
oxidation resumed although the pH change affected the RLU
values (data now shown), in agreement with the data in Fig-
ure 5B. Additional sulfur substrate, after the sulfur depletion
occurred (pH maintained above 2), resulted in new growth
and sulfur oxidation and the RLU increased as described with
IOB (data not shown). Therefore, the increase of the pH of the
culture was responsible for the observed cellular ATP decrease
(Figure 5C).

The mean maximum ATP content per cell was deter-
mined from the first phase of active growth and sulfur oxi-
dation. Based on the slope of the linear regression line (Fig-
ure 6B), this value was 0.327 ± 0.028 amol ATP per cell (95%
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ATP in A. Ferrooxidans 5

Fig. 6. A: Relationship between intensity of bioluminescence (ex-
pressed in relative luminescence units, RLU) and elemental sulfur-
oxidizing cell numbers in the ATP assay mixture, r = 0.969. B:
Relationship between total amount of ATP and total cell num-
ber in the culture, r = 0.977. The data are presented for the first
period (26–96 h) of the active growth phase.

confidence interval). A similar value of 0.4 amol per cell for
SOB under anaerobic conditions with ferric iron as the elec-
tron acceptor was determined (unpublished results). Extra-
cellular ATP levels (Figure 5B) were negligible within exper-
imental error and the determination limit. After a long-term
culture incubation for up to 900 h, including repeated addi-
tions of elemental sulfur and pH adjustments, extracellular
ATP was detected between 430 and 840 h. The RLU corre-
sponding to extracellular ATP reached at the most 10% of the
RLU value of the culture.

Discussion and Conclusions

The ATP Assay and Acidophilic Chemolithotrophs

The results of this study showed that the recovery of ATP using
the kit extractant under the standard conditions was compara-
ble to the sample boiling and TCA based extraction methods.
The ATP assays for acidophilic iron- and sulfur-oxidizing bac-
teria are subject to inhibition due to acidity, iron and sulfur
substrates, all of which inhibited luciferase activity. The inhibi-
tion has been a long-standing reason (Pronk et al. 1991) for the
lack of application of the ATP-bioluminescence assay to mon-
itor A. ferrooxidans cultures. Tsaplina et al. (2007) alleviated
the inhibitory effects by separating the cells from media by

centrifugation. However, combined with sample storage, their
results may not accurately represent the actual physiological
ATP levels.

Harvesting of cells by membrane filtration followed by
washing has also been used to eliminate inhibitory effects
caused by liquid media and bioleaching solutions (Viedma
2007). However, all these treatments may cause varying losses
of cellular ATP. In our study, the inhibitory sample compo-
nents were resolved by dilution. Introducing the diluted sam-
ple directly into the ATP assay mixture alleviated these un-
known variables and minimized the delay in measurement of
physiological ATP levels and monitoring of A. ferroooxidans
cultures under all substrate conditions. In addition, nontoxic
precipitates do not interfere with the ATP assay to monitor
growth. The sensitivity of the bioluminescence assay allowed
sample dilution, except at very low cell counts, to the range of
∼103 cells and subpicomol quantities of ATP per assay.

Comparison of these results with data published with other
sample treatment protocols is impractical because of differ-
ences in sample matrix, pretreatment, and toxic constituents
as well as criteria for determination limits. When only the RLU
values are used to characterize biomass growth, it is especially
important to reduce all inhibitory factors that may affect the
assay. These may be variable during the process. To obtain the
correct ATP content in the culture or per cell, the effects of
inhibitory constituents and sample matrix were overcome by
addition of the ATP standard into the sample. Although our
study has been focused on A. ferrooxidans, it is apparent the
same approaches may be applied to other acidophiles.

Differences in Oxidation of Iron and Elemental Sulfur

Ferrous iron and elemental sulfur represent the basic sub-
strates characterizing A. ferrooxidans activity. Their oxidation
is an important aspect of geomicrobiology of sulfide mineral
environments.

Our results were used to determine ATP levels in IOB and
SOB cultures and to obtain data on cellular ATP contents
of bacteria. In the case of iron oxidation, the fast ATP as-
say was very useful as a tool to monitor growth. The RLUs
were proportional to the substrate-unlimited growth and iron
oxidation rates. The maximum cellular ATP content of iron-
oxidizing bacteria was similar to the general value of about 2
amol ATP determined for unstressed bacterial cells (Lundin
2000). Efremenko et al. (2005) reported 270 amol ATP per cell
for A. ferrooxidans, but no details were given regarding the
substrate and physiological conditions, and the value appears
to be overestimated. Our value is higher than 0.08 amol per
cell determined by Okibe and Johnson (2011).

Different bacterial strains may account for large variations
in cellular ATP contents, as Okibe and Johnson (2011) in-
dicated for two strains of Leptospirillum ferriphilum. How-
ever, there are additional reasons for different ATP results.
Our maximum value was obtained from a substrate-unlimited
growth phase where the cellular ATP content was constant
and the results were based on a frequent sampling schedule.
In addition, the relatively low ATP content reported by Okibe
and Johnson (2011) was measured for a cell suspension which
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had been separated from substrate (pyrite, where iron may be
considered as a dominant substrate) by centrifugation, which
may cause leakage of cellular contents.

Okibe and Johnson (2011) showed a gradual decrease in
numbers of viable L. ferriphilum cells following iron deple-
tion, especially after several hours. The corresponding cellular
ATP contents in viable cells were relatively stable during iron
oxidation and depletion, equaling about 10−19 mol ATP per
viable cell. Although the RLU values were used as a parameter
for active biomass detection, characterizing the long phases of
ferrous iron oxidation and depletion, the results were based on
a limited number of experimental data points. It is, of course,
plausible that endogenous metabolism following ferrous iron
depletion sustains relatively high cellular ATP content.

However, our ATP data measured for samples near the end
of active growth and beginning of iron limitation in A. ferroox-
idans showed large changes in the RLU and cellular ATP con-
tents and are not in agreement with the ATP values of endoge-
nous metabolism. The data did not confirm that the changes
were related to variation in total and viable biomass, although
it was established that the number of viable cells decreased af-
ter an extended time course of ferrous iron depletion. Count-
ing of colonies using selective overlay media (as described by
Johnson and Hallberg 2007) did not indicate significant differ-
ence between total and viable cell numbers within the above
short period of the active growth end and iron limitation begin-
ning. This is in agreement with earlier data for A. ferrooxidans
(Johnson et al. 2004). The different results in numbers of vi-
able L. ferriphilum cells (Okibe and Johnson 2011) emphasize
the cell viability differences due to species.

The large changes in bioluminescence intensity and cellu-
lar ATP content occurred although the number of bacteria
did not change significantly during the above short period.
Limitation by the substrate caused an intense decrease in the
RLU (Figure 2B) and cellular ATP content (Figure 2C) within
a few hours. The main decrease in RLU due to ferrous iron
limitation (Figure 4B) took place within 3 h, whereas the paral-
lel cell numbers were relatively constant. Similar results were
obtained with a sulfur-oxidizing culture when colloidal ele-
mental sulfur was added to a cell suspension which had been
maintained without sulfur substrate for 3 days.

Following an initial short-term sulfur oxidation without
changes in cell numbers, there was a relatively rapid increase
in RLU (data not shown). The relationship between the cellu-
lar ATP and substrate oxidation is predictable. Substrate lim-
itation also impacts the growth and cellular ATP. During the
active growth phase the total and viable numbers are similar
and substrate oxidation is coupled with energy transduction
and ATP formation. The RLU values then can serve as an
indicator of growth and substrate limitation to evaluate the
growth curves easily.

In contrast to IOB where no culture pH increase is needed
and the used pH decrease had no impact, the stationary phase
SOB cells responded in a specific way after the pH increase.
The pH adjustments, together with additional elemental sulfur
to avoid substrate limitation, resulted in renewed growth and
sulfur oxidation, but the cellular ATP did not reach the levels
comparable to those preceding the stationary phase. Cellu-
lar ATP gradually decreased to about one third of the level

measured during the active growth phase. The physiological
reason for this anomaly is not clear. Thus, the RLU intensity
as a monitoring method may be limited to cultures in active
growth and substrate oxidation phases that are not affected
by external effects such as the pH increase.

The difference between the maximum cellular ATP con-
tents in SOB and IOB was highly significant (P < 0.01). The
low value for SOB may be the result of continual limitation by
the sulfur substrate due to its low aqueous solubility (Ceskova
et al. 2002). Similarly, the low value obtained for SOB under
anaerobic conditions may also be the result of sulfur insolu-
bility, causing substrate limitation.

From a practical standpoint, although different substrates
may affect the maximum cellular ATP content, its constant
value during the active growth phase was in good agreement
with intensity of bioluminescence and cell growth and sub-
strate oxidation, with the notable exception of SOB cultures
under a different metabolic mode due to the culture pH ad-
justment. The successful application of bioluminescence in-
tensity to monitor the basic growth curves in biogeochemical
processes is a universal conclusion for both iron and sulfur-
oxidizing cultures.
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Příloha II 

Cellular ATP and biomass of attached and planktonic sulfur-oxidizing 

Acidithiobacillus ferrooxidans. 

Pakostova, E., Mandl, M., Tuovinen, O.H., 2013. Process Biochemistry 48, 1785-1788. 
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a  b  s  t  r  a  c  t

This  study  demonstrates  differences  in ATP  levels  between  attached  and  planktonic  cells  of Acidithiobacil-
lus  ferrooxidans  growing  with  elemental  sulfur.  A  small  fraction  of  3.7–14.4%  of  the  bacterial  cells  was
attached  to the  sulfur  particles.  The  highest  cell attachment  of 14.4%  was  at  the  end  of  the  lag phase,
decreasing  to  3.7%  into  the  latter  part  of  the  active  growth  phase.  Therefore,  attached  cells  and  their  ATP
content  made  a minor  contribution  to the  total  culture  biomass  in  the  active  growth  phase.  However,
eywords:
cidithiobacillus ferrooxidans
TP
ttached bacterial cells
ellular carbon

the  cellular  ATP  content  was 1.01  amol  per attached  cell and  0.34  amol  per  planktonic  cell. The  signifi-
cantly  (P  <  0.01)  lower  ATP  content  was  attributed  to  sulfur  limitation  in the  planktonic  cells.  These  results
suggest  that  a negligibly  small  subpopulation  may  be a link  in cooperative  interaction  whereby  sulfur
oxidation  by  attached  cells  under  boundary  conditions  provides  bioavailable  substrates  to  planktonic
cells  in  the  population.
ulfur oxidation

. Introduction

In bioleaching processes, Acidithiobacillus ferrooxidans oxidizes
lemental sulfur, an intermediate in the oxidation of many sulfide
inerals. The roles of planktonic and attached cells of A. ferroox-

dans and other sulfur-oxidizing acidophiles in the oxidation of
lemental sulfur have relevance in the bioleaching of sulfide ores
ecause of the central role of oxidative and reductive reactions of
ulfur in the transformations and dissolution of sulfide minerals
1,2]. Although the proportion of attached cells is usually relatively
ow in cultures growing with elemental sulfur, their metabolism
s believed to make an important contribution during bacterial
ttack on this solid substrate [3,4]. The role of attached cells in
lemental sulfur conversion to soluble forms such as colloidal S
nd sulfooxyanions has been previously discussed [5]. Planktonic
nd attached cells are subject to different kinetic constraints when
rowing with a solid substrate such as elemental sulfur. In con-
rast to planktonic cells, the fraction attached to elemental sulfur

ay  not be subject to similar substrate limitation. In general, how-

ver, there is not much information on such kinetic differences in
. ferrooxidans. Changes in cellular ATP levels have been analyzed

n A. ferrooxidans cultures growing with ferrous iron and elemen-
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asaryk University, Kotlarska 2, 61137 Brno, Czech Republic. Tel.: +420 549495728.

E-mail addresses: 150560@mail.muni.cz (E. Pakostova),
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359-5113/$ – see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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tal sulfur as substrates [6]. Cellular ATP has been extensively used
as a measure of biomass formation in numerous microorganisms
[7]. Okibe and Johnson [8] applied the luciferin-luciferase ATP bio-
luminescence assay for monitoring active acidophilic bacteria in
bioleaching solutions. Data on cellular ATP levels in sulfur-attached
A. ferrooxidans have not been reported, although bacterial growth
on elemental sulfur particles has been measured in terms of 32P
incorporation [9] and microscopic counts [10]. Protocols for detach-
ment of cells from sulfur particles by treatment with CS2 have
also been developed [10,11]. The purpose of this study was to per-
form a comparative analysis of cellular ATP content and biomass
of attached and planktonic A. ferrooxidans growing with elemen-
tal sulfur. Cellular ATP was used as a tool to analyze the attached
and planktonic cells of A. ferrooxidans culture because the method
is sufficiently sensitive to differentiate between their ATP pools.
Combined with determination of cellular biomass, it is now possi-
ble to define the contribution of sulfur-attached cells to the overall
biomass and to demonstrate that attached cells, in contrast to
planktonic cells, are not affected by limitation of the sulfur sub-
strate.

2. Materials and methods

A. ferrooxidans (CCM 4253) was  grown with 2% (w/v) elemental sulfur (sulfur
extra pure, Riedel-deHaën, Seelze, Germany, obtained from Sigma–Aldrich, Prod-

uct Number 13803). The mean particle diameter was  10.1 �m (information kindly
provided by Dr. Daniel Kupka using MultisizerTM 4 Coulter Counter, Beckman) in
mineral salts medium (MSM)  that contained (per L) 0.2 g (NH4)2SO4, 3 g KH2PO4,
0.5  g MgSO4·7H2O, and 0.127 g CaCl2. The cultures were grown in a 5 L bioreactor
with stirring and agitation (agitation speed 300 rpm, air flow rate 1.5 L/min) at 28 ◦C

dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2013.07.026
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13595113
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Fig. 1. Time course of elemental sulfur oxidation by A. ferrooxidans, measured
as changes in (A) sulfate formation by total biomass over time and (B) biolu-
minescence expressed as relative luminescence units in the ATP assay mixture.
Symbols:  ©,  total cells; �, planktonic cells. (C) Cellular ATP content in attached
(-)  and planktonic (�) cells. (D) Concentration of cellular carbon (TOC) of total
(©),  planktonic (�), and attached (-) cells, 1 mg TOC = 1.25 × 1010 cells. Cellular ATP
data are shown for the main part of the active growth phase. Standard deviations
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nd at initial pH about 4 as previously described [12]. Elemental sulfur oxidation
as  monitored by analysis of sulfate concentration over time by capillary isota-

hophoresis [13]. Planktonic cell numbers were determined turbidimetrically [5].
he number of attached cells was determined by microscopic cell counts using a
yrus chamber after decantation of planktonic cells, washing the suspended solids
ith MSM  (re-adjusted to the actual pH of the culture), and vortexing for 5 min  to

elease sulfur-attached cells [14,15]. ATP was extracted from cell samples and the
ioluminescence intensity as a function of ATP concentration was determined as
escribed previously [6]. Measurement of total organic carbon (TOC) was  also used
o  determine biomass concentration of attached cells. Aliquots (500 �l) of five paral-
el,  homogenized culture samples were analyzed in triplicate using a Multi N/C 2100
nalyzer (Analytik Jena, Jena, Germany). Where necessary, samples of elemental
ulfur were dried at 50 ◦C for 12 h.

The growth with elemental sulfur usually results in a pH decrease to about
.0–1.1, at which point the increased acidity becomes almost completely prohibitive
o  sulfur oxidation. The inhibitory effect is noticeable below pH 1.6. The inhibi-
ion increases with acidity and affects the cellular ATP content. In this study, the
ime course of the bioreactor culture was  sampled during the active growth phase
etween pH 4.0 and 1.6. At this range, the pH was not inhibitory and the cellular
TP content was  constant.

. Results and discussion

Fig. 1A and B shows sulfate formation and changes in biolu-
inescence intensity during sulfur oxidation by A. ferrooxidans.

oth parameters were proportional to cell growth in the active
hase, which was linear with sulfur as the substrate, as previously
eported [6]. The bioluminescence intensities are shown separately
or planktonic cells and total population in Fig. 1B. Within experi-

ental error, no major difference in bioluminescence intensity was
etected between planktonic cells and the total population of cells,

ndicating a negligible contribution from the attached cells to the
easured total ATP content in the culture. Therefore, neither bac-

erial attachment nor detachment has fundamental impact on the
otal ATP data. When normalized to individual cells, the results
re contrastingly different, however. Fig. 1C shows the cellular ATP
ontent normalized to individual planktonic and attached cells. For
his analysis, cells were sampled from the culture during the active
rowth phase, in which the maximum cellular ATP content was
bserved [6]. These values were 1.01 ± 0.21 and 0.34 ± 0.05 amol
TP per cell (mean ± SD) for the attached and planktonic bacte-
ia, respectively. This difference was highly significant (P < 0.01).
he mean ATP content of planktonic cells is in agreement with
ata for multiple subcultures of sulfur-oxidizing A. ferrooxidans. The
TP content of attached cells is comparable to 1.16 amol ATP per
ell determined for A. ferrooxidans oxidizing Fe2+ as energy source
6]. Thiosulfate oxidation, which partially involves cell attach-

ent after elemental sulfur is formed as an intermediate, yielded
.63 ± 0.12 amol ATP per cell (unpublished data). The differences
etween this value for the thiosulfate grown cells and those for
he sulfur grown cells (1.01 and 0.34 amol ATP per attached and
lanktonic cell, respectively) were significant (P < 0.05). The value
f 0.63 amol ATP per cell is also significantly lower than 1.16 amol
TP per cell for iron-grown cultures [6]. The change from soluble

hiosulfate to insoluble sulfur substrate, and back to soluble upon
urther oxidation of intermediate elemental sulfur by predomi-
antly planktonic cells, can decrease the cellular ATP content in
he overall biochemical energy balance. As expected, the ATP levels
or thiosulfate grown cells are lower as opposed to cells oxidizing
ully soluble iron substrate and attached cells oxidizing elemental
ulfur, and higher than the ATP value for planktonic cells oxidizing
lemental sulfur.

We hypothesize that the 3-fold higher cellular ATP content of
he attached cells resulted from the surface microniche conditions
here cells oxidize sulfur. Based on the very low aqueous solubility
f elemental sulfur and linear oxidation kinetics, Ceskova et al. [5]
oncluded that planktonic cells are dominant in the culture but are
imited by available substrate because they are dependent on solu-
le or colloidal intermediates that the attached cells produce upon

are  indicated with vertical bars and if not shown, are smaller than the size of the
symbol.
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lemental sulfur oxidation. Thus, by comparison with planktonic
ells, the activity of attached cells may  not be subject to a simi-
ar substrate limitation because sulfur compounds are abundantly
vailable at the solid/liquid interface of the sulfur. Metabolism
ssociated with this interfacial flux of S-compounds can increase
he cellular ATP content to the extent that it is comparable with
ron-oxidizing cells [6]. Thus the previously observed sulfur lim-
tation [5] may  explain the multi-fold differences in cellular ATP
ontents.

Hong and Brown [16] reported that when attached to glass
eads the cellular ATP content of Escherichia coli and Bacillus
revis increased two to five times as compared to planktonic
ells. The authors hypothesized that the charge regulation effect
esulted in an increase in local H+ concentration between the
ell and the negatively charged surface, thus increasing the pro-
on motive force and the cellular ATP level. A direct comparison
ith our results is, however, not possible because of numerous
etabolic and experimental differences such as chemolithotrophic

s. chemoorganotrophic physiology and biochemistry, media, pH,
nd surface properties of sulfur substrate vs. inert glass beads.
. ferrooxidans is an extreme acidophile, thriving in environ-
ents with high concentrations of H+. The proton motive force

s coupled to energy transduction in both attached and plank-
onic cells in highly acidic solution with no apparent or specific
ink to cellular attachment. The above hypothesis formulated for
he two chemoorganotrophs does not seem to apply to these
cidophiles.

The planktonic and attached cells in four representative culture
amples were separated and analyzed for TOC (Fig. 1D). The TOC
ata had a low experimental error and resolved significant differ-
nces (P < 0.05) between planktonic and total cells. Such significant
ifferences were not observed between the corresponding biolumi-
escence data for total and planktonic cells (Fig. 1B). In addition, the
um of the planktonic TOC plus the TOC of the attached cells was  in
greement with the TOC of the total population (Fig. 1D). Attached
ells represented 14.4, 10.4, 10.4 and 3.7% of total TOC in the four
amples retrieved from the sulfur-oxidizing culture (Fig. 1D). The
verage value of about 10% for attached cells corresponds to the
ata reported previously for A. ferrooxidans [10] and A. thiooxidans
11] growing with sulfur. An estimate of about 5% cell attachment
as previously reported for sulfur-grown cultures of A. ferrooxidans

5].
In general, experimental errors in cell counts may be much

igher than 10%, but this problem was alleviated by resorting to
igh precision TOC analysis in the present study. This made it
ossible to distinguish planktonic cells from the total biomass,
lthough the total TOC was quite close to the planktonic cell TOC
uring the active growth. The amount of attached biomass in
ulfur-growing cultures constitutes a small fraction and its con-
ribution to the total biomass amount can be ignored for practical
onsiderations.

When the numbers of attached cells per g sulfur (Fig. 1D)
ere compared with each other, the differences were insignif-

cant (P > 0.05). The mean value was 0.23 ± 0.06 mg  cellular C
as TOC) per g sulfur, which corresponds to 2.85 ± 0.68 × 109

mean ± SD) attached cells per g sulfur using our conversion fac-
or of 1 mg  TOC = 1.25 × 1010 cells. A value of 1.4 × 109 attached
ells per g sulfur was reported by Harneit et al. [3]. For
eference, Konishi et al. [10] reported maximum sorption of
.9 × 1010 cells per g sulfur for A. ferrooxidans, which may  be an
verestimate.

In conclusion, the difference in the cellular ATP content is

ttributed to fewer metabolic constraints in attached cells because
hey oxidize elemental sulfur via soluble (possibly colloidal) sulfur
ntermediates under boundary conditions. By contrast, planktonic
ells compete with attached bacteria for soluble intermediates, and

[
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this competition in substrate oxidation, previously observed in the
sulfur-oxidizing A. ferrooxidans culture, may  affect the energetic
state of planktonic cells. Similar growth analyses with ATP data for
sulfur-grown A. ferrooxidans have not been previously reported in
the literature. Because of the low proportion of attached cells in the
actively growing culture, and allowing for experimental error, the
numbers of planktonic cells are almost comparable to total popula-
tion. Although cellular attachment to sulfur has a negligible impact
on the total biomass amount as well as total ATP content in the
active culture, our study showed that the planktonic and attached
cells in our culture differed with respect to substrate oxidation.
Attached cells had significantly higher ATP levels as opposed to
planktonic cells.

These results support the concept that attached bacteria are the
first to oxidize the sulfur substrate without sulfur limitation and
this takes place under boundary conditions, while planktonic cells
are contingent on the preceding first step in the oxidative pathway.
These findings emphasize the importance of the cellular contact by
a small fraction of population with solid substrate for initial attack
and contribute to physiological characterization of sulfur-oxidizing
bacteria that take part in elemental cycles and environmental bio-
processes including the bioleaching of sulfide minerals. Whether
differential ATP contents of cells apply to sulfide mineral oxidation
by A. ferrooxidans is difficult to predict because, for example, pyrite
and chalcopyrite represent a mixed substrate and the complex oxi-
dation can proceed via boundary contact or indirect, Fe3+-mediated
pathway or their combination through a cooperative interaction
[17].
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Keywords:
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Biochemical and biotechnological aspects of aeration conditions in iron- and sulfur-oxidizing Acidithiobacillus
ferrooxidans cultures were studied. The critical values of volumetric oxygen transfer coefficient, (kLa)crit, and ox-
ygen concentration, Ccrit, were used to define the conditions necessary for minimum aeration and to eliminate
potential oxygen limitation during substrate oxidation by themodel bioleaching culture. TheMichaelis constants
for oxygenwere 1.07 and 0.61 μmolO2 l−1 for the oxidation of ferrous iron and elemental sulfur, respectively. The
Ccrit values, below which oxygen limitation may occur, were 6.250 and 3.125 μmol O2 l

−1, determined in respi-
rometric experiments for the oxidation of ferrous iron and elemental sulfur, respectively. The rates of iron and
sulfur oxidation were also determined at the Ccrit values by measuring the formation of ferric iron and protons
in the corresponding cell suspensions. Neither iron nor sulfur oxidation was limited by oxygen at Ccrit. The
(kLa)crit values required to maintain oxygen-unlimited oxidation of ferrous iron and elemental sulfur were 7.70
and 4.88 h−1, respectively.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

The volumetric oxygen transfer coefficient (kLa) is a robust and com-
monly used parameter for the characterization of aeration conditions in
bioreactors (Doran, 1995; Noorman, 2006). It is also widely analyzed
and discussed as an aeration parameter in bioleaching processes
(Boon and Heijnen, 1998; Petersen, 2010a). The (kLa)crit is a system pa-
rameter and represents a critical value of the volumetric oxygen transfer
coefficient, corresponding to the minimum aeration necessary in the
bioreactor to maintain substrate oxidation without oxygen limitation.
The (kLa)crit value is constant for specific bioreactor properties under
steady-state physical conditions, and provides information for themin-
imum aeration under defined respiration rate and specific bioreactor
conditions. During growth, the culture in the bioreactor increases its
total (volumetric) respiration and substrate oxidation rate and thus
the corresponding oxygen demand. The highest requirement of oxygen
supply is connected with the phase of the fastest respiration rate in the
bioreactor. If the (kLa)crit is used as a defined parameter of theminimum
aeration conditions, its specific value should cover all the culture phases
šan Hal'ama (Slovak University
an being.
ry, Faculty of Science, Masaryk
: +420 549495728; fax: +420
to guarantee the oxygen-unlimited substrate oxidation. As the (kLa)crit
expresses the minimum aeration conditions during the maximum res-
piration rate in the culture, bacterial cells under aeration at (kLa)crit
can oxidize ferrous iron or elemental sulfur without oxygen limitation
throughout all phases of the culture. The critical dissolved oxygen con-
centration (Ccrit) is useful for characterization of oxygen demand and
the correspondingminimum aeration intensity. It is defined as the low-
est oxygen concentration that does not limit the rate of bacterial respi-
ration. In contrast to the kLa, the Ccrit value reflects biochemical
properties of the bacteria. In addition, it is dependent on the substrate
but not on culture conditions. Ideally, the Ccrit in the culture should cor-
respond to the minimum aeration at (kLa)crit.

Bioleaching ofmetal sulfides using acidophilic chemolithoautotrophic
iron- and sulfur-oxidizing bacteria (Dopson and Johnson, 2012; Johnson,
2010; Vera et al., 2013) is dependent on oxygen supply, although anaer-
obic oxidation of elemental sulfur to sulfuric acid may also occur (Kucera
et al., 2012a; Kucera et al., 2012b;Osorio et al., 2013). The effect of oxygen
is usually determined in bioleaching media containing finely ground
sulfide minerals at various pulp densities (Bailey and Hansford, 1993;
Boon and Heijnen, 1998; Boon et al., 1992; Crundwell, 2000; Deveci
et al., 2003; Seidel et al., 2006). Suspended solids (with attachedbacteria)
represent additional diffusion barriers affecting oxygen transfer. For ex-
ample, 5–15% pulp densities of a low-grade polymetallic ore were
shown to have a negative effect on the volumetric oxygen mass transfer
coefficient and thus on biological iron oxidation (Zokaei-Kadijani et al.,
2013). This effect was also observed in the bioleaching of a pyritic gold

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.hydromet.2014.09.009&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.hydromet.2014.09.009
mailto:mandl@chemi.muni.cz
http://dx.doi.org/10.1016/j.hydromet.2014.09.009
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ore at 10% pulp density, which resulted in limitation of iron oxidation at
1.2 mg O2 l−1 (Sun et al., 2012). In general, oxygen levels below 1–
2 mg l−1 seem to adversely affect iron oxidation activity of bacteria in
the presence of suspended, finely ground sulfide minerals (Deveci et al.,
2003). Cultures of acidophilic bacteria with ferrous iron and elemental
sulfur as the substrates represent the standard conditions for determin-
ing oxygen demand and oxygen limitation without additional diffusion
barriers such as sulfide minerals as suspended solids. From a practical
point of view, bacterial oxidation of iron is of fundamental importance
in the bioleaching of sulfideminerals. This takes place optimally in stirred
tank bioreactors and less intensively in heaps and dumps (Jadhav et al.,
2013; Johnson, 2010).

Elemental sulfur is readily oxidized by sulfur-oxidizing acidophiles
to sulfuric acid (Fazzini et al., 2013). It is also an intermediate in the
oxidative pathway of inorganic sulfur compounds including many
sulfide minerals. Because both elemental sulfur and ferrous iron
can be substrates for bacteria in bioleaching processes, the oxygen de-
mand and limitation in their oxidation are important parameters in
Acidithiobacillus ferrooxidans cultures.

Autotrophic growth of acidophilic bacteria requires carbon dioxide
and limitation due to CO2 supply has been demonstrated (Bastias and
Gentina, 2010; Boon and Heijnen, 1998; Deveci et al., 2003; Mandl,
1984; Petersen, 2010b; Petersen et al., 2010). Substrate oxidation by
acidithiobacilli is dependent on oxygen availability andmay involve ox-
ygen uptake by non-growing cells that do not assimilate CO2. Substrate
oxidation uncoupled from CO2 assimilation may appear at very low pH
values (Penev and Karamanev, 2010) but more typically under exclu-
sion of CO2, growth inhibition, or lack of nutrient ions (Kleerebezem
and van Loosdrecht, 2008; Mandl et al., 1996; Nemati and Harrison,
2000).

The purpose of this study was to define the minimum aeration con-
ditions by the critical volumetric oxygen transfer coefficient (kLa)crit and
critical oxygen concentration Ccrit for ferrous iron- and sulfur-oxidizing
acidithiobacilli. Only the oxygen limitation was considered in this study
without relation to cell growth because oxygen availability, compared
to CO2, can have considerably greater effects on substrate oxidation
and bioleaching processes. As the rate of aeration plays a significant
role in the cost of bioleaching (Sreekrishnan and Tyagi, 1996), defining
the minimum aeration conditions also has practical and economical
consequences.
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Fig. 1.Oxygen concentration time course of an Acidithiobacillus ferrooxidans culture respir-
ing either on ferrous iron (A) or elemental sulfur (B) in a closed Clark electrode chamber.
2. Experimental

2.1. Bacterial strain, growth conditions and resting cell suspensions

A. ferrooxidans strain CCM 4253 was used in this study. This strain
was originally isolated from acid mine water from an abandoned
mine (Zlaté Hory, Czech Republic) and was shown to be highly relat-
ed (100% sequence identity) to the type strain ATCC 23270 of
A. ferrooxidans by 16S rRNA gene sequencing (GenBank EF465493,
Pokorna et al., 2007). Culture conditions for growth on ferrous iron
and elemental sulfur have been previously described (Pakostova
et al., 2013a), which provided standard batch cultures based on
usual culture media and conditions. Respiration measurements in
the iron- and sulfur-oxidizing cultures were made at a culture
phase with maximum respiration rate (Ceskova et al., 2002; Mandl,
1984). For the determination of iron- and sulfur-oxidizing activities
of bacteria in a bioreactor, cultures were harvested by centrifugation
(6500 g, 30 min). Bacteria from the iron-oxidizing culture were re-
suspended in water acidified with sulfuric acid to pH 1.9. The final
cell number in the suspension was 4 × 108 per ml, with an initial fer-
rous iron concentration of 89.5 mM. Bacteria from the sulfur-
oxidizing culture were harvested using the same centrifugation pro-
tocol. The sediment with bacteria and elemental sulfur particles (a
physiological substrate present in excess) was resuspended in
water acidified with sulfuric acid to pH 4. The final cell number in
the suspension was 4 × 109 per ml.

2.2. Experimental procedures

The values of volumetric oxygen uptake rate (Q) and Ccrit in the stan-
dard culture oxidizing ferrous iron or elemental sulfurwere determined
at 26 °C using a Clark-type oxygen electrode (Electrofact, Netherlands)
in a closed 20-ml chamber with magnetic stirring.

Ccrit was determined based on the oxygen uptake by bacterial cul-
tures that were not limited by the substrate. The Ccrit value was relat-
ed to the point where a linear decrease in the concentration of
dissolved oxygen (C), corresponding to the maximum Q, changed
to a nonlinear trend, indicating the beginning of oxygen limitation.
This point was determined as an intercept of two regressed lines.
For the linear portion, the decrease of C over time was regressed as
a linear line (from 12 to 4 μM for the iron-oxidizing culture, r =
0.97, and from 7 to 2 μM for the sulfur-oxidizing culture, r = 0.96;
see Fig. 1). For the nonlinear portion, the initial decrease of C over
time (from 4 to 2 μM for the iron-oxidizing culture, and from 2 to
0.5 μM for the sulfur-oxidizing culture, see Fig. 1) was fitted to a lin-
ear function using linear regression, r = 0.91 and 0.88 for the iron-
and sulfur-oxidizing cultures, respectively. The intercept of the two
regression lines provided a value of C between the linear and nonlin-
ear parts of the time course at a very low oxygen concentration. A
two-fold higher oxygen concentration was taken as Ccrit to avoid un-
derestimation. This value also corresponded to a very low oxygen
concentration but was detected with certainty within the linear por-
tion of the time course of oxygen uptake.

The Michaelis constant for oxygen (Km) was evaluated in the bacte-
rial suspension based on the experimental data used for the Ccrit deter-
mination. The value of Km was determined in triplicate by fitting the
experimental data (Q as a function of C) to theMichaelis–Menten equa-
tion usingnonlinear regression (Microcal Origin, version 8.0).Qwas cal-
culated as dC/dt using numerical derivation of data in Fig. 1. The
conditions for minimum aeration were characterized using (kLa)crit.
Eq. (1) describes the saturation of the cell suspension with atmospheric
oxygen, which occurs concurrently with oxygen uptake by the bacteria
(Doran, 1995):

dC=dt ¼ kLa C�−C
� �

−Q ð1Þ



Fig. 2. Determination of (kLa)crit in distilled water using the static gassing-out technique.
Each regression line was the result of an independent experiment. Aeration conditions
simulated the steady-statewith themaximumQ of anAcidithiobacillus ferrooxidans culture
oxidizing ferrous iron at Ccrit = 6.250 μmol O2 l−1 ( ) and elemental sulfur at Ccrit =
3.125 μmol O2 l−1 ( ).
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where t is time, and C* is the saturated dissolved oxygen concentration.
At steady-state, dC/dt = 0, and Q is defined as

Q ¼ kLa C�−C
0� �

ð2Þ

where C′ is the dissolved oxygen concentration at the steady-state con-
ditions. After substitution of C′ by Ccrit, (kLa)crit is

kLað Þcrit ¼ Q= C�−Ccrit
� �

: ð3Þ

The static gassing-out technique using distilledwaterwithout bacte-
ria in the oxygen electrode chamber was used to verify the (kLa)crit,
which was calculated according to Eq. (3). The static gassing-out tech-
nique requires the same aeration conditions as corresponds to Eq. (3).
First, a standard bacterial culture (at the Q maximum) was injected
into the electrode chamber and aerated by magnetic stirring. Aeration
was adjusted to reach Ccrit. Aeration under these conditions represented
the steady-state at Ccrit and corresponded to aeration at (kLa)crit accord-
ing to Eq. (3). Second, under these aeration conditions, liquid volume
and rate of stirring, the static gassing-out technique was performed
using distilledwater and nobacterial cells. Distilledwaterwas saturated
withN2 gas to decrease the oxygen concentration to low values (see C0).
Subsequently, the re-saturation of water by atmospheric oxygen was
used to obtain the (kLa)crit value from the re-saturation curve. The solu-
tion of Eq. (1) (Q=0 because of distilled water) is a linear relationship:

ln C�−C
� � ¼ ln C�−C0

� �
−kLa t ð4Þ

where C0 is the dissolved oxygen concentration at t = 0. The (kLa)crit
was determined as the slope of ln(C* − C) vs. time using linear regres-
sion of data obtained by Eq. (4). The standard value of C* in distilled
water at 26 °C and actual atmospheric pressure is 250 μmol O2 l−1,
and it was used in all experiments. All calculations were based on sim-
ilar oxygen solubility in distilled water and acidified water (or 9 K me-
dium), as supported by closely similar (kLa)crit values determined in
distilled water and 9 Kmedium. The possible effect of different viscosity
between distilled water and bacterial culture on the (kLa)crit value was
neglected because of diluted solutions and low biomass concentrations
of A. ferrooxidans. No significant differences between the (kLa)crit values
were discerned either.

To confirm oxygen unlimited substrate oxidation at Ccrit, iron- and
sulfur-oxidizing activities were determined in resting cell suspensions
using a 5-l bioreactor as previously described (Pakostova et al., 2013b;
Pokorna et al., 2007) under adjusted aeration to test the substrate oxida-
tion rates at high C and Ccrit. The determination of ferric iron (Mandl and
Novakova, 1993) and protons using a pH electrode (Radiometer Copen-
hagen) were used for the determination of the oxidation rates of iron
and elemental sulfur, respectively. The rates were normalized to cell
numbers.

3. Results and discussion

3.1. Oxygen limitation and critical values in the cultures

For the Ccrit determination, dissolved oxygen concentrations were
detected with a 10 times higher sensitivity although with a higher
noise (Fig. 1) compared to the standard Cmeasurements. The sensitivity
of the standard measurement of higher C values (e.g., the saturation
curve which served for data in Fig. 2) involved virtually no noise.

The Ccrit concentrations for the oxidation of ferrous iron and elemen-
tal sulfurwere 6.250 and 3.125 μmol O2 l−1, respectively. The Ccrit values
correspond to cellular oxygen demand and are directly connected with
Km. The corresponding Km values were 1.07 ± 0.16 and 0.61 ±
0.08 μmol O2 l−1 (mean±SD, n=3) for ferrous iron and elemental sul-
fur oxidation, respectively. The difference between the Km values was
significant (P b 0.05). The lower Km value obtained for elemental sulfur
is in agreement with the corresponding lower Ccrit value. These Km

values and Ccrit concentrationsmay be universal because the differences
in these values measured with many other strains from various geo-
graphical areas are insignificant (unpublished data).

A. ferrooxidans strain CCM4253was selected for the study because it
had highest Q values among many isolates from abandoned mine sites
in the CzechRepublic. The standard cultures used in the steady-state ex-
periments were obtained from growth phases that involved maximum
respiration rates. We have previously demonstrated this approach with
iron- and sulfur-oxidizing A. ferrooxidans cultures (Ceskova et al., 2002;
Mandl, 1984).

For ferrous iron oxidation (mean± SD, n=3), Q=31.3 ± 1.5 μmol
O2 l−1min−1 and based on Eq. (3), (kLa)crit=7.70±0.37 h−1. Using the
static gassing-out technique and the data in Fig. 2, (kLa)crit = 7.83 ±
0.31 h−1. The difference between 7.70 and 7.83 h−1 was insignificant
(P N 0.05). Thus, the static gassing-out technique confirmed the (kLa)
crit determination obtained under steady-state and physiological condi-
tions. For elemental sulfur oxidation (mean ± SD, n = 3), Q =
20.08 ± 0.20 μmol O2 l−1 min−1 and (kLa)crit = 4.88 ± 0.05 h−1.
Using the static gassing-out technique and based on the data shown in
Fig. 2, (kLa)crit = 4.93 ± 0.05 h−1. Again, the difference between 4.88
and 4.93 h−1 was insignificant (P N 0.05). Thus, the static gassing-out
technique supported accuracy of the (kLa)crit value at steady state. How-
ever, the difference between the (kLa)crit values for iron- and sulfur-
oxidizing cultures of 7.70 and 4.88 h−1, respectively, was highly signifi-
cant (P b 0.01). The lower (kLa)crit value for the sulfur-oxidizing culture
is in agreement with its lower Ccrit and Km values. Both (kLa)crit values
define the minimum level of aeration required to avoid oxygen limita-
tion in bioreactors.

To obtain a relatively universal (kLa)crit value that ensures aeration in
all phases of substrate oxidation without oxygen limitation, aside from
defined physical conditions, the Q value in Eq. (3) should correspond
to its maximum value. Under the maximum Q, aeration at (kLa)crit
should result in oxygen-unlimited substrate oxidation because C is not
decreased below Ccrit. The C values at (kLa)crit are higher than the Ccrit
in cultureswith lowerQ values. Thus, the (kLa)crit should predominantly
avoid oxygen limitation in the most critical phases of substrate oxida-
tion with the highest oxygen demand. In this study, the Q values of
the standard cultures for the (kLa)crit calculation were comparable
with the highest values published in the literature, thus validating the
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use of standard batch cultures. Should higherQ values occur, the (kLa)crit
can be calculated from Eq. (3).

The temperature effect on (kLa)crit within the common temperature
range used for A. ferrooxidans cultures is negligibly small compared to
experimental and analytical sources of variability; for example, a change
in the incubation temperature from 26 to 30 °C would change the C*

with less than 3% increase the (kLa)crit.
Although bacteria in elemental sulfur-oxidizing cultures may be at-

tached on the sulfur particles to form a biofilm, the above results do
not indicate more intensive oxygen limitation due to diffusion barriers.
On the contrary, there was a lower oxygen demand in sulfur-oxidizing
cultures compared to iron-oxidizing cultures, perhaps related to rela-
tively low number of attached cells in the sulfur-oxidizing culture.
Planktonic cells may represent the predominant biomass in the active
growth phase (Pakostova et al., 2013b). Therefore, the insolubility of
the sulfur substrate played no role in oxygen limitation of sulfur-
oxidizing cultures.
0 10 20 30

Time (min)

Fig. 4. Sulfur-oxidizing activity of resting Acidithiobacillus ferrooxidans cells. The formation
of protons at Ccrit = 3.125 μmol O2 l−1 (●, r = 0.996), sulfur-oxidizing activity per cell
was 3.35 amolmin−1; and at C=187 μmol O2 l−1 (■, r= 0.997), sulfur-oxidizing activity
per cell was 3.55 amol min−1. Based on the slopes of the regression lines, the difference
between the activities was insignificant (P N 0.05).
3.2. Critical oxygen concentration and substrate-oxidizing activities

To validate the Ccrit at a larger scale, for a longer time scale and not
only based on respirometric experiments, iron- and sulfur-oxidation
at defined oxygen concentrations was estimated by the determination
of reaction products in the bioreactor cell suspensions. The aim of the
bioreactor study was to test the Ccrit value obtained in the respirometric
experiments. In the bioreactor approach, the adjustment of the aeration
resulted in defined C values. The lack of oxygen limitation at Ccrit would
be confirmed if there are no differences in the substrate oxidation rates
at Ccrit and at higher C.

Iron- and sulfur-oxidizing activities of bioreactor cell suspensions are
shown in Figs. 3 and 4, respectively. These results confirmed that the
value of Ccrit determined in respirometric experiments (Section 3.1.)
support oxygen unlimited oxidation of ferrous iron and elemental sul-
fur. Decreased oxidation rates, caused by oxygen limitation,may involve
C values considerably lower than the Ccrit.

The Ccrit value determined for iron oxidation may be compared to
the critical oxygen transfer rate in A. ferrooxidans cultures. Savić et al.
(1998) and Veljković et al. (1999) reported that the maximum reaction
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Fig. 3. Ferrous iron-oxidizing activity of resting Acidithiobacillus ferrooxidans cells. The for-
mation of ferric iron at Ccrit= 6.250 μmolO2 l−1 (○, r= 0.992), iron-oxidizing activity per
cell was 690 amol min−1; and at C = 187 μmol O2 l−1 (□, r = 0.984), iron-oxidizing ac-
tivity per cell was 650 amol min−1. Based on the slopes of the regression lines, the differ-
ence between the activities was insignificant (P N 0.05).
rate constant for ferrous iron oxidation was not affected by oxygen
transfer rate higher than approx. 1 mg O2 l−1 min−1. The oxygen trans-
fer rate corresponds to dC/dt in Eq. (1) without Q; i.e., aeration without
bacterial respiration. Substituting our values (kLa)crit = 0,1283 min−1,
Ccrit = 0.2 mg l−1 and C⁎ = 8 mg l−1 into Eq. (1), the oxygen transfer
rate equals 1.001 mg O2 l−1 min−1, which is in a very good agreement
with previously published information. There are no data for Ccrit values
for elemental sulfur oxidation in the literature and hence a comparative
evaluation is not possible.
4. Conclusions

Ferrous iron is a typical soluble substrate for A. ferrooxidans and A.
ferrooxidans is among the main iron-oxidizers to produce ferric iron as
an oxidant for sulfide minerals in biohydrometallurgy. Elemental sulfur
is a poorly soluble substrate and is also formed as an intermediate in the
oxidation of many sulfideminerals. This study determined the parame-
ters for monitoringminimum aeration of iron- and sulfur-oxidizing cul-
tures of A. ferrooxidans. The intensity of aeration has multiple
consequences at the biochemical and bioleaching process control
level. The comparison of the (kLa)crit and Ccrit data for iron and sulfur ox-
idation shows that if there is no oxygen limitation in the culture with
ferrous iron, no oxygen limitation appears in the culture with elemental
sulfur with similar aeration conditions.

The (kLa)crit and Ccrit values were determined under experimental
conditions involving oxygen supply for unlimited substrate oxidation
at high oxidation rates. The Ccrit value was validated with a bioreactor
suspension of A. ferrooxidans. Although the results were obtained
under laboratory-scale conditions, the (kLa)crit and Ccrit values are valid
guidelines for minimum aeration criteria for pilot- and commercial-
scale bioreactors employed in biohydrometallurgy.
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Abstract
To clarify the pathway of anaerobic sulfur oxidation coupled with dissimilatory ferric iron reduction in Acidithiobacillus ferrooxidans strain
CCM 4253 cells, we monitored their energy metabolism gene transcript profiles. Several genes encoding electron transporters involved in
aerobic iron and sulfur respiration were induced during anaerobic growth of ferrous iron-grown cells. Most sulfur metabolism genes were either
expressed at the basal level or their expression declined. However, transcript levels of genes assumed to be responsible for processing of
elemental sulfur and other sulfur intermediates were elevated at the beginning of the growth period. In contrast, genes with predicted functions in
formation of hydrogen sulfide and sulfate were significantly repressed. The main proposed mechanism involves: outer membrane protein Cyc2
(assumed to function as a terminal ferric iron reductase); periplasmic electron shuttle rusticyanin; c4-type cytochrome CycA1; the inner
membrane cytochrome bc1 complex I; and the quinone pool providing connection to the sulfur metabolism machinery, consisting of hetero-
disulfide reductase, thiosulfate:quinone oxidoreductase and tetrathionate hydrolase. However, an alternative mechanism seems to involve a high
potential iron-sulfur protein Hip, c4-type cytochrome CycA2 and inner membrane cytochrome bc1 complex II. Our results conflict with findings
regarding the type strain, indicating strain- or phenotype-dependent pathway variation.
© 2016 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans; Anaerobic respiration pathway; Sulfur metabolism; Ferric iron reduction; Real-time quantitative PCR
1. Introduction

Since various forms of iron and sulfur have played impor-
tant roles in the evolution of the Earth, studies on iron- and
sulfur-dependent extremophiles under anaerobic conditions
might provide important insight into the primordial microbial
processes that occurred on our planet. Anaerobic bacterial
activity indicates that some bacteria can survive without mo-
lecular oxygen (O2) in sulfide-rich environments where
elemental sulfur (S0) is available, and can be (bio)oxidized by
ferric iron (Fe3þ) to sulfuric acid. The process may affect such
environments and biomining possibilities under O2-limited or
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anaerobic conditions [1]. In extremely acidic environments,
the ability to catalyze the dissimilatory reduction of Fe3þ

using inorganic and organic electron donors is relatively
widespread in diverse species of acidophilic prokaryotes.
Nevertheless, the use of Fe3þ as an electron acceptor to sup-
port cell growth is generally facultative and occurs when
availability of the primary electron acceptor O2 becomes
limited [2]. The microbial mechanisms of Fe3þ reduction
under neutral conditions (where most forms of Fe3þ are
insoluble) have been relatively well described [3]. However,
there is little knowledge of mechanisms operating when the
pH is below 3, even though Fe3þ is a more bioavailable and
thermodynamically favorable electron acceptor under these
conditions [4]. Mesophilic and acidophilic ferrous iron (Fe2þ)-
and S0-oxidizing Acidithiobacillus spp. (Acidithiobacillus
ferrooxidans, Acidithiobacillus ferrivorans, Acidithiobacillus
ferridurans) and thermo-tolerant Acidiferrobacter thiooxydans
isms of anaerobic sulfur oxidation with ferric iron in Acidithiobacillus fer-
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(formerly Thiobacillus ferrooxidans strain M-1) can couple
dissimilatory Fe3þ reduction to S0 oxidation, while A. fer-
rooxidans and A. ferridurans can also use hydrogen (H2) as an
electron donor. In addition, the moderate thermophiles Sulfo-
bacillus thermosulfidooxidans and Sulfobacillus benefaciens
grow anaerobically via Fe3þ reduction with H2 as an electron
donor [5].

The most widely studied chemolithotrophic acidophile A.
ferrooxidans has been shown to anaerobically oxidize S0 with
Fe3þ according to the stoichiometry shown below [6].

8Fe3þ þ 5Fe2ðOHÞ4þ2 þ 3S0 þ 11SO2�
4 þ 2H2O/10Fe2þ

þ 8FeSO0
4 þ 6HSO�

4 þ 8Hþ ð1Þ
While the ability of A. ferrooxidans to anaerobically reduce

Fe3þ has been known for many years [7e10], the molecular
mechanism involved remains unclear. The first model of the
anaerobic respiratory pathway assumed electron transport
from S0 via the bc1 complex and periplasmic transporters of
the iron-oxidizing system to the terminal acceptor Fe3þ [11].
The proposed mechanism was supported by inhibition studies
[8], and partially, by an increase in the abundance of rusti-
cyanin (Rus) and c4-type cytochrome Cyc1 during anaerobic
incubation of resting Fe2þ-grown A. ferrooxidans CCM 4253
cells [12]. Involvement of the iron-oxidizing system in
anaerobic respiration was indirectly supported by dissimilar-
ities in kinetic traits of two A. ferrooxidans CCM 4253 phe-
notypes. Fe2þ-grown cells of this strain could anaerobically
reduce Fe3þ, but not cells that had been maintained on S0 for
several generations, most likely because they lacked some
parts of the iron-oxidizing system. Additionally, Fe2þ-grown
cells lost their Fe3þ-reducing activity after transition and
subsequent passaging on S0 [12]. Our recent broad-range
proteomic analysis of these cells lacking the Fe3þ-reducing
capacity revealed downregulation of energy metabolism pro-
teins. In some cases, these proteins were even absent. Among
the repressed and missing proteins, Cyc2, Rus, heterodisulfide
reductase (Hdr), thiosulfate:quinone oxidoreductase (Tqo) and
sulfide:quinone reductase (Sqr) were identified [13].

High levels of a c-type cytochrome were observed in A.
ferrooxidans JCM 7811 grown anaerobically on S0 or H2 in the
presence of Fe3þ as an electron acceptor [14]. The reduced
form of this soluble acid-stable 27.4-kDa protein was re-
oxidized by Fe3þ. Immunostaining also revealed the pres-
ence of Rus in cells anaerobically grown on H2 with Fe3þ as
an electron acceptor [14].

In contrast to the above observations, different expression
patterns of energy metabolism genes and proteins were
observed in an RNA microarray- and proteomics-based study
of S0-grown A. ferrooxidans ATCC 23270 (the type strain)
cells grown anaerobically on S0 as an electron donor and Fe3þ

as an electron acceptor. These included increases in abundance
under anaerobic conditions of an iron-sulfur binding subunit of
sulfur reductase (SreB) and Tat, the twin-arginine trans-
location pathway signal sequence domain protein [15]. Tat
was recently described as a tetrathionate-forming thiosulfate
dehydrogenase [16]. In addition, transcript-level upregulation
Please cite this article in press as: Kucera J, et al., Are there multiple mechan
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of tusA and dsrE encoding sulfur-relay enzymes (parts of the
hdr operon) and petII operon ( petA2, petB2 and cycA2) genes
encoding the bc1 complex II (PetA2B2C2) and cytochrome
CycA2 was detected in anaerobic cells. Furthermore, anaer-
obic induction of the sre operon encoding four subunits of
putative sulfur reductase (Sre) was confirmed using real-time
PCR. In contrast, reductions in the abundance of Cyc2, an
outer-membrane iron oxidase, and heterodisulfide reductase
subunits HdrA and HdrB2, were detected in anaerobic cells of
the type strain. Genes encoding heterodisulfide reductase
subunit B (hdrB2), which is separated from the hdr operon,
tetrathionate hydrolase (tth) and iron oxidation system-
encoding rus operon (cyc1, cyc2, coxA, coxC and rus), were
downregulated at the transcript level in the type strain under
anoxic conditions. Thus, a second model of the anaerobic
respiratory pathway has been suggested which includes S0

disproportionation, whereby hydrogen sulfide (H2S) is formed
via the action of Sre, and sulfate ðSO2�

4 Þ via the actions of Hdr
and ATP sulfurylase (Sat) [15]. Under this proposed mecha-
nism, Fe3þ reduction is mediated, at least in part, by an in-
direct chemical reaction with H2S in the acidic medium. A
direct mechanism within this model, involving electron
transfer from S0 to Fe3þ via a respiratory chain consisting of
the bc1 complex II and c4-type cytochrome CycA2, was also
postulated. However, terminal Fe3þ reductase and other
possible electron carriers during anaerobic S0 oxidation
remain undiscovered [15].

As outlined above, there are interesting and poorly under-
stood variations in outcomes of end-point screening across
various strains and proposed mechanisms [12,15]. Thus, the
purpose of this study was to verify and extend previous ob-
servations by real-time analysis of energy metabolism genes
that could be involved in the anaerobic pathway of S0 oxida-
tion coupled with dissimilatory Fe3þ reduction in A. ferroox-
idans CCM 4253 cells. To meet these aims, gene transcript
profiles were monitored throughout the cells' growth phases.
The results of this and previous studies indicate that there may
exist more mechanisms of the anaerobic respiratory pathway.

2. Materials and methods
2.1. Bacteria and culture conditions
A. ferrooxidans strain CCM 4253 (Czech Collection of
Microorganisms) was used in this study. This strain was shown
to be closely related (100% identity) to the type strain of A.
ferrooxidans ATCC 23270 by 16S rRNA gene sequencing
(EF465493) [17]. Fe2þ-grown cells were cultured in 9K me-
dium [18]. For anaerobic growth, A. ferrooxidans CCM 4253
was cultivated in a 10-L bioreactor (Biostat B-DCU; B. Braun
Biotech International) with agitation by stirring (200 rpm) at
28 �C. The bioreactor was charged with a basal salts trace
element medium [14] containing 89.5 mM of Fe3þ in the form
of filter-sterilized ferric sulfate hexahydrate and 1% (w/v) S0

sterilized by boiling (Sulfur Extra Pure, Riedel-deHa€en). Fe2þ-
grown cells were harvested by centrifugation at 15,000 � g for
10 min and then inoculated into the bioreactor at a final
isms of anaerobic sulfur oxidation with ferric iron in Acidithiobacillus fer-
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density of around 108 per mL. The pH of the inoculated me-
dium was adjusted to 1.9e2.0 with ammonia, and an Ar/CO2

(9:1) gas mix was bubbled through the culture to eliminate
dissolved O2 and provide a source of carbon. On the basis of
optimization studies, the influx speed was set to 1 L min�1 for
15 min on each day of cultivation. Culture samples of
300e500 mL were collected for transcript analyses at 24-h
intervals over 8 days (all the Fe3þ in the medium had been
consumed after this period). The remaining S0 was removed
from the samples by paper filtration, and the biomass was
harvested by centrifugation (15,000 � g for 10 min at 4 �C).
The resulting cell pellets were then carefully washed once
with a fresh basal salts medium without added trace elements
and frozen at �70 �C.

For studies on anaerobic culture growth kinetics and opti-
mization of cultivation conditions, 250-mL flasks with outlets
for gas supply and sampling were charged with Fe2þ-grown
cells in 200 mL of the basal salts-trace element medium
containing 89.5 mM Fe3þ and 1% (w/v) S0. The pH was
adjusted to 1.9e2.0 and the temperature was maintained at
28 �C. The cultures were agitated by stirring at 200 rpm, and
an Ar/CO2 (9:1) gas mix was bubbled through the cultures at
an influx speed of 1 L min�1 at various frequencies.
2.2. Analytical procedures for kinetic studies
Cell densities were monitored turbidimetrically at 450 nm
[19] and microscopically using a Cyrus chamber and an
Olympus BX50 optical microscope. Concentrations of Fe2þ in
cultures were determined by the o-phenanthroline method [20]
and Hþ concentrations were determined with a pH electrode
(Radiometer Copenhagen). O2 levels were measured using a
dissolved O2 sensor (Mettler-Toledo), and sulfide concentra-
tions in culture samples were quantified using a modification
of an established method [21] based on a reaction with the
thiol-specific derivatization agent monobromobimane, fol-
lowed by reversed-phase fluorescence HPLC (Agilent Tech-
nologies). Limit of detection of this method was determined
from a calibration curve [22].
2.3. Transcript analysis
Gene expression was analyzed by real-time quantitative
PCR (RT-qPCR) using the fluorescent intercalating dye
SYBR-Green and a Light Cycler 480 (Roche). Total RNAwas
isolated from two biological replicates of 300e500 mL using
the TRI Reagent® (Sigma) with spin column purification by
Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymogene Research) including
in-column DNase I treatment (Thermo Scientific) according to
the manufacturer's instructions. Reverse transcription and
cDNA amplification by qPCR were carried out as previously
described [23]. Briefly, the cDNA for each gene of interest was
amplified in triplicate by qPCR using gene-specific primers
(we used the available A. ferrooxidans ATCC 23270 genomic
sequence and annotation; details are given in Table S1 in
Supplementary data) and GoTaq qPCR Master Mix (Prom-
ega) according to the manufacturer's instructions. The qPCR
Please cite this article in press as: Kucera J, et al., Are there multiple mechan
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reaction conditions consisted of 35 cycles of DNA denatur-
ation at 95 �C for 20 s followed by annealing and extension at
60 �C for 40 s. The transcript level of each gene was
normalized using a normalization factor (defined by transcript
levels of the reference genes rrs, map and alaS ) to facilitate
evaluation of gene expression in relation to an endogenous
control by the DDCT method [24,25]. The normalized values
at different time points during the culture periods were
compared with those obtained at time zero (when the inoc-
ulum was added). A 0.7-fold deviation in log2 ratio was
regarded as an indicator of significant differential gene
expression [15], and each gene expression value was evaluated
by the t-test, with the significance threshold set at P < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Growth kinetics of an anaerobic A. ferrooxidans
CCM 4253 culture
The optimal CO2 supply rate for A. ferrooxidans under
anaerobic growth conditions is not known; thus, in preliminary
tests, we grew the test strain with several supply rates. Our
results indicated that a daily CO2 supply of 0.75 L, corre-
sponding to 5.59 ± 0.65 nL CO2 per cell (mean ± SD), was
sufficient for unlimited cell growth in the 10-L bioreactor (see
illustrative Fig. S1 in Supplementary data). In additional ex-
periments to identify potentially growth-inhibiting dosages,
cell growth was not inhibited by CO2 doses up to forty times
this level (30 L/day). Overall, we concluded that a CO2 supply
of 1.5 L every 24 h was sufficient to sustain unlimited growth.

According to the model reaction stoichiometry (1), the ratio
of changes in Hþ and Fe2þ concentrations should be 0.444 [6].
The experimentally determined slope (see Fig. S2 in
Supplementary data), corresponding to the Hþ/Fe2þ ratio,
was 0.438 ± 0.036 (mean ± SD), insignificantly different from
the model ratio (P > 0.05). Thus, the stoichiometry of
anaerobic S0 oxidation during cell growth corresponded to that
determined for resting cells [6], indicating that the reaction
mechanism was the same.
3.2. Transcript analysis of A. ferrooxidans CCM 4253
under anaerobic conditions
Real-time qPCR was used to monitor the transcript profiles
of energy metabolism genes in anaerobic A. ferrooxidans
CCM 4253 cultures that were performing dissimilatory Fe3þ

reduction coupled with S0 oxidation (Figs. 1 and 2). The ac-
quired transcript profiles demonstrated that transcriptional
levels of genes might vary substantially throughout the pro-
cess, and thus affect results of end-point analyses, responses of
translational and protein turnover machinery, and (hence) both
transcript and protein profiles.

Generally, during anaerobic growth of Fe2þ-grown cells,
transcript levels of iron metabolism-related genes (represented
by the res, petI, and rus operons) were the same and/or higher
than their basal levels in aerobic Fe2þ-grown cells. Several
sulfur metabolism-related genes were induced at the beginning
isms of anaerobic sulfur oxidation with ferric iron in Acidithiobacillus fer-
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Fig. 1. Growth kinetics of an anaerobic A. ferrooxidans CCM 4253 culture

during oxidation of S0 with Fe3þ. The culture was generated using Fe2þ-grown
cells as an inoculum, with an initial density of 108 cells per mL. Cell numbers

are indicated by open squares, Fe2þ formation by filled triangles, and pH by

open circles. The error bars represent means ± SD (n ¼ 2).
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of the anaerobic growth period, but subsequently most of them
were expressed at their basal level or significantly repressed.
The petII operon involved in electron transport during aerobic
sulfur respiration showed a similar transcript profile during
anaerobic growth to the petI operon (Fig. 2). However, the petI
operon was more heavily transcribed than the petII operon
(Table 1).

3.2.1. Anaerobic respiratory pathway e sulfur metabolism
The mechanism of sulfur metabolism involving S0 and

other reduced inorganic sulfur compounds (RISC) in A. fer-
rooxidans differs from that in most prokaryotes. The sulfur-
oxidizing systems encoded by the sox and sor genes that are
found in most bacteria and archaea have not been identified in
the A. ferrooxidans genome sequence [26]. On the other hand,
a cluster of six co-transcribed genes (hdr operon) encoding a
heterodisulfide reductase complex has been found to be greatly
upregulated during growth on S0 [27,28]. In A. ferrooxidans
under both aerobic and anaerobic conditions, Hdr has been
postulated to work in reverse, using the naturally existing
proton gradient to drive the oxidation of disulfide compounds
e probably glutathione sulfane-sulfur (GSSH) e to sulfite
ðSO2�

3 Þ. S0 is poorly soluble in water and it reacts non-
enzymatically with glutathione (GSH) to form GSSH. How-
ever, it is still unknown how S0 is incorporated into the cell.
The collected electrons from GSSH oxidation are then deliv-
ered to an inner-membrane quinone pool (Q/QH2) [15,28].

In our experiments, two genes of the hdr operon that were
significantly overexpressed in Fe2þ-grown cells during anaer-
obic S0 oxidation were hdrA and hdrB (Fig. 2), which encode
FAD-dependent pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase
(heterodisulfide reductase subunit A) and heterodisulfide
reductase subunit B, respectively. This conflicts with previous
findings that the corresponding HdrA protein declines in
abundance under anaerobic conditions [12,15]. However, the
Please cite this article in press as: Kucera J, et al., Are there multiple mechan
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apparent reduction in abundance of RISC metabolism proteins
under anaerobic conditions may have occurred because the end-
point analysis focused on a level of the late active S0 oxidation
phase [12,15]. We detected no significant increase in the tran-
script levels in this phase (Fig. 2). Use of an aerobic S0-grown
culture (which would be expected to exhibit strong sulfur
respiration activity with O2 as an electron acceptor) in the
comparison may also have contributed to the reported reduction
in abundance of RISC metabolism proteins under anaerobic
conditions. Despite these caveats, the overexpression of hdrA
and hdrB in Fe2þ-grown cells during anaerobic S0 oxidation
supports the hypothesis that Hdr is involved in the anaerobic
process, since the RISC metabolism genes are expressed weakly
in aerobic Fe2þ-grown cells. However, this raises questions
regarding the enzyme complex's ability to fulfill this function
because, given its recognized role in two-electron reduction in
anaerobes, even acting in reverse, it may be unable to catalyze
four-electron transfer from S0 to SO2�

3 .
No significant induction of dsrE and tusA transcription was

detected in any monitored anaerobic growth phase (Fig. 2), in
contrast to previous reports [15], where their function in the
H2S transport associated with S0 reduction by Sre was
assumed. However, their transcript profiles in A. ferrooxidans
CCM 4253 rather indicate functions in sulfur transport asso-
ciated with S0 oxidation by Hdr, implying their localization in
the hdr operon. Rhodanese-like protein encoded by p11, and
other genes (hdrB1 and hdrC1) included in the hdr operon,
were repressed after three days of anaerobic growth (Fig. 2)
and are probably not involved in S0 oxidation or transport
under anaerobic conditions. On the other hand, our pre-
liminary quantitative proteomic analysis of whole cell lysates
of the culture that lost anaerobic Fe3þ-reducing activity during
passage on S0 indicated that it contained no pyridine
nucleotide-disulfide oxidoreductase (HdrA) or iron-sulfur
cluster-binding protein (HdrC1), while the preceding culture
retained these proteins [13]. Proteomic data together with
transcription profiles in this work strongly support involve-
ment of Hdr in anaerobic S0 oxidation. Nevertheless, the role
of HdrC1 in the anaerobic process remains ambiguous with
respect to current transcript-level results.

ATP sulfurylase (Sat), which is encoded by sat and cata-
lyzes production of SO2�

4 and ATP from adenosine-50-phos-
phosulfate (APS) and pyrophosphate [28], was significantly
repressed at the transcript level during anaerobic growth
(Fig. 2). Its role in the anaerobic mechanism of SO2�

4 forma-
tion may not be essential and the anaerobic SO2�

4 -forming
mechanism still remains unclear. The depression of certain
genes involved in RISC metabolism during later phases of
anaerobic growth (Fig. 2) may mirror the concentration of
Fe2þ, which gradually increases over time in cultures growing
anaerobically (Fig. 1). This is indicative of regulation at the
transcription level by the RegBA system, and more specif-
ically, overexpression of the regA gene might be responsible
for repression of some RISC metabolism genes at low redox
potential [29].

After two days of anaerobic growth of Fe2þ-grown cells,
the p14.3, p21 and tth genes were also overexpressed (Fig. 2).
isms of anaerobic sulfur oxidation with ferric iron in Acidithiobacillus fer-
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The rhodanese-like protein P21, a putative thiosulfate sulfur
transferase, was upregulated more strongly in A. ferrooxidans
ATCC 19859 cultures grown on different RISC and metal
sulfides than in Fe2þ-grown cells [30]. The p21 and p14.3
genes cluster into the tqo operon, which encodes the Tqo
complex [28]. We did not detect any increase in expression of
tat transcripts, encoding a protein that has thiosulfate-
dehydrogenase activity [16] and is reportedly abundant in
anaerobic cells [15]. Expression of another gene (tdt) of the
tqo operon was reduced after half of the anaerobic growth
period (Fig. 2). Moreover, the Tat pathway signal sequence
domain protein encoded by the tqo operon was downregulated
in cells unable to reduce Fe3þ under anaerobic conditions.
Two other proteins encoded by the same operon, rhodanese-
like protein P21 and periplasmic solute-binding protein
(Psb), have not been found in these cells [13]. Therefore, we
concluded that Tqo contributes to RISC metabolism under
anaerobic conditions. The low level of sat gene RNA tran-
scripts (for sulfite oxidation) and increased tqo gene transcripts
could indicate that sulfite abiotically reacts with elemental
sulfur to form thiosulfate, which is oxidized by Tqo.

Like HdrA, reductions in abundance of Tth in anaerobic
cells have been previously reported [15], and the discrepancy
may be due to increases in transcript levels at the beginning of
the anaerobic process (Fig. 2), and anaerobic S0/Fe3þ respi-
ration being less efficient than aerobic S0/O2 respiration.
Tetrathionate hydrolase (Tth), encoded by tth, disproportion-
ately hydrolyzes tetrathionate to thiosulfate, S0 and SO2�

4 [31].
Tth was also proposed to be a candidate final electron donor to
Fe3þ [32]. However, no direct connection of Tth to the res-
piratory chain has been demonstrated as yet. Therefore, Tth-
mediated Fe3þ reduction is a relatively minor process
compared to respiratory Fe3þ reduction. Moreover, since tth
has a transcript profile similar to that of the other RISC
metabolism genes (Fig. 2), Tth is more likely to be primarily
involved in RISC metabolism than to serve as a terminal Fe3þ

reductase.
Expression of the sre operon, which encodes a putative

sulfur reductase, was significantly repressed during anaerobic
growth (Fig. 2). Its transcript profiles suggest that little or no
S0 disproportionation to H2S and SO4

2� occurred in Fe2þ-
grown A. ferrooxidans CCM 4253 cells, in contrast to previ-
ously proposed S0 disproportionation mechanism via the ac-
tion of Sre in S0-grown A. ferrooxidans ATCC 23270 cells
[15]. Sulfur reductase reduces S0 with H2 as electron donor in
the presence of [NiFe] hydrogenase, with which it participates
in a membrane-bound multi-enzyme complex in the sulfur-
dependent hyperthermophilic archaeon Acidianus ambivalens
Fig. 2. Transcriptional profiles of energy metabolism genes during anaerobic

oxidation of S0 with Fe3þ in growing A. ferrooxidans CCM 4253 cells. Gene

transcripts were monitored in the culture in Fig. 1. Predicted functions and

names of the proteins encoded by the monitored genes are described in the text

and summarized in Table S1 in Supplementary data. The color scale shows the

logarithm of relative expression (log2 ratio). All expression values are listed in

Table S2 in Supplementary data.
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Table 1

Gene transcript ratio between petI and petII operons ( petI gene divided by

petII gene) during anaerobic oxidation of S0 with Fe3þ in growing A. fer-

rooxidans CCM 4253 cells.

Cultivation time (d)

Gene 0 1 2 3 4 5 6 7 8

petA 1.05 1.10 1.26 1.32 1.13 1.01 1.03 1.13 1.13

petB 0.84 1.26 0.76 0.96 0.95 0.94 0.92 1.52 0.89

petC 1.00 1.35 0.95 1.17 1.26 1.35 1.20 1.38 1.34

sdrA 1.19 1.94 1.16 1.14 1.52 0.78 1.45 1.28 1.58

cycA 1.09 1.32 0.95 1.46 1.16 1.46 1.42 1.41 1.31

Note: Presented values are based on ratios of the CT values normalized using

normalization factors from the cultures used to obtain the transcription profiles

shown in Fig. 2.
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[33] and the bacterium Aquifex aeolicus [34]. Moreover, sulfur
reductase cannot be reportedly separated from hydrogenase
during purification without loss of activity [33]. Transcript
levels of hynD and hynS, which encode membrane-bound
respiratory [NiFe] hydrogenase [35], were reportedly
reduced under anaerobic conditions in the A. ferrooxidans type
strain [15]. Hence, the mechanism of H2S formation from S0

and the proposed role of Sre in A. ferrooxidans under anaer-
obic conditions require further investigation. Our qualitative
test for the presence of H2S using lead acetate yielded negative
results. The maximum soluble sulfide concentrations deter-
mined in the cultures monitored in this study were consistently
below the limit of detection (7.1 mM) and therefore taken to be
zero or trace levels at most. In contrast to a previous study
[15], we obtained no conclusive evidence of H2S formation.
Our results with A. ferrooxidans CCM 4253 did not confirm
the model of the anaerobic sulfur-oxidizing system that in-
cludes S0 disproportionation to form H2S and SO2�

4 . They are
more consistent with earlier observations and conclusions
[8,11]. However, the reduction of S0 cannot be completely
excluded. We assume that the process will be minor in RISC
metabolism of A. ferrooxidans CCM 4253 in the absence of H2

as an electron donor under anaerobic conditions.
Various suggested mechanisms of anaerobic S0 oxidation

could essentially involve one of two key processes, reflecting
the pathway variation across A. ferrooxidans strains or cellular
phenotypes [12,15]. However, both mechanisms include Hdr
mediating S0 oxidation and passing electrons to the inner
membrane quinone pool, which further transfers electrons to
downstream components of the Fe3þ respiratory chain. Tqo
also contributes to the delivery of electrons to the quinone
pool.

3.2.2. Anaerobic respiratory pathway e dissimilatory Fe3þ

reduction
The iron-oxidizing system contains several high-redox

potential proteins. The proteins of the direct and reverse
electron transport pathways are encoded by the rus and petI
operons, respectively [36,37]. Moreover, a comparative anal-
ysis of whole genome sequences from various mesophilic
acidophiles [38,39] has indicated that only A. ferrooxidans, A.
ferridurans, and A. ferrivorans strains whose genome
Please cite this article in press as: Kucera J, et al., Are there multiple mechan
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sequences contain the iron-oxidizing system encoded by the
rus and petI operons and an additional petII operon as a part of
sulfur respiration are capable of anaerobic Fe3þ reduction
using S0 as an electron donor. Previous authors found that the
rus operon was strongly expressed in aerobic Fe2þ-grown
cells, but weakly transcribed (with correspondingly low
abundance of its translation products) in active S0-grown cells
[40]. We found that one of the rus operon genes, cyc2, was
overexpressed throughout the anaerobic growth period
(Fig. 2). This is interesting because cyc2 encodes the c-type
cytochrome Cyc2, which is located in the outer membrane and
is the initial electron acceptor in Fe2þ oxidation. Another gene
of the rus operon, cyc1, was significantly overexpressed during
the first three days of anaerobic growth, and coxBAC genes
were mildly induced, possibly as a result of the gene cluster's
co-transcription (Fig. 2). Furthermore, Cyc2 was down-
regulated and Rus has not been detected in cells unable to
anaerobically reduce Fe3þ [13].

We hypothesize that the terminal Fe3þ reductase might be
outer membrane cytochrome Cyc2, operating in reverse mode
and reducing Fe3þ to Fe2þ under anaerobic conditions. Elec-
trons required for this reduction are probably delivered from
periplasmic Rus. Increases in protein levels of Rus and cyto-
chrome Cyc1 have been previously observed in anaerobic
resting cells [12], and Rus has been detected during anaerobic
Fe3þ reduction with H2 as the electron donor [14]. Rusticyanin
is a stable and highly abundant protein in Fe2þ-grown cells, in
which it represents about 5% of soluble protein [41], and will
probably still be able to fulfill the role of an electron trans-
porter in the respiratory chain, even after strong reduction of
its content in a cell. Apparently, there is no need for its further
overexpression at the transcript level during anaerobic growth
(Fig. 2). However, upregulation of Rus at the protein level has
been observed in anaerobic resting cells [12] relative to aer-
obic S0-grown cells, which exhibit only transient over-
expression of the rus operon during the early exponential
phase (and even then, its level is weaker than in Fe2þ-grown
cells) [40]. A direct interaction between Rus and Cyc2 has
been previously demonstrated, but no interaction has been
detected between Cyc2 and Cyc1 or CycA1 [42]. This may
explain the need for Rus in the anaerobic electron transport
pathway. Whether or not cytochrome Cyc1 also participates in
the process is unclear, since increases in its transcript and
protein levels under anaerobic conditions could be due to rus
operon co-transcription and/or the relatively slow turnover of
both this and other iron respiratory proteins. On the other
hand, roles of Cyc2 and Rus in the anaerobic respiratory
pathway have been substantially supported by our recent study
on cells that lost their Fe3þ-reducing activity [13] and results
presented here.

The cytochrome bc1 complex plays an important role in the
anaerobic respiratory pathway connecting S0 oxidation and
dissimilatory Fe3þ reduction under anaerobic conditions, ac-
cording to the first proposed model based on studies using
respiratory chain inhibitors [8,11]. Two operons encoding
different inner-membrane cytochrome bc1 complexes have
been found in the A. ferrooxidans ATCC 23270 genome
isms of anaerobic sulfur oxidation with ferric iron in Acidithiobacillus fer-
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sequence. Both bc1 complexes consist of a c1-type cytochrome
encoded by petC, a b-type cytochrome encoded by petB and a
Rieske protein encoded by petA [43]. The cytochrome bc1
complex I (PetA1B1C1) has been shown to be activated only
in Fe2þ-grown cells and to participate in reverse electron flow
during Fe2þ respiration, delivering electrons to the NADH
complex (NDH-1) via the quinone pool [44]. The cytochrome
bc1 complex II (PetA2B2C2), which is induced mainly in S0-
grown cells and temporarily, to a lesser extent, in Fe2þ-grown
cells, is part of the sulfur respiration system, transmitting
electrons from the quinone pool to the terminal oxidase via
periplasmic transporters such as the high potential iron-sulfur
protein (Hip) and cytochrome CycA2 [44].

In anaerobic conditions, the situation appears to be more
complicated, and both types of bc1 complex seem to be pre-
sent. During anaerobic oxidation of S0 with Fe3þ, reduction in
abundance of the SdrA2 protein has been observed in Fe2þ-
grown A. ferrooxidans CCM 4253 cells [12], and increases in
petA2, petB2, and cycA2 transcript levels in S0-grown A. fer-
rooxidans ATCC 23270 cells [15]. SdrA2, like SdrA1 may
promote electron transfer from the quinone pool to the NADH
complex [28]. In this study, we observed significant over-
expression of petA1, petC1, sdrA1, petC2, petB2, and hip
during anaerobic growth (Fig. 2). Under anaerobic growth
conditions, the petI operon was expressed much more strongly
than the petII operon (Table 1), in accordance with previous
observations of Fe2þ-grown cells under aerobic conditions
[44]. Thus, bc1 complex I seems to play a more dominant role
during anaerobic electron transport pathway than bc1 complex
II in Fe2þ-grown A. ferrooxidans CCM 4253 cells. In the
anaerobic Fe3þ respiratory chain, the bc1 complex I would
operate in a direct energetically favorable exergonic mode, in
contrast to the reverse endergonic mode required in the aerobic
Fe2þ respiratory chain. In anaerobic mode, Hþ translocation
by the cytochrome bc1 complex I would be directed from the
cytoplasm to the periplasm, thereby generating the proton
motive force required for ATPase activity.

During anaerobic growth, resB and hyp were induced
(Fig. 2). The res operon is located next to the petI operon in
the A. ferrooxidans ATCC 23270 genome sequence, and the
proteins it encodes are involved in maturation of petI operon
products [45,46]. Increased levels of the res operon transcripts
under anaerobic conditions support involvement of the petI
operon in anaerobic Fe3þ respiration. Therefore, we assume
that the cytochrome bc1 complex I is part of the main anaer-
obic respiratory pathway in Fe2þ-grown cells that accepts
electrons from S0 oxidation via the inner-membrane quinone
pool and passes them to the c4-type cytochrome.

One of two possible respiratory c4-type cytochromes, Cyc1,
interacts with Rus and cupredoxin “acidophile cytochrome c
oxidase partner” (AcoP), and also binds to an integral inner-
membrane terminal oxidase in a process facilitated by phys-
ical interaction [47]. No evidence of interaction between Cyc1
and the cytochrome bc1 complex I has been found thus far.
Therefore, Cyc1 probably does not participate in electron
transport between the bc1 complex I and Rus. The other
candidate, CycA1, interacts with and is reduced by Rus [47].
Please cite this article in press as: Kucera J, et al., Are there multiple mechan
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Since CycA1 and cytochrome bc1 complex I are both encoded
by the petI operon, they are generally assumed to interact,
although no clear evidence for this interaction has been pre-
sented yet. Based on the gene transcript profiles, we assume
that electrons delivered to cytochrome bc1 complex I from
sulfur oxidation via the quinone pool are further transported to
Rus (which functions as a periplasmic electron shuttle) via
cytochrome CycA1 to outer membrane cytochrome Cyc2,
which catalyzes the extracellular reduction of Fe3þ to Fe2þ.

However, our results do not exclude participation of cyto-
chrome bc1 complex II in an alternative respiratory chain, as
previously suggested to occur in the A. ferrooxidans type
strain [15,44]. Two proteins encoded by the petII operon could
mediate electron transport from cytochrome bc1 complex II to
an unknown terminal Fe3þ reductase. One is CycA2, which
has been recently proposed for inclusion in the anaerobic
electron transport pathway based on its transcript level over-
expression in A. ferrooxidans ATCC 23270 [15]. Nevertheless,
its induction was not demonstrated in A. ferrooxidans CCM
4253 in this study (Fig. 2). The other is periplasmic Hip, but its
gene expression only significantly increased (P < 0.05) at the
end of the anaerobic culture (Fig. 2). In addition, Hip contains
an O2-labile [4Fee4S] cluster with ideal properties for
participation in anaerobic electron transport.

3.2.3. Regulation of the anaerobic respiratory pathway
Four potential genes encoding members of the one-

component regulator Fnr family, which is required for the
switch from aerobic to anaerobic metabolism [48], have been
found in the A. ferrooxidans ATCC 23270 genome sequence
[49]. Transcript levels of fnrACD genes were increased after
two days of anaerobic growth (Fig. 2), suggesting that they
might participate in regulation of the transition between aer-
obic and anaerobic states. In contrast, fnrB was underex-
pressed during anaerobic growth (Fig. 2), and we obtained no
confirmatory indications of its involvement in the switch. In
facultative anaerobic bacteria, expression of genes involved in
the anaerobic respiratory pathway and related functions in the
absence of O2 are controlled by the reversible activation of Fnr
[50]. In addition, under the same conditions, Fnr represses
some genes of the aerobic respiratory pathway [51]. In A.
ferrooxidans, Fnr probably has quite modest effects on acti-
vation of genes involved in the anaerobic respiratory pathway,
because most of them also participate in the aerobic respira-
tory pathway. Transcript levels of regA, part of the two-
component regulatory system RegBA, increased both at the
beginning of anaerobic cultivation (when small quantities of
Fe2þ were present), and at the end of the cultivation, when
almost all of the Fe3þ had been reduced to Fe2þ (Figs. 1 and
2). The transcript levels of regA mirror the concentration of
iron in the environment [23]. This system positively regulates
rus operon expression [29] and could therefore enhance in-
duction of respiratory genes as the local concentration of Fe2þ

increases. Changes in transcript levels of other genes in late
stages of anaerobic growth with elevated concentrations of
Fe2þ could also contribute to different results in end-point
analyses.
isms of anaerobic sulfur oxidation with ferric iron in Acidithiobacillus fer-
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Fig. 3. Model of anaerobic oxidation of S0 coupled with dissimilatory Fe3þ reduction in A. ferrooxidans CCM 4253. The electron transport pathways from S0 to

Fe3þ are based on findings in this and previously published corroborative studies [9e16]. Electrons derived from S0 oxidation catalyzed by heterodisulfide

reductase (Hdr) and other RISC metabolism processes mediated by tetrathionate hydrolase (Tth) and thiosulfate:quinone oxidoreductase (Tqo) are collected by the

quinone pool (Q/QH2). The cytochrome bc1 complex I (PetA1B1C1) probably passes most of the electrons to the c4-type cytochrome (CycA1) that may interact

with rusticyanin (Rus) and transfer the electrons to the outer membrane c-type cytochrome (Cyc2), where Fe3þ is reduced outside the cells. Alternatively, the

cytochrome bc1 complex II (PetA2B2C2) may pass the electrons to the c4-type cytochrome (CycA2), which might interact with the high potential iron-sulfur

protein (Hip) and transfer the electrons to an unknown outer membrane Fe3þ reductase. Some of the electrons cross the quinone pool to the NADH complex

(NDH-1) and reduce NADþ. ATP synthase phosphorylates ADP using the proton motive force generated by the electron transport chain. Proteins encoded by genes

of the same operon are shown in the same color. Dashed arrows indicate electron transfer, and solid arrows indicate Hþ transport. Black circles represent the copper

center, circles within bars represent the heme center, crosses represent the [2Fee2S] cluster and star shapes represent the [4Fee4S] cluster. See text for more

details.
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It has been proposed that anaerobic sulfur respiration is one
of the earliest mechanisms of microbial energy conservation
[52]. It is possible that the anaerobic sulfur respiratory system
was the original system in A. ferrooxidans from which the
aerobic system (which uses O2 as a much more efficient
electron acceptor than Fe3þ) subsequently evolved. The ability
to facultatively utilize energy under anaerobic conditions may
have been retained, since bacteria frequently exist under O2-
limited conditions.

4. Conclusion

In conclusion, rapid adaptation of Fe2þ-grown A. ferroox-
idans CCM 4253 cells to anaerobic S0 oxidation, coupled with
dissimilatory Fe3þ reduction, caused notable induction of
genes with functions in iron and sulfur metabolism and
regulation of associated processes. In addition, none of the
genes encoding components of the iron-oxidizing system were
repressed during anaerobic growth, and some were even
induced. Clearly, relatively low-fold induction of monitored
genes may indicate that Fe2þ-grown cells use most of the
respiratory components that are present in and used by cells
under aerobic conditions to produce energy by anaerobic Fe3þ

respiration. Apart from a few sulfur metabolism genes induced
anaerobically, some of them that are probably also involved in
Please cite this article in press as: Kucera J, et al., Are there multiple mechan
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both aerobic and anaerobic sulfur oxidation were expressed at
basal levels in anaerobic cells, corresponding to levels
observed in Fe2þ-grown cells. This suggests that the sulfur
metabolism enzymes are temporarily expressed in Fe2þ-grown
cells, but to a lesser extent than in S0-grown cells. It might also
explain the smooth (lag-free) adaptation of Fe2þ-grown A.
ferrooxidans CCM 4253 cells to S0 oxidation, whereas S0-
grown cells lacking a complete iron-oxidizing system only
oxidize Fe2þ after a 4- to 7-day lag phase [23].

Findings of this and previous studies [8,11,12,15] suggest
possible mechanisms of anaerobic S0 oxidation coupled with
dissimilatory Fe3þ reduction in A. ferrooxidans CCM 4253
(Fig. 3). The main mechanism involves the outer membrane
Cyc2 acting as a terminal Fe3þ reductase; rusticyanin acting as
a periplasmic electron shuttle; and c4-type cytochrome CycA1,
the inner-membrane cytochrome bc1 complex I and the inner-
membrane quinone pool providing electron transfer connec-
tions to key components of the sulfur metabolism machinery
(heterodisulfide reductase, thiosulfate:quinone oxidoreductase
and tetrathionate hydrolase). Additionally, an alternative
mechanism involving the inner membrane cytochrome bc1
complex II together with c4-type cytochrome CycA2, as pre-
viously reported [15], Hip and an unknown terminal Fe3þ

reductase, cannot be excluded. However, our conclusions
differ from the model presented in the cited study on the type
isms of anaerobic sulfur oxidation with ferric iron in Acidithiobacillus fer-
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strain [15], which includes H2S formation and participation of
different genes. Thus, the findings indicate strain- or phenotype-
dependent variations in the anaerobic respiratory pathway.
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