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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

In Zukunft sollen regenerative Energien die Menschheit von fossilen Energietragern
unabhéngig machen. Zu den erneuerbaren Energiequellen zéhlen neben der Nutzung
von Wind-, Wasser- und Solarenergie auch die Geothermie sowie die Nutzung von
nachwachsender Biomasse. In dieser Arbeit wird der Fokus auf nachwachsende
Rohstoffe gesetzt. Zundchst wird allgemein in die Thematik der Erneuerbaren
Energien eingefihrt. Im Anschluss untergliedert sich die vorliegende Arbeit in zwei
Teile. Der Schwerpunkt wird zum einen auf die Bioethanol-Herstellung aus
erneuerbaren Rohstoffen gelegt und zum anderen auf das Power-to-Gas Verfahren,
welches Biogasanlagen nachgeschaltet werden kann. Biogasanlagen werden ebenfalls
mit nachwachsender Biomasse betrieben. Durch das nachgeschaltete Verfahren kann
der Methanertrag gesteigert werden.

Neben der nachwachsenden Biomasse und der Erneuerbaren Energien liefern Termiten
einen weiteren Uberschneidungspunkt beider Schwerpunkte. Fiir das Power-to-Gas
Verfahren sind methanogene Archaea, die unter anderem den Termitendarm besiedeln,
von grof3er Bedeutung. Des Weiteren stellen Termiten und die den Darm besiedelnden
Mikroorganismen eine Quelle fur neuartige Enzyme zur Bioethanol-Herstellung dar.

1.1 Globale Energielage und Erneuerbare Energien (EE)

Momentan leben 7 Milliarden Menschen auf der Erde. Bei einem anhaltenden
Wachstum von derzeit 1,2 % pro Jahr wirde die Menschheit alle 12 Jahre um eine
weitere Milliarde anwachsen (B-IBE, 2016), sodass im Jahr 2050 ber 9 Milliarden
Menschen auf der Erde leben wiirden. Dadurch steigt nicht nur die Nachfrage nach
Lebensmitteln, sondern es kommt auch zum Anstieg des globalen Energieverbrauchs.
Dabei steigt der Energieverbrauch rascher als die Weltbevolkerung. Wahrend die
Weltbevolkerung von 1870 bis 2011 auf das Vierfache gestiegen ist, wuchs der
weltweite Verbrauch an fossilen Rohstoffen um das Sechzigfache und somit der pro
Kopf-Verbrauch an Energie durchschnittlich um das 16fache (BMU, 2011). Der
Energieverbrauch Deutschlands und der Welt wird primar durch fossile Energietrager
gedeckt (BGR, 2015). Fossile Rohstoffe sind Produkte der vor Millionen Jahren durch
Pflanzen einsetzenden Photosynthese, bei der Kohlenstoffdioxid (CO;) zu
energiereichen Verbindungen reduziert und fixiert wurde (Reineke & Schlémann,
2015).
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Im Jahr 2015 bezog Deutschland seinen Primérenergiebedarf aus Mineraldl (33,9 %),
Kohle (24,6 %), Erdgas (21,0 %), Kernenergie (7,5 %), Erneuerbaren Energien
(12,6 %) und zu 0,5 % aus anderen Quellen (BMWi, 2016 a). Berechnungen zufolge
betrdgt die statische Reichweite der Erddlreserven etwa 40 Jahre und die von Erdgas
60 Jahre (Abbildung 1.1). Die statische Reichweite beschreibt die Zeitdauer, in der die
Reserven unter Annahme der gegenwartigen Verbrauchslage vollstandig erschopft sein
werden (BMU, 2011).
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Konventionelles Erdol
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Braunkohle

Uran

T T T T T T T
6 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 Statische Reichweite (in Jahren)

Abbildung 1.1: Statische Reichweite weltweiter Energiereserven. Nach BMU
2011.

Bei Reserven handelt es sich um sicher nachgewiesene Mengen, die nach derzeitigem
technischem Stand wirtschaftlich zu erschlielen sind. Ressourcen hingegen werden als
solche Energiemengen definiert, die geologisch nachgewiesen wurden, jedoch nicht
wirtschaftlich forderbar sind. Des Weiteren umfassen Ressourcen solche Mengen, die
nicht nachgewiesen wurden, aber aus geologischer Sicht erwartet werden. Aufgrund
des Endlichkeitscharakters der fossilen und nuklearen Energietrager ist es ein
langfristiges Ziel, diese zu substituieren und regenerative Alternativen zu finden.
Abgesehen von der Endlichkeit fossiler Rohstoffe, spielen politische, 6kologische und
6konomische Grunde sowie soziale Aspekte bei der Suche nach alternativen Energien
eine Rolle. Erneuerbare Energien (EE) sind somit fir die globale Energieversorgung
von grol3er Bedeutung. Derzeit wird der grofite Anteil der Bruttostromerzeugung durch
fossile Energietrager gedeckt (Abbildung 1.2 A). Der Anteil der Bruttostromerzeugung
(Abbildung 1.2 B) an EE betrug in Deutschland 2016 bereits 29,5 % (BMWi, 2016 b),
wobei der grofite Teil durch Windenergie, Photovoltaik (PV) und Biomasse geleistet
wurde. Dieser soll im Rahmen des EE-Gesetzes (EEG) kontinuierlich gesteigert
werden, sodass im Jahr 2050 der Stromverbrauch in Deutschland zu 80 % abgedeckt

wird.
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Abbildung 1.2: Bruttostromerzeugung in Deutschland 2016 in TWh (Stand
Dezember 2016). A: Bruttostromerzeugung gesamt, B: Erneuerbare Energien
aufgeschlisselt in  Wasser- und Windkraft, Hausmill, Photovoltaik
(PV)/Geothermie und Biomasse.

Vorlaufige Zahlen, z. T. geschatzt. ** regenerativer Anteil. Nach BMWi, 2016 b.

Die Nutzung von Biomasse zur Substitution fossiler Energietrager hat in Deutschland
in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Aktuell sind 8861 Biogasanlagen
(BGA) in Deutschland in Betrieb (FvB, 2016), in welchen nachwachsendes
Biomaterial durch eine komplexe mikrobielle Gemeinschaft stufenweise zu Biogas
umgesetzt wird. Deutschland ist somit das grofite Biogas produzierende Land der Welt
geworden (Weiland, 2010). Biogas kann fossile Energietrager bei der Strom- und
Warmeproduktion ersetzen sowie als gasformiger Kraftstoff in der Automobilindustrie
eingesetzt werden.
Die Produktion von Bioethanol aus lignocellulosehaltiger Biomasse stellt eine weitere
Moglichkeit dar, fossile Energietrdger zu ersetzen. Im Jahr 2014 stellen die EE 5,6 %
des Kraftstoffverbrauchs in Deutschland (BMWi, 2016 c). Neben Bioethanol z&hlen
auch Biodiesel sowie Biogas zu den Biokraftstoffen fir Autos, Lastwagen, Zige,
Schiffe und Flugzeuge. Neben der Elektromobilitat, welche die Stromerzeugung aus
erneuerbaren Energiequellen mit dem Verkehrssektor verbindet, leisten die
Biokraftstoffe im Verkehrssektor ebenfalls einen Beitrag zum Klimaschutz und zur
Energieversorgung (BMWi, 2016 c).
Bei der Nutzung von lignocellulosehaltigem Biomaterial handelt sich um eine
Bioethanol-Herstellung der zweiten Generation. Im Unterschied zur Produktion von
3
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Bioethanol der ersten Generation, bei der Zuckerrohr, Mais oder Getreide verwendet

werden, besteht keine Konkurrenz zur Nahrungs- und Futtermittelherstellung.

1.2 Bioethanol aus lignocellulosehaltiger Biomasse

Derzeit wird Bioethanol hauptsachlich aus Zucker und Stérke gewonnen. In Brasilien
erfolgt die Herstellung aus Zuckerrohr, wéhrend in den USA hauptsachlich Mais, aber
auch Getreide verwendet wird. Zusammen sind beide Lander fiir 89 % der derzeitigen
globalen Bioethanol-Produktion verantwortlich (Limayema & Ricke, 2012). In Europa
ist Zuckerribensirup das am meisten verwendete Ausgangsmaterial (Cardona &
Sanchez, 2007). Um die Konkurrenz zur Lebens- und Futtermittelherstellung zu
vermeiden, wird der Fokus verstéarkt auf lignocellulosehaltige Biomasse (Bioethanol-
Herstellung der zweiten Generation), aber auch auf Biomaterial aus Algen gesetzt
(Bioethanol-Herstellung der dritten Generation). Derzeit sind die vielversprechendsten
und am meisten vorkommenden cellulosehaltigen Rohstoffe in den Vereinigten
Staaten, Sudamerika, Asien und Europa in Form von Maisstroh, Zuckerrohr-Bagasse
sowie Reis- und Weizenstroh (Limayema & Ricke, 2012) vorzufinden.

In der vorliegenden Arbeit diente Weizenstroh als Ausgangsmaterial fur die

Bioethanol-Produktion.

Die pflanzliche Trockensubstanz besteht zu etwa 80 % aus Lignocellulose (Reineke &
Schlémann, 2015). Lignocellulose ist der am h&ufigsten vorkommende nachwachsende
Rohstoff auf der Erde und besteht zu 40-50 % aus Cellulose und zu je 20-30 % aus
Hemicellulose und Lignin. lhre Anteile sind je nach Pflanzenart und Alter verschieden
(Reineke & Schlémann, 2015). Graser und Stroh sind beispielsweise reicher an

Cellulose und Hemicellulose als verholzte Pflanzen.

Aufbau und enzymatischer Abbau von Lignocellulose

Cellulose ist ein lineares Polymer aus R-1,4 verkniipften Glucoseeinheiten (Abbildung
1.3). Uber Wasserstoffbriickenbindungen oder tber van-der-Waals Krafte bilden die
Cellulose-Ketten Mikrofibrillen aus, die teilweise kristallin vorliegen. Aufgrund dieser

mikrokristallinen Bereiche ist Cellulose enzymatisch schwer zugéanglich.
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Hemicellulose ist ein Heteropolysaccharid aus Hexosen (Glucose, Mannose und
Galaktose), Pentosen (Xylose und Arabinose) und Glucoronsdaure. Hemicellulosen
bilden einen Teil der Stiitz- und Geriistsubstanz von Zellwénden und machen 1/4 bis
1/3 der Pflanzenmasse aus. Neben Mannan und Xyloglucan ist Xylan eine weit
verbreitete Hemicellulose, die in Grasern und Holz vorkommt und damit in der Natur
das zweithdufigste Polysaccharid darstellt. Hemicellulose ist aufgrund der amorphen
Struktur leichter enzymatisch zugénglich als Cellulose. Wegen komplexer
Verzweigungen und Acetylierungsmuster von oligomeren Strukturen kann
Hemicellulose jedoch zur schweren enzymatischen Zuganglichkeit beitragen (Horn et
al., 2012). In der Industrie werden h&ufig Xylanasen zur enzymatischen Behandlung
beim Abbau von Lignocellulose eingesetzt. Die Hydrolyse von Hemicellulose wurde
durch einen anderen Projektpartner bearbeitet, sodass in dieser Arbeit nicht weiter

darauf eingegangen wird.

Lignin ist ein komplexes aromatisches Heteropolymer (Abbildung 1.3). Obwohl der
Abbau aromatischer Komponenten von Lignin durch Mikroorganismen stattfindet
(Fuchs et al., 2011), gibt es gegenwaértig kein géngiges industrielles Verfahren zum
Ligninabbau.
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Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau der Lignocellulosestruktur. Bereiche
amorpher und kristalliner Cellulosefibrillen sind ummantelt von Hemicellulose und
Lignin. Veréndert nach Fuchs (2014) und Reineke & Schlémann (2015).

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Schwerpunkt auf Enzyme gelegt, die
Cellulose abbauen. Aufgrund dessen soll im Folgenden auf die drei Typen von
Cellulasen (Abbildung 1.4) eingegangen werden, die synergistisch eine Hydrolyse von

Cellulose bewirken.

R-1,4-Endoglucanasen (Endocellulasen, Endoglucanasen) (EG) sind fir die
hydrolytische Spaltung amorpher Bereiche innerhalb der Cellulose-Ketten zustandig

und generieren somit freie Kettenenden.

Die 3-1,4-Exoglucanasen [Exocellulasen, Exoglucanasen, Cellobiohydrolasen (CBH)]
agieren am reduzierenden oder nicht-reduzierenden Kettenende. Cellobiohydrolasen
setzen Cellobiose frei und durch Glucohydrolasen wird Glucose freigesetzt.

Cellobiohydrolasen sind die am meisten verbreitete Komponente in natirlichen und
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kommerziellen Cellulase-Mixturen und ein Thema intensiver Studien (Horn et al.,
2012).

Als letzter Typ sind RB-Glucosidasen zu erwéhnen, die Cellobiose, welche
hauptséchlich durch die beiden anderen Typen von Cellulasen entsteht, vom nicht-
reduzierenden Kettenende zu Glucose hydrolysieren.

Cellulose
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e A -
L J
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| Endocellulase
COO000 O 0000000000
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Abbildung 1.4: Abbau einer Cellulosefibrille. Endocellulasen greifen zundchst
amorphe Bereiche an. Exocellulasen spalten daraufhin von den freigesetzten
nichtreduzierenden Kettenenden Di- und Oligosaccharide ab. R-Glucosidasen spalten
Cellobiose zu Glucose. Verandert nach Fuchs (2014).

Herstellung von Bioethanol der zweiten Generation

Die industrielle Produktion von Bioethanol der zweiten Generation erfolgt in mehreren
Schritten. Zunéchst ist eine Vorbehandlung der Lignocellulose nétig, um die
kristallinen Bereiche der Cellulose und die Matrix aus Hemicellulose und Lignin
aufzuldsen, sodass die Oberflache vergroBert und der Zugang der Mikroorganismen
erleichtert wird (Mood et al., 2013). Es stehen dazu verschiedene physikalische
(Mahlen, Mikrowellenstrahlung), chemische (Sauren, Laugen, Ozonolyse),
physikalisch-chemische (Dampfexplosion, Nassoxidation) und biologische Methoden
(Einsatz von Pilzen, vor allem WeiRfaulepilzen) zur Verfligung (Mood et al., 2013).
Jede Methode bringt diverse Nachteile mit sich, sodass die Verfahren einer standigen

Optimierung unterliegen. So konnen wahrend der Vorbehandlung Inhibitoren

7
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entstehen, welche die zur enzymatischen Hydrolyse ndtigen Mikroorganismen negativ
beeinflussen. Die Inhibitoren werden in drei Gruppen klassifiziert: (1) schwache
Sduren wie Lavulin-, Ameisen- und Essigsaure, (2) Furanderivate wie 5-
Hydroxymethylfurfural (HMF) und Furfural sowie (3) phenolische Komponenten
(Palmqvist & Hahn-Hé&gerdal, 2000; Mood et al., 2013). Die Auswahl einer geeigneten
Methode zur Vorbehandlung erfolgt je nach Zusammensetzung der Lignocellulose, die
zur Verflgung steht. Die Zusammensetzung variiert nicht nur zwischen
unterschiedlichen Pflanzenarten, sondern héngt auch von dem Reifegrad ab (Lee et al.,
2007). Verschiedene strukturelle Eigenschaften wie Grad der Kristallinitdt der
Cellulose, Zugang zur Oberflache, Grad der Cellulose-Polymerisation, Anwesenheit
von Lignin und Hemicellulose sowie der Grad der Acetylierung von Hemicellulose
haben eine Auswirkung auf die biologische Abbaubarkeit der Lignocellulose (Zheng et
al., 2014). Okonomische Analysen ergaben, dass nahezu 40 % der prognostizierten
Verfahrenskosten mit der Freisetzung der Zucker aus Hemicellulose und Cellulose
Uber den kombinierten Einsatz von Vorbehandlung, Enzymproduktion und
enzymatischer Hydrolyse verbunden sind, wobei die Vorbehandlung fur die Halfte
davon verantwortlich ist (Yang & Wyman, 2008). Obwohl die Kosten fir die
Enzymproduktion um das 20-fache reduziert wurde, sind die Kosten fir Cellulasen im
Vergleich zu Amylasen um das 3 bis 10-fache héher (Schubert, 2006).

Nach der Vorbehandlung erfolgt die enzymatische Hydrolyse oder auch enzymatische
Saccharifikation genannt. Die Enzyme der Mikroorganismen konnen in diesem
zweiten Schritt die Cellulose und Hemicellulose aufgrund der Vorbehandlung besser
angreifen und in Zuckermonomere Uberfiihren, die im nachsten Schritt zu Ethanol
fermentiert werden. Den letzten Schritt in der Bioethanol-Produktion stellt die
Destillation dar.

In der vorliegenden Arbeit erfolgt die Vorbehandlung des Getreidestrohs durch eine
Thermodruckhydrolyse (TDH), welche am Pruf- und Forschungsinstitut Pirmasens
(PF1) durchgefiihrt wurde. Dabei wird das Stroh fir mindestens 30 min bei einer
Temperatur von 150 °C und unter Zusatz von 0,32 % Salpeterséure inkubiert. Final
wird durch eine pl6tzliche Expansion bei einem Druck von 2 bar eine Trennung in eine
flussige und eine feste Phase erreicht. Je nach Reaktortyp (100 | Reaktor bzw. 425 |
Reaktor) und Form des Substrates (loses Stroh oder Strohballen) konnte etwa 50 %
bzw. 30 % der theoretisch enthaltenen Xylose und etwa 10 % bzw. 5 % der theoretisch

enthaltenen Cellulose durch TDH hydrolysiert werden (Ballmann et al., 2013). Zur
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Entfernung hemmender Substanzen wie HMF und Furfural, die beim Abbau von
Zuckern entstehen konnen, wird die flussige Phase mit Aktivkohle behandelt (Gasser
et al., 2014). Die feste Phase kann vor der enzymatischen Saccharifikation gewaschen
und ebenso wie die flissige Phase umgepuffert werden. Die kombinierte Anwendung
von TDH und enzymatischer Saccharifikation setzt 81 % bzw. 67-68 % der theoretisch
maoglichen Zuckermenge frei. Xylose kann dabei zu 74 % bzw. 50-58 % und die

Cellulose zu 74 % bzw. 79-74 % gespalten werden (Ballmann et al., 2013).

1.3 Power-to-Gas

Die sich am schnellsten entwickelnden und sich am meisten verbreitenden
Technologien zur Gewinnung regenerativer Energien auf der Welt beinhalten die
Umsetzung von Windenergie und die direkte Umsetzung solarer Energie
(Photovoltaik) in Elektrizitat (Szuhaj et al., 2016). Solar- und Windenergie sind jedoch
tages- und jahreszeitlichen Schwankungen unterlegen, sodass wegen fehlender
Netzkapazitdten und unzureichender Speichermdglichkeiten von Elektrizitat Anlagen
zwangsweise abgeschaltet werden missen. Um den Verlust an Energie zu vermeiden,
kann dieser Uberschussstrom genutzt werden, um die Elektrolyse von Wasser zu
betreiben, welches ein gut bekannter und effizienter Prozess ist (Bessarabov et al.,
2015; Szuhaj et al.,, 2016). Der dabei entstehende Wasserstoff (H,) soll mit
Kohlenstoffdioxid (CO,) aus BGA oder der Industrie zusammengebracht werden, um
in einem Hochleistungs-Methanreaktor energiereiches Methan (CH,;) mit Hilfe
methanogener Archaea zu produzieren (Abbildung 1.5). Ein Gemisch aus Wasserstoff
(H2) und Sauerstoff (O,) im Verhdltnis 2:1 ist bereits in geringen Mengen explosiv.
Methan (CHy,) ist in Anwesenheit von Sauerstoff (O,) im Gegensatz zu Wasserstoff
(H2) nicht explosiv und damit leichter zu handhaben. Technisch erfolgt die
Methansynthese  bereits (ber den sogenannten Sabatier-Prozess. Dieses
katalysatorabh&ngige Verfahren erfordert jedoch eine hohe Reinheit der Ausgangsgase
und eine dementsprechend aufwéndige vorgeschaltete Gasaufreinigung. Die
Katalysatoren sind gegenilber Schwefelwasserstoff (H,S) empfindlich und kdénnen
beschadigt werden, der biologische Prozess hingegen erfdhrt dadurch keine
Beeintrachtigung und auf eine Aufreinigung der Ausgangsgase kann verzichtet

werden.
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung einer Biogasanlage (BGA) mit
nachgeschaltetem Power-to-Gas Verfahren. Wirtschaftsdiinger, Reststoffe und
nachwachsende Rohstoffe werden in die BGA eingebracht. Die Substrate werden
anaerob in einem komplexen, stufenweisen Prozess im Hauptfermenter und Nachgéarer
zu Biogas mit der energietragenden Komponente Methan (CH,;) umgesetzt.
Gérriickstande werden als Dungemittel im Pflanzenanbau eingesetzt. Das gewonnene
Biogas kann nach Aufarbeitung ins Erdgasnetz eingespeist werden oder in
Blockheizkraftwerken zur Gewinnung von Wéarme und Strom genutzt werden.
Uberschussstrom aus Wind- und Solarenergie wird verwendet, um Elektrolyse zu
betreiben. Der entstehende Wasserstoff (H,) wird mit Kohlenstoffdioxid (COy)
beispielsweise aus BGA zusammengebracht und in einem Hochleistungs-
Methanreaktor zu Methan (CH4;) umgesetzt, welches in das Erdgasnetz, das in
Deutschland gut ausgebaut ist (Fischer et al., 2013), eingespeist werden kann. Durch
diesen Prozess kann die zwangsweise stattfindende Abschaltung von Wind- und
Solaranlagen entfallen und der Methanertrag in BGA gesteigert werden. Verandert
nach FNR (2011).

Das gasformige Methan ist im Vergleich zu Strom besser speicherbar und kann ins
Erdgasnetz eingespeist werden, welches in Deutschland gut ausgebaut ist. Solange die
Technologie fir die Speicherung und den Transport von Wasserstoff nicht ausgereift

ist, stellt dieses Power-to-Gas Verfahren eine sinnvolle Alternative dar, um den
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Verlust an Energie zu vermeiden und gleichzeitig den Methanertrag von BGA zu
steigern.

1.4 Biogasanlagen

Die Entstehung von Methan ist ein natrlich vorkommender Prozess, der beim Abbau
organischer Substanz unter Limitierung von Sauerstoff sowie anderer terminaler
Elektronenakzeptoren wie Nitrat und Sulfat stattfindet. Durch kontrollierte
Fermentationsprozesse lasst sich die Methanentstehung technisch nutzen, wie es in
Kléaranlagen, Deponien und Biogasanlagen (BGA) geschieht (Bayer. Landesamt fiir
Umwelt, 2007). Wirtschaftsdinger (Rinder- und Schweinegiille) und Reststoffe aus
der Landwirtschaft sowie nachwachsende Rohstoffe wie Mais, Getreide-
Ganzpflanzensilage, Grassilage oder Riben werden in BGA als Substrate eingebracht
(Friehe et al., 2013 b) (Abbildung 1.5). Dort setzt eine komplexe mikrobielle
Gemeinschaft organisches Material unter anaeroben Bedingungen stufenweise zu
Methan um, welches die energietragende Komponente und Hauptbestandteil von
Biogas ist. Die Reaktionen der individuellen Stufen werden von verschiedenen
Konsortien von Mikroorganismen katalysiert, die teilweise in syntropher Beziehung
zueinander stehen und unterschiedliche Anspriiche an ihre Umgebung stellen
(Weiland, 2010; Klocke et al. 2017).

Es werden verschiedene Anlagetypen von BGA unterschieden. Bei der Nutzung von
Energiepflanzen in Deutschland sind zweistufige Anlagen, bestehend aus einem
Hauptfermenter und einem Nachgérer, weiter verbreitet. Hydrolyse und
Methanogenese finden in beiden Reaktoren statt, wahrend sie in zweiphasigen
Anlagen getrennt ablaufen. Dies kann von Vorteil sein, da der ideale pH-Wert fiir die
Hydrolyse leicht im Sauren liegt (5,5-6,5) und der fir die Methanogenese im neutralen
Bereich (6,8-7,2) (Weiland, 2010). Der zweiphasige Anlagentyp wird bevorzugt bei
kommunalen und industriellen organischen Abféallen und festem Mist verwendet.
Unterschieden wird auflerdem zwischen Nass- und Feststofffermentation. Die
Feststoff- oder auch Trockenfermentation genannt, mit vertikalen Rihrwerken,
dominiert in der Anwendung. Eine Durchmischung des Garbehalters dient primér der
erleichterten Freisetzung des Biogases in den Auffangbereich. Sie stellt zudem den
Kontakt zwischen Mikroorganismen und Substrat sicher, sodass eine hohe Produktion
an Biogas gewahrleistet werden kann. In nicht durchmischten Behéltern kommt es

aufgrund von Dichteunterschieden und dem Auftrieb durch Gasbildung zu einer
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Schichtenbildung. Die Mikroorganismen befinden sich hauptséchlich im unteren Teil
des Fermenters, wéhrend sich das abzubauende Substrat in der oberen Schicht
ansammelt (Friehe et al.,, 2013 a). Eine zu starke Durchmischung ist jedoch
kontraproduktiv, denn acetogene Bakterien, die Wasserstoff bilden, stehen in einer
engen Lebensgemeinschaft mit den Wasserstoff verbrauchenden Methanogenen.
Werden diese syntrophen Organismen aufgrund von Scherkréften voneinander
getrennt, ist der Interspezies-Wasserstoff-Transfer zwischen acetogenen Bakterien und
methanogenen Archaea gestort. Der Wasserstoffpartialdruck steigt an, wodurch die
Umsetzung der Zwischenprodukte der Acidogenese aus energetischen Griinden
verhindert wird. Es kommt zur Anreicherung organischer Sduren, wie beispielsweise
Propionséure, iso-Buttersdaure und iso-Valeriansdure, was wiederum die
Methanogenese hemmt.

Die Mehrheit (etwa 86 %) der Biogasanlagen in Deutschland wird mesophil
(37-43 °C) betrieben (Maus et al., 2016). Mesophile Anlagen zeichnen sich durch eine
héhere Diversitat an Mikroorganismen und eine bessere Prozessstabilitat aus. Es gibt
aber auch thermophile Anlagen (6 %), die bei Temperaturen zwischen 45 und 60 °C
betrieben werden. Der erhohte Energiebedarf zur Erhaltung der thermophilen
Temperatur im Reaktor stellt keinen wichtigen Faktor dar, da zusétzliche Wéarme, die
durch Kraft-Warme-Kopplung entstanden ist, zur Zeit haufig vergeudet wird (Weiland,
2010). Thermophile Anlagen zeichnen sich durch héhere Umsatzraten und Kiirzere
hydraulische Verweilzeiten aus. Unter der hydraulischen Verweilzeit wird die
durchschnittliche Zeit des Aufenthalts von Substraten im Fermenter verstanden. In
mesophilen Anlagen ist eine Verweilzeit von 30 bis 40 Tagen anzustreben (Bayer.
Landesamt fur Umwelt, 2007). In der Praxis wird diese jedoch meist Uberschritten. Die
hydraulische Verweilzeit in BGA, die mit Energiepflanzen wie Mais gefiittert werden,
kann 40 bis 80 Tage betragen (Konig et al., 2013). In thermophilen Anlagen betréagt sie
etwa 20 Tage (Maus et al., 2016).

Das gewonnene Biogas kann in Blockheizkraftwerken zur Gewinnung von Wérme und
Strom genutzt werden und l&sst sich dartiber hinaus nach Aufarbeitung ins Erdgasnetz
einspeisen (Abbildung 1.5), welches in Deutschland gut ausgebaut ist (Fischer et al.,
2013).
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In der vorliegenden Arbeit wurde eine BGA (BGA Butschen) in Viersen (Nordrhein-
Westfalen) beprobt, die thermophil bei 54 °C betrieben wird, eine Verweilzeit von
28 Tagen aufweist und die sich durch einen platzsparenden, siloférmigen Anlagenbau
auszeichnet. Weitere Anlagenparameter sind der Tabelle 2.1 unter Abschnitt 2.5 zu
entnehmen. Die Durchmischung des Substrates erfolgt tiber eine Pumpe, wobei das
Substrat Uber eine Fermentersteigleitung dem Gérraum im oberen Teil wieder
zugeflhrt wird. Des Weiteren gibt es ein Hydrolyserohr, in welchem das Substrat ein
bis zwei Stunden verbleibt, bevor es von der nachsten Charge weiter in den Garraum
geschoben wird. Die Hydrolyse findet somit in einem separaten Raum innerhalb des
Fermenters statt (Hydrolyserohr). Das neu hinzukommende Substrat wird vom
restlichen Fermenter vorgewarmt, wodurch der Abbau beschleunigt wird. Steine und
nicht abbaubare, feste Bestandteile sammeln sich in einem konusférmig vertieften

Boden, von dem sie abgesaugt werden kénnen.

Mikrobiologische Prozesse in Biogasanlagen

Die Zusammensetzung von Biogas variiert und ist abhangig von diversen Parametern
wie eingebrachtem Substrat, Anlagentyp und dessen Betriebsparameter. Grundsétzlich
besteht Biogas aus 50-75 % der energietragenden Komponente Methan (CHy),
25-45 % Kohlenstoffdioxid (CO,), 2-7 % Wasser (H,0), 0-2 % Stickstoff (N;), 0-1 %
Wasserstoff (Hy) und zu je 0-2 % Sauerstoff (O,) bzw. Schwefelwasserstoff (H,S)
(Bayer. Landesamt fur Umwelt, 2007). Der mikrobiologische Prozess des anaeroben
Abbaus organischer Substrate lasst sich in vier Stufen einteilen: Hydrolyse,
Acidogenese, Acetogenese und Methanogenese (Abbildung 1.6). Der Prozess des
stufenweisen Abbaus organischen Materials findet im Fermenter dabei zeitlich und

raumlich parallel statt.
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Organische Polymere
(Polysaccharide, Lipide, Proteine, Lignocellulose)
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Abbildung 1.6: Schema des anaeroben Abbaus von organischen Polymeren durch
Mikroorganismen in Biogasanlagen. Die Umsetzung der Polymere erfolgt in vier
aufeinanderfolgenden ~ Stufen:  Hydrolyse, Acidogenese, Acetogenese und
Methanogenese. Neben den wichtigsten Substraten und Stoffwechselwegen sind
ebenfalls die beteiligten Mikroorganismengruppen abgebildet. 1 = fermentative
Bakterien | (primdre Garer) und Il = fermentative Bakterien Il (sekundare Gérer).
Neueste Erkenntnisse zur methylotrophen Methanogenese und Methanotrophie (May,
2015), die es genauer zu ermitteln gilt, wurden in dem Schema nicht berucksichtigt.
Verandert nach Reineke & Schlémann (2015).

Hydrolyse
In der ersten Stufe, der Hydrolyse, werden komplexe organische Polymere

(Polysaccharide, Lipide und Proteine) in ihre oligomeren und monomeren
Verbindungen (Saccharide, Fettsduren und Aminosduren) gespalten. Dazu findet eine
Besiedlung des organischen Materials statt und Bakterien sekretieren hydrolytische
Enzyme wie Cellulasen, Cellobiasen, Xylanasen, Amylasen, Lipasen und Proteasen
(Weiland, 2010; Christy et al.,, 2014). Auch die mdogliche Beteiligung und
Verbesserung der hydrolytischen Phase durch anaerobe Pilze der Gattung Cyllamyces,
die in Rindermist nachgewiesen wurden (Fliegerova et al., 2010), wird diskutiert
(Griffith et al., 2010; Kuhad et al., 2016). Die meisten der hydrolytischen Bakterien
sind strikt anaerob wie Bacteroidetes, Vertreter der Gattungen Clostridium und

Bifidobacterium, aber auch einige fakultativ Anaerobe wie Enterobacteriaceae und
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Vertreter der Gattung Streptococcus sind beteiligt (Weiland, 2010; Klocke et al.,
2017). Die entstehenden oligo- und monomeren Verbindungen kdénnen von den
hydrolytischen Organismen wie auch von anderen Bakterien aufgenommen werden
(Christy et al., 2014).

Der Abbau von Cellulose und Hemicellulose, welche Bestandteile von Pflanzen sind,
sowie der Zugang hydrolytischer Bakterien zu diesem Material stellen den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in Biogasanlagen dar (Christy et al., 2014;
Zheng et al., 2014; Horvath et al., 2016). Lignin wird nach bisherigem Kenntnisstand
unter anaeroben Bedingungen nicht oder nur sehr langsam abgebaut, sodass Substrate
mit hohem Ligninanteil in Biogasanlagen praktisch nicht umgesetzt werden (Schieder
et al., 2010). Lignocellulosehaltiges Biomaterial ist in ausreichender Menge vorhanden
und ein billiges Ausgangsmaterial zur Herstellung von Biogas. Aufgrund der
kristallinen Struktur ist es durch Mikroorganismen jedoch schlecht abzubauen. In der
Vergangenheit wurde deshalb die Aufmerksamkeit auf die Vorbehandlung von
lignocellulosehaltiger Biomasse gelegt, vergleichbar mit der Bioethanol-Herstellung
der zweiten Generation (Abschnitt 1.2). Die Vorbehandlung beinhaltet verschiedene
physikalische, chemische und biologische Methoden (Divya et al., 2015;
Budzianowski, 2016). Die Vorbehandlung sollte kosteneffizient sein und einen
maoglichst hohen Ertrag an polysaccharidhaltigem Substrat mit einer geringen Menge
an inhibitorischen Nebenprodukten liefern (Horvéath et al., 2016). Gegenwaértig kommt
es dennoch aufgrund der resultierenden Kostensteigerung der Biogasproduktion zum
Rickgang der Anwendung der vielen existierenden Methoden (Budzianowski, 2016).
So sind die Kosten flr die am haufigsten verwendeten Enzyme wie Cellulasen und
Hemicellulasen (Zheng et al., 2014) recht hoch. Dem gegeniiber steht dabei eine nur
geringe Steigerung der Biogasproduktion, wodurch die Anwendung von Enzymen zur
Vorbehandlung limitiert wurde (Mao et al., 2015). Bei der Nutzung von
lignocellulosehaltigem Biomaterial zur Herstellung von Biogas kommt es somit zu den
gleichen Problemen wie bei der Nutzung von Lignocellulose zur Bioethanol-
Herstellung. Erkenntnisse aus der Bioethanol-Herstellung der zweiten Generation
(siehe Abschnitt 1.2) konnten somit auch die Herstellung von Biogas aus

Lignocellulose verbessern.
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Acidogenese
Waéhrend der Hydrolyse gebildete Produkte werden in der zweiten Stufe, der

Acidogenese, von fermentativen Mikroorganismen (primére Gérer, | in Abbildung 1.6)
als Substrat genutzt. Das wahrend der Glycolyse entstehende Pyruvat kann je nach
mikrobiellem Stoffwechselweg zu leicht fluchtigen S&uren wie Essigsdure,
Propionsdure und Buttersaure sowie zu anderen organischen Sauren (Ameisensaure,
Milchsdure), Ketonen oder Aldehyden umgesetzt werden. Aufgrund dessen sinkt der
pH-Wert, was fur die acidogenen und im foldenden Schritt fur die acetogenen
Bakterien von Vorteil ist, denn sie bevorzugen ein leicht saures Milieu (pH 4,5-5,5).
Des Weiteren entstehen durch den anaeroben Abbau durch die primédren Gérer
Alkohole, H, und CO,. Vertreter der acidogenen Stufe sind Streptococcus,
Lactobacillus, Bacillus, Escherichia coli und Salmonella (Christy et al., 2014). Des
Weiteren konnte die Art Defluviitoga tunisiensis in einer Untersuchung am haufigsten
isoliert und in hoher Abundanz detektiert werden und scheint somit eine grofe
Bedeutung in Biogasanlagen zu spielen (Cibis, 2014; Cibis et al., 2016). Die Bildung
von Essigsdure, Propionsaure oder Buttersaure konnte bei Kulturen von Isolaten der
Gattung Bacillus, Clostridium, Defluviitoga, Dendrosporobacter, Proteiniborus,
Selenomonas und Tepidanaerobacter nachgewiesen werden (Cibis, 2014; Cibis et al.,
2016).

Mit der Bildung von Essigsaure, Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff entstehen bereits
wéhrend der Acidogenese Ausgangsstoffe, die in der letzten Stufe des anaeroben
Abbaus, der Methanogenese, verwendet werden kdnnen.

Werden veresterte Fette wie Raps6l und proteinreiche Substrate wie Kleegras
eingesetzt, entstehen aus den darin enthaltenen  Schwefelverbindungen
Schwefelwasserstoff (H,S) und aus Stickstoffverbindungen Ammoniak (NHs3)
(Schieder et al., 2010). Diese Stoffe konnen bereits in geringen Konzentrationen
toxisch sein und somit den Garprozess storen (Friehe et al., 2013 a). Bei der Nutzung
von Biogas fiihren hohe H,S-Konzentrationen zu Korrosionsschdden an
Blockheizkraftwerken und Heizkesseln (Friehe et al., 2013 a). Im Vergleich zu
kohlenhydrathaltigen Substraten ist der Methangehalt in Biogas beim Einsatz von
lipid- und proteinreichen Substraten potentiell hoher. Hydrolyse und Acidogenese sind
nicht strikt zu trennen, denn hydrolytisch aktive Bakterien kdnnen entstandene
Produkte ebenfalls weiter verwerten. Mikroorganismen, die an den ersten beiden

Stufen beteiligt sind, zeichnen sich im Gegensatz zu den Organismen, die an der
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Acetogenese und der Methanogenese beteiligt sind, durch schnellere Wachstumsraten
aus. Eine Anreicherung von Carbonsduren wie Propionsdure, Buttersdure,
Valeriansaure, Capronsaure u. a. kann ein Hinweis auf eine Prozessinstabilitat sein.
Sinkt der pH-Wert, behindert dies die Organismen der Methanogenese und damit auch
die syntrophen Organismen der Acetogenese, was zu einer weiteren Akkumulation von

Sauren und damit einer Absenkung des pH-Wertes fiihrt.

Acetogenese
In der dritten Abbaustufe werden die in der Acidogenese entstandenen leicht

fluchtigen Fettsduren sowie Ethanol, aber auch fluchtige Fettsauren zu Acetat,
Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff abgebaut. Die Reaktionen werden hauptséchlich
von strikt anaeroben, syntrophen Bakterien, den sekundéaren Garern (Il in Abbildung
1.6), durchgefiihrt. Die Oxidation von Fettsauren ist ein endergoner Prozess, der nur
stattfinden kann, wenn die entstehenden Produkte (Essigsédure oder Wasserstoff) aus
dem Reaktionsgleichgewicht entfernt werden und Energie von nachfolgenden
Reaktionen bereitgestellt wird. Wasserstoff ist in Wasser schlecht l6slich, sodass sich
der Wasserstoffpartialdruck in unmittelbarer Umgebung der Syntrophen erhéhen und
die Reaktion thermodynamisch unmdglich machen wirde. Aufgrund dessen kommen
die Acetogenen in einer engen Lebensgemeinschaft, einer sogenannten Syntrophie, mit
den Wasserstoff verbrauchenden methanogenen Archaea vor, die an der letzten Stufe
des anaeroben Abbauprozesses beteiligt sind. Unter Syntrophie ist ein Spezialfall der
symbiotischen Kooperation zwischen zwei metabolisch verschiedenen Organismen zu
verstehen, die gegenseitig auf die Umsetzung von Substraten angewiesen sind,
typischerweise aus energetischen Griinden (Schink, 1997). Zwischen den syntrophen,
acetogenen Bakterien und den methanogenen Archaea entsteht ein Inter-Spezies-
Elektronentransfer in Form von Wasserstoff (Schink, 1997; Schieder et al., 2010).

Die Wasserstoff produzierenden acetogenen Bakterien wie Syntrophomonas wolfeii
und Syntrophobacter wolinii sind strikt anaerob und besitzen ein pH-Optimum bei
etwa 6. Die langsam wachsenden Organismen reagieren sensitiv auf Fluktuationen des
organischen Materials und auf Umwelteinfliisse (Christy et al., 2014). Im Allgemeinen
sind Vertreter syntropher Bakterien den Gattungen Syntrophomonas, Syntrophobacter,
Syntrophospora, Syntrophus, Propionibacter, Sporotomaculum, Pelotomaculum,
Thermoanaerobium, Pelobacter und Smithella sowie Clostridium und &-Proteobacteria

(Schieder et al, 2010) zuzuordnen. In  Propionsdure  abbauenden
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Anreicherungskulturen, die aus Biogasanlagen gewonnen wurden, konnten
Cryptanaerobacter sp./Pelotomaculum sp., Syntrophobacter sulfatireducens und
Candidatus ,,Cloacamonas" sp. als Schliisselspezies identifiziert werden (Ahlert, 2015;
Ahlert et al., 2016).

Als weitere Gruppe sind homoacetogene Bakterien zu nennen, welche den durch
acetogene Bakterien entstehenden Wasserstoff aus dem Gleichgewicht entfernen,
indem sie ihn mit CO, zu Acetat umsetzen (Schieder et al., 2010).

Bei Anwesenheit von Sulfat konnen Sulfatreduzierer des Weiteren Alkohole,
Propionat und Butyrat sowie andere organische S&uren wie Laktat, Succinat und Malat
verwerten. Sulfatreduzierer und Methanogene konkurrieren um Substrate wie Acetat
und H,/CO, (Hansen et al., 1999). Sulfatreduzierer sind in Anwesenheit von Sulfat den
methanogenen Archaea aufgrund thermodynamischer Griinde Uberlegen (Muyzer &
Stams, 2008), was zu einer verringerten Methanproduktion fuhrt (Elferink, 1994),
sodass dieser Prozess in Biogasanlagen unerwinscht ist. Daneben sind der
inhibitorische Effekt von Sulfid auf anaerobe Bakterien sowie die Toxizitat von H,S
und deren korrosiven Eigenschaften als weitere negative Begleiterscheinungen zu

nennen.

Methanogenese

In der letzten Stufe des anaeroben Abbaus, der Methanogenese, bilden methanogene
Archaea (Abschnitt 1.5) Methan. Auf Grundlage von Ergebnissen aus
Abwasserreinigungs- und Klarprozessen wurde zundchst davon ausgegangen, dass der
acetoklastische Reaktionsweg in Biogasanlagen ebenfalls dominiert. Neuere
Erkenntnisse weisen jedoch darauf hin, dass entgegen dieser Annahme die
hydrogenotrophe gegeniiber der acetoklastischen Methanogenese Uberwiegt (Bauer et
al., 2008; Nettmann et al., 2008 bzw. 2010; Maus et al., 2016). Lediglich bei niedriger
organischer Raumbelastung wurden acetoclastische Methanogene (Methanosaeta,
Methanosarcina) relativ hdufig gefunden (Schieder et al., 2010; Stantscheff et al.,
2014). Thermophile Bedingungen kénnen das Wachstum von stdbchenférmigen oder
coccoiden hydrogenotrophen Zellen bevorzugen (Demirel & Scherer, 2008).

Wie zuvor bereits erwahnt, stellt die Hydrolyse aufgrund des kristallinen Charakters
und der schweren Zuganglichkeit von Lignocellulose den

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. Werden jedoch groe Mengen an leicht
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abbaubaren Verbindungen in BGA zugefuhrt, kann die Methanogenese zum
geschwindigkeitsbegrenzenden Schritt werden.

1.5 Methanogene Archaea

Methanogene Archaea sind strikt anaerobe Mikroorganismen, die CO, oder
Methylgruppen als terminalen Elektronenakzeptor verwenden und Methan als
Endprodukt der anaeroben Atmung bilden. Archaea bilden neben Eukarya und
Bacteria die dritte Domane des Lebens. Als zweite prokaryotische Doméne neben den
Bacteria teilen sie nicht nur Eigenschaften mit ihnen, sondern auch mit den Eukarya.
DNA Replikation, Transkription und Translation &hneln beispielsweise den Prozessen
in Eukarya, wéhrend der Stoffwechsel dem der Bacteria &hnlich ist (Cavicchioli,
2011). Im Aufbau der Zellwand (Pseudomurein oder Proteinuntereinheiten anstelle
von Peptidoglycan) (Konig, 2016) und der Zellmembran ((Glycerin)Phytanyldiethern
und Biphythanyltetraether) sowie in wichtigen Coenzymen der methanogenen Archaea
(Methanofuran, Tetrahydromethanopterin, Deazaflavin F4z, Coenzym M und HS-
Coenzym B) unterscheiden sie sich grundlegend von den Eubacteria (Reineke &
Schlémann, 2015). Die methanogenen Archaea gehdren dem Phylum der
Euryarchaeota mit den folgenden sechs Ordnungen an: Methanobacteriales,
Methanococcales, Mathanopyrales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales und
Methanocellales. Eine siebte Ordnung, Methanomassiliicoccales, die phylogenetisch
nahe mit den Thermoplasmatales verwandt ist, wurde kirzlich vorgeschlagen (Gaci et
al., 2014). Methanogene sind ubiquitdr in verschiedenen anaeroben Lebensraumen
verbreitet, die mit dem Abbau organischen Materials oder geochemischer Aktivitat
assoziiert werden. Neben gemaRigten Habitaten sind Archaea im Allgemeinen
auflerdem in Umgebungen mit extremen Temperaturen, Salzgehalten und pH-Werten
zu finden (Liu & Whitman, 2008). Vertreter der methanogenen Archaea konnten in
anoxischen Habitaten wie aquatischen Sedimenten, in Sumpf- und Marschland,
Tundren, Reisfeldern, geothermischen Systemen, in Abwasser- und Klarschlamm,
Deponien sowie in Fermentern nachgewiesen und teilweise isoliert werden. Der
Gastrointestinaltrakt von Menschen und S&ugetieren sowie der Termitendarm (Konig
et al., 2013) stellen weitere Lebensrdume dar.

Die mikrobielle Methanbildung in der Natur erfolgt zu je einem Drittel im Pansen von
Wiederk&uern, in Reisfeldern und in nattirlichem Feuchtland wie Stimpfen, Seen und
Mooren (Reineke & Schlémann, 2015). Wie Abschnitt 1.6 zu entnehmen ist, ist die

19



1. EINLEITUNG

Bildung von Methan in Termiten eine beachtenswerte GréRe. Auch die Steigerung des
Reisanbaus und der Rinderzucht ist eine wichtige Ursache fir den Anstieg der
Methanbildung (Reineke & Schlémann, 2015). Methan ist im Vergleich zu CO,
einundzwanzigmal klimaschadlicher und steht in Zusammenhang mit dem
Treibhauseffekt sowie dem damit verbundenen Klimawandel.

Die terminale Abbaustufe der anaeroben Verwertung organischen Materials wird als
Methanogenese bezeichnet. In der Natur werden drei verschiedene methanogene
Okosysteme beschrieben: (1) In aquatischen Sedimenten, Reisfeldern, in Klarschlamm
und Fermentern wird das organische Material komplett abgebaut. (2) In Bezug auf den
Intestinaltrakt ist der Prozess der Mineralisation unvollstdndig und die meisten der
entstehenden Zwischenprodukte wie fliichtige Fettsauren werden vom Blutkreislauf
absorbiert und dienen als Nahrung. (3) In Abwesenheit organischen Materials, wie es
beispielsweise in heien Quellen der Fall ist, findet die Methanogenese nur in Form
von geochemisch geformtem H, statt (Garcia et al., 2000). Je nach Reaktionsweg der
Methanogenese und dem dabei verwerteten Substrat werden drei Gruppen
unterschieden: hydrogenotrophe, acetoclastische und methylotrophe Methanogene. Die
meisten Gattungen methanogener Archaea sind hydrogenotroph und reduzieren CO,
mit H, zu CH, (Liu & Whitman, 2008). Diese Reaktion liefert unter
Standardbedingungen im Vergleich zu den anderen beiden Reaktionswegen die meiste
Energie. Etwa ein Drittel des global produzierten Methans geht auf die
hydrogenotrophe Methanogenese zurlick. Viele der hydrogenotrophen Archaea kénnen
neben H, auch Formiat als Elektronendonor nutzen, einige zudem 2-Propanol, 2-
Butanol und Cyclopentanol sowie Ethanol und Kohlenstoffmonoxid (CO) (Liu &
Whitman, 2008). Die meisten organischen Substanzen wie Kohlenhydrate, langkettige
Fettsduren und Alkohole werden nicht direkt von Methanogenen metabolisiert (Liu &
Whitman, 2008). In diesem Fall sind sie auf die Fermentationsprodukte primérer und
sekundarer Gérer angewiesen (Abschnitt 1.4), die dann von den Methanogenen
wiederum als Substrat genutzt werden kdnnen. Methanogene kommen syntroph mit
heterotrophen Hj-produzierenden Bakterien vor (vgl. Abschnitt 1.4), welche die
Oxidation verschiedener Substrate katalysieren. Uber einen Interspezies-Substrat-
Transfer nutzen Methanogene den von syntrophen Bakterien gebildeten H,, sodass der
Wasserstoffpartialdruck unter 10 Pa bleibt (Schink, 1997). Im Gegenzug profitieren
die bakteriellen Symbionten von dem Entfernen des H,, welcher ansonsten deren

Wachstum behindern wirde.
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Zwei Drittel der Methanproduktion ist auf die acetoclastische Methanogenese
zurtickzufuhren (Ferry & Kastead, 2007; Liu & Whitman, 2008), bei der Acetat zu
Methan und CO, umgewandelt wird. Dieser Reaktionsweg findet vor allem in Frisch-
und Abwasser sowie in marinen Sedimenten statt (Cersosimo & Wright, 2015), denn
H, stellt in diesem Prozess den limitierenden Faktor dar (Garcia et al., 2000) und ist
auf zwei Gattungen, Methanosarcina und Methanosaeta, beschréankt. Neben diesen
beiden dominanten Wegen existiert als dritter Weg die methylotrophe Methanogenese.
Als Substrat dienen methylierte C1-Verbindungen wie Methanol, methylierte Amine
und Sulfide. Dieser Weg ist auf die Ordnung Methanosarcinales und auf die Gattung
Methanosphaera aus der Ordnung Methanobacteriales beschrankt (Liu & Whitman,
2008). Die methylotrophe Methanogenese war in BGA aufgrund der schlechten
Messbarkeit methylierter Verbindungen bisher wenig relevant. Kurzlich konnte jedoch
gezeigt werden, dass Methanol wéhrend der Hydrolysephase entsteht, welches von
methylotrophen Archaea reduziert werden kann (May, 2015). Methanol wird beim
mikrobiellen Abbau von Pektin, welches Bestandteil von Zellwénden und der
Mittellamelle ist, gebildet.

Sulfat reduzierende und homoacetogene Bakterien konkurrieren mit den
Methanogenen um H; in anaeroben Umgebungen. In Anwesenheit von Sulfat sind
Sulfatreduzierer den hydrogenotrophen Methanogenen in Bezug auf Ho-Affinitat und
Wachstumsrate tberlegen (Garcia et al., 2000). Methanogenese und Sulfatreduktion
schlieen sich jedoch gegenseitig nicht aus. Methylotrophe Methanogenese und
Sulfatreduktion kommen beispielsweise in salinen oder hypersalinen Umgebungen
gleichzeitig vor, denn Sulfatreduzierer besitzen eine geringe Affinitdt gegenuber
methylierten Aminen und Methanol, das beim anaeroben Abbau von pflanzlichen
Pektinen entsteht (Garcia et al., 2000). Die 6kologische Rolle, die Homoacetogene
spielen, ist nicht geklart. In Sedimenten scheinen sie mit Methanogenen nicht um H,
zu konkurrieren, vor allem im Intestinaltrakt von Termiten spielen sie jedoch eine
bedeutende Rolle (Garcia et al., 2000) (siehe Abschnitt 1.6).

1.6 Termiten

Termiten sind ein Beispiel fur ein etwa 150 Millionen Jahre altes Okosystem, das den
Abbau von Lignocellulose (ber den Lauf der Zeit optimiert hat, sodass der
Polymerabbau innerhalb von 24 Stunden stattfindet (Breznak, 1984; Konig et al.,

2013). Die Zusammensetzung von Lignocellulose kann Abschnitt 1.2 entnommen
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werden. Cellulose ist der Hauptbestandteil von pflanzlichem Material (40-50 %) und
stellt die am meisten verbreitete Biomasse auf der Erde dar (Tomme et al., 1995; Ni &
Tokuda, 2013). Termiten konnen 74-99 % der Cellulose und 65-87 % der
Hemicellulose im Holz abbauen (Watanabe & Tokuda, 2010), sodass das symbiotische
System der Termiten effizienter und schneller ist als das von Pilzen oder Wiederkduern
(Konig et al., 2013; Brune, 2014). Wéahrend die pilzziichtenden Macrotermitinae,
welche eine Subfamilie der Termitidae darstellen, von der ligninabbauenden Kapazitat
ihrer pilzlichen Partner profitieren, wird der Abbau von Lignin durch die Termiten
selbst kontrovers diskutiert. Diverse Studien geben Modifikationen an den
aromatischen Ringen und den Seitenketten von Lignin wéhrend der Darmpassage in
niederen und hoheren Termiten an. (Ni & Tokuda, 2013). Die Modifikationen kénnen
durch endogene Enzyme, nicht-enzymatische Prozesse oder durch mechanische
Beitrdge der Mandibel und des Kaumagens hervorgerufen werden (Brune, 2014).
Modifiziertes Lignin ist Hauptbestandteil des ausgeschiedenen Faeces.

Entgegen der weit verbreiteten Meinung stellen nur relativ wenige Termiten eine
Gefahr flr Strukturen aus Holz dar (Brune, 2014). Die Rolle der Termiten als direkte
Mediatoren organischen Abbaus und als wichtige Komponenten der tropischen
Bodenfauna, welche fur die Humifikation, Bodenbeschaffenheit, Stickstofffixierung,
Wasserdynamik, Aggregatbindung und die Bildung von Tonmineralen verantwortlich
sind, ist weithin anerkannt (Bignell et al., 1997).

Von Termiten werden betrachtliche Mengen an Methan freigesetzt. Geschatzt wird,
dass die jahrliche Methanemission durch Termiten 1,5 x 10° t (150 Mt, 1 Mt = 10" g)
betrdgt (Zimmermann et al., 1982). Weltweit sind etwa 2-4 % der Methanemission auf
Termiten zurtickzufiihren (Sugimoto et al., 2000), was 11 % der Methanemission aus
natrlichen Quellen entspricht (Liu & Whitman, 2008). Zusammen mit Schaben,
TausendfuRlern und Ké&fern gehdren Termiten zu den wenigen terrestrischen
Arthropoden, von denen bekannt ist, dass sie dieses Treibhausgas emittieren
(Hackstein & Stumm, 1994). Es gibt grof3e Unterschiede bei der Methanemissionsrate
zwischen Termiten verschiedener Erndhrungsgruppen als auch unter den
verschiedenen Termitenarten (Brauman et al., 1992; Bignell et al., 1997). Die Grilinde
fur diese Unterschiede sind nicht bekannt. Generell emittieren niedere Termiten
weniger Methan als hohere Termiten (Bignell et al., 1997). Unter den hoheren
Termiten wurden bei humusfressenden und bei einigen pilzkultivierenden Termiten die

hdchsten Methanemissionsraten, verglichen mit grasfressenden und holzfressenden,
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hoheren und niederen Termiten, beobachtet (Brauman et al., 1992: Hongoh &
Ohkuma, 2010).

Termiten, die der Ordnung Isoptera angehdren, sind sozial lebende Insekten mit flnf
Kasten (Geschlechtstiere - Konig, Konigin und Nymphen; Arbeiter und Soldaten).
Zusammen mit den Mantodea (Fangschrecken) und den Blattaria (Schaben) bilden sie
eine monophyletische Gruppe, die Dictyoptera (Eggleton, 2001 & 2011). Aufgrund
phylogenetischer Kontroversen kam es inzwischen zur Einigung, dass Termiten als
Epifamilie (taxonomisch gesehen eine Stellung zwischen Familie und Superfamilie)
der Blattaria betrachtet werden (Lo & Eggleton, 2011). Es gibt 282 Gattungen (Snyder,
1949) mit 2761 beschriebenen Arten (Konig et al., 2013), von denen nahezu 75 % auf
die hoheren Termiten (Familie Termitidae) entfallen (Ni & Tokuda, 2013). Diese
unterscheiden sich von den niederen Termiten, zu denen sechs Familien
(Mastotermitidae, Kalotermitidae, Termopsidae, Hodotermitidae, Rhinotermitidae und
Serritermitidae) gehoren, durch die Abwesenheit von Flagellaten im Hinterdarm der
Termiten.

Das Verbreitungsgebiet der Termiten liegt hauptsachlich in den tropischen und
subtropischen Regionen, jedoch kommen verschiedene Arten der Gattung
Reticulitermes (Rhinotermitidae) in Teilen Stdeuropas vor (Clément et al., 2001). Die
ersten schabendhnlichen Fossilien stammen aus dem Karbon vor ~310 Millionen
Jahren und Fossilien, die rezenten Schaben &hneln, erscheinen in der friihen Kreidezeit
(~130 Millionen Jahre). Die é&ltesten Termitenfossilien stammen ebenfalls aus der
Kreidezeit (~135 Millionen Jahre), sodass der Ursprung der Dictyoptera im spaten Jura
(~150 Millionen Jahre) angesiedelt wird (Lo & Eggleton, 2011). Die in Australien
vorkommende Art Mastotermes darwiniensis (M. darwiniensis), welche einige
gemeinsame Merkmale mit den als Termitenvorfahren angesehenen holzfressenden
Schaben besitzt und somit morphologisch gesehen als die urspringlichste Termite gilt,
stellt die einzige rezente Spezies der Familie der Mastotermitidae dar. Der
ursprungliche Charakter wird insbesondere in der Kaste der Gefligelten (Alate)
deutlich, welche die reproduktiven Termiten umfassen. Die Hinterfligel haben
beispielsweise einen distinkten Anallappen und die Weibchen besitzen ein reduziertes
Ovipositor (Gay & Calaby, 1970). In Australien stellt M. darwiniensis die destruktivste
Termitenart dar und lebt von diversen Substraten, darunter auch Holz und Heu (Gay &
Calaby, 1970).
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Waéhrend die hoheren Termiten diverse Substrate, darunter insbesonder Humus,
verwerten (Ni & Tokuda, 2013), nutzen die evolutiondr alteren, niederen Termiten
vorrangig Holz als Nahrungsquelle. Bei der Verwertung der Substrate wird neben den
termiteneigenen mechanischen und enzymatischen Beitrdgen eine komplexe
symbiotische Gemeinschaft aus allen drei Doménen des Lebens genutzt: Bacteria,
Archaea und Eukarya (Flagellaten, Hefen und Pilze) (Konig et al., 2006).

Holzabbau durch Termiten und ihre Symbionten

Aufgenommene Nahrung wird zunédchst durch die Mandibel in wenige Mikrometer
grolRe Fragmente (10-20 um) zerkleinert (Brune, 2014), bevor diese im Vorderdarm
mit Enzymen der Speicheldriisen gemischt und im Kaumagen weiter zerrieben werden
(Abbildung 1.7). Glucose, die im Mitteldarm freigesetzt wird, steht der Termite zur
Verfugung. Der Hinterdarm mit vergroBerter Garkammer enthalt hauptséchlich die
symbiotischen Organismen.

Vorderdarm
(Endoglucanasen, B-Glucosidasen)

——

Mitteldarm

Hiimolymphe

Endprodukte
® . Modifiziertes Lignin,
“Hy, COy, CHy

.. A l
Ma.nc.llbel Y CH,
(Partikel 10-20 pum) . ,
Hinterdarm mit vergroflerter Géarkammer
Kaumagen  plageflaten: Exo- und Endoglucanasen, A
Kropf B-Glucosidasen

) . Y - kurzkettige
Mikroorganismen: Enzyme, . " Fettsiuren

mikrobielle Fermentationsprodukte
0;
o [

Abbildung 1.7: Schema der Holzpassage durch niedere Termiten und Ablauf
mikrobieller Prozesse in der Garkammer des Hinterdarms. Der Termitendarm
untergliedert sich in VVorder-, Mittel- und Hinterdarm mit vergrélRerter Garkammer, in
der hauptséchlich die symbiotisch aktiven Organismen vorzufinden sind. Durch
Fermentationsprozesse der Flagellaten entstehen hauptsachlich Acetat und kurzkettige
Fettséuren, die von der Termite resorbiert werden. Der als Zwischenprodukt anfallende
Wasserstoff (H,) wird tber Homoacetogene mit Kohlenstoffdioxid (CO,) zu Acetat
umgesetzt, tber Methanogene zu Methan umgesetzt oder wird freigesetzt. Der Influx
von Sauerstoff (O,) Uber die Peripherie der Garkammer ist aufgrund des grofRen
Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis enorm. Die effiziente Umsetzung von O, durch die
mikrobielle Gemeinschaft des Termitendarms resultiert in einem steilen O,-Gradienten
im Hinterdarm. Der Einfluss methanotropher Bakterien auf die Methanoxidation ist
noch zu ermitteln. Verandert nach Brune (2014).
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Symbiotische Aktivitdt im Termitendarm

Bei dem Abbau von Lignocellulose in Termiten werden drei Stufen unterschieden.
Zunéchst findet eine Hydrolyse der Polymere in Oligomere und Monomere durch
termiteneigene Enzyme sowie durch Enzyme der symbiotischen Flagellaten, Hefen
und Bakterien statt. Im zweiten Schritt werden diese durch oxidative und fermentative
Prozesse von Hefen und Bakterien zu niedermolekularen Sauren, Alkoholen, CO, und
H, abgebaut. In der letzten Stufe entstehen durch homoacetogene und
sulfatreduzierende Bakterien sowie durch methanogene Archaea Acetat, CO, und
Methan (Konig et al., 2013). Acetat sowie einige andere kurzkettige Fettsauren,
welche typische Endprodukte fermentativer mikrobiologischer Prozesse sind, werden
von den Termiten als Energiequelle genutzt und zu CO, oxidiert (Abbildung 1.8).

Holz-

Polysaccharide
Termite
Symbionten

oxidative/fermentative

. Bakterien |
1 | acidogene Bakterien
Laktat
(Succinat)
(Ethanol)

fermentative Bakterien |1
acetogene Bakterien

A\ 4

Acetat H, + CO,
(Propionat) (Formiat)
(Butyrat) Termite
| A methanogene Archaea
i Termite Methanotrophe methanotrophe Bakterien
\,/ :
CO, CH,

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des Abbaus von Holz-Polysacchariden
im Hinterdarm niederer Termiten. Die Starke der Pfeile deutet auf die hauptsachlich
stattfindenden Stoffwechselprozesse hin. Getrichelte Linien - - markieren metabolische
Aktivitaten, die durch den kontinuierlichen Einstrom von Sauerstoff (O,) in die Darm-
Peripherie stattfindet. Dieser Influx resultiert aus dem steilen O,-Gradienten zwischen
Darmepithel und Darminhalt. O, konnte mittels Microsensor-Analysen zwischen
50 und 200 um in der Peripherie der Garkammer nachgewiesen werden. Gepunktete
Linien - sind noch zu verifizieren. Verandert nach Brune (2009).

25



1. EINLEITUNG

Flagellaten
Die in niederen Termiten vorkommenden Flagellaten sind evolutionér gesehen eine der

ersten abgezweigten Eukaryoten (Konig et al., 2013). Alle in Termiten beschriebenen
Protozoa gehdren den Oxymonadida (Brugerolle & Konig, 1997), Trichomonadida
(Brugerolle et al., 1994) und Hypermastigida an. Die Flagellaten nehmen im
Hinterdarm verbleibende Polysaccharide durch Phagocytose auf und hydrolysieren
diese durch Cellulasen und Hemicellulasen. Dadurch entsteht Acetat, welches der
Termite zur Verfligung gestellt wird, sowie CO, und H..

Methanogene Archaea und Spirochaeta kommen in Endo- oder Ektosymbiose mit den

in Termiten vorkommenden Flagellaten vor.

Pilze und Hefen

Pilze wie Alternaria alternata, einige Aspergillus Arten und andere filamentose Pilze
konnten aus dem Darm von Termiten isoliert werden (Konig et al., 2013)
Verschiedene Hefen der Gattung Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Pichia,
Sporothrix und Trichosporon wurden aus den Darmen diverser niederer Termiten
isoliert. In Zootermopsis angusticollis und Neotermes castaneus wurden zwischen
10" und 5 x 10° Hefezellen pro ml Darminhalt gefunden (Konig et al., 2013).

Von einigen Isolaten wurde eine hydrolytische Aktivitat gegeniiber Xylan oder
Cellulose beschrieben (Schéfer et al., 1996; Wenzel et al., 2002; Handel, 2016).

Bakterien

Die Gesamtzellzahl an Prokaryoten im Termitendarm liegt zwischen 107-10™/ml
(Berchtold et al., 1999). Durch molekulare Analysen konnte die mikrobielle Flora im
Termitendarm unabhdngig von ihrer Kultivierbarkeit bestimmt werden. Es konnten
Proteobakterien, Bacteroidacea, Flavobacteriaceae sowie Spirochaeta identifiziert
werden. Spirochaeta stellen die vorherrschende bakterielle Flora im Hinterdarm dar
(Konig et al., 2013). Die Bakterien sind am Abbau von Cellulose, Hemicellulose,
Oligosacchariden und aromatischen Komponenten beteiligt. AuRBerdem spielen sie eine
Rolle in der Nitratfixierung und leisten einen Beitrag zum Redoxstatus.
Homoacetogene Bakterien und Spirochaeta (Droge et al., 2006; Droge et al., 2008;
Konig & Droge, 2010), die Acetat aus CO, und H; produzieren und der Termite somit

Nahrung bereitstellen, sind an der dritten Stufe des Polymerabbaus beteiligt.
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Spirochaeta kommen frei lebend, angeheftet an das Darmepithel oder an Protisten vor
und stellen damit einen typischen Fall von Ektosymbiose dar (Wenzel et al., 2003;
Ohkuma et al., 2006). Obwohl die Methanogenese der Homoacetogenese
normalerweise aus thermodynamischen Grinden in Bezug auf H, Uberlegen ist,
dominiert die reduktive Acetogenese Uber die Methanogenese in den meisten
holzfressenden Termiten (Liu & Whitman, 2008; Brune, 2014). Im Gegensatz dazu ist
es in humusfressenden und pilzziichtenden Termiten umgekehrt (Brauman et al., 1992;
Tholen & Brune 1999; Liu & Whitman, 2008). Obwohl der Mechanismus nicht
bekannt ist und auch unter den verschiedenen Termitenarten variieren kann, gibt es
verschiedene Theorien, warum die Acetogenese im Gegensatz zur Methanogenese
bevorzugt wird. Zum einen wird vorgeschlagen, dass Acetogene in ihrem
Metabolismus vielseitiger sind und neben H; auch andere organische Substrate nutzen
kénnen (Tholen & Brune, 1999). Allerdings bleibt dann zu klaren, warum diese
Vorteile nicht in anderen Habitaten genutzt werden (Liu & Whitman, 2008). Zum
anderen sind die D&rme der Termiten hochstrukturiert und durch O,- und H,-
Gradienten sowie den pH-Wert charakterisiert. In hoheren Termiten wird H, in den
anterioren Bereichen des Darms akkumuliert, wéhrend die H,-Konzentration in den
posterioren Bereichen unterhalb des Detektionslevels liegt (Schmitt-Wagner & Brune,
1999). Es ist somit mdglich, dass im Termitendarm Ulber das Epithel ein H,-Transfer
von anterioren Bereichen stattfindet, sodass Mikronischen geschaffen werden, in
denen bevorzugt die Acetogenese ablaufen kann (Tholen & Brune, 1999; Liu &
Whitman, 2008). Auch ist der H,-Partialdruck ausreichend fir die Acetogenese.
Sulfatreduzierende Bakterien, die alle der Gattung Desulfovibrio zugeordnet werden
konnten, kdnnten unter Hp-Limitation den Acetogenen und Methanogenen Uberlegen
sein. Bis zu 10" lebende Zellen pro ml Garkammerinhalt wurden in Mastotermes
darwiniensis und Reticulitermes santonensis gezahlt (Kuhnigk et al., 1996; Konig et
al., 2006). Durch ihre Befahigung zur Knallgas-Reaktion, bei der O, mit H; reduziert
wird, halten sie das anoxische Milieu im Termitendarm aufrecht. Sie kénnten in der
Lage sein, einen kompletten Schwefel-Kreislauf durchzufthren und somit einen
Beitrag zum Redoxstatus leisten.

Kirzlich wurden methanotrophe Bakterien isoliert, die nahe mit der Gattung
Methylocystis verwandt sind (Reul et al., 2015). Ihr Einfluss auf die Methanoxidation

im Termitendarm ist noch zu ermitteln.
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Archaea

Alle methanogenen Archaea, die im Termitendarm identifiziert werden konnten,
gehdéren den Ordnungen Methanosarcinales, Methanomicrobiales, der Kkirzlich
entdeckten Methanoplasmatales bzw. Methanomassiliicoccales (Paul et al., 2012;
Brune, 2014) sowie Methanobacteriales mit der am h&ufigsten identifizierten Gattung
Methanobrevibacter (M ‘brevibacter) (M‘ = Methano) an (Konig et al., 2013).
Methanogene in niederen Termiten sind meist mit der Gattung M ‘brevibacter der
Familie Methanobacteriaceae verwandt. Dagegen gehdren methanogene Archaea in
hoheren Termiten zu der Familie Methanosarcinaceae oder der Ordnung der
Methanomicrobiales zusatzlich zu M ‘brevibacter an (Ohkuma et al., 2006). Des
Weiteren finden sich in humusfressenden héheren Termiten neben den methanogenen
Euryarchaeota bisher nicht Kkultivierte archaeelle Phyla, die nahe mit
ammoniumoxidierenden Thaumarchaeota oder mit Crenarchaeota verwandt sind
(Friedrich et al., 2001; Grieco et al., 2013).

Bisher konnten drei verschiedene Arten der Gattung M ‘brevibacter aus der
holzfressenden niederen Termite Reticulitermes flavipes in Reinkultur erhalten
werden: M brevibacter curvatus RFM-2", M ‘brevibacter cuticularis RFM-1" und
M brevibacter filiformis RFM-3" (Leadbetter & Breznak, 1996; Leadbetter et al.,
1998). Drei Stdmme, die nahe mit M ‘bacterium bryantii verwandt sind, konnten aus
héheren Termiten mit unterschiedlichen Ernahrungsgewohnheiten isoliert werden
sowie ein Isolat aus einer holzfressenden, hoheren Termite, das mit M ‘brevibacter
arboriphilus nahe verwandt ist (Deevong et al., 2004).

Archaea kommen, wenn auch selten, frei lebend in der Garkammer des Hinterdarms
von niederen Termiten vor. Haufiger sind sie an das Darmepithel angeheftet oder
kommen in Assoziation mit Flagellaten vor (Leadbetter & Breznak, 1996; Ohkuma et
al., 2006; Brune, 2009; Brune, 2014). Dabei kommen sie sowohl in Ecto- als auch in
Endosymbiose mit den Flagellaten vor (Ohkuma, 2008). Ebenso wie
sulfatreduzierende Bakterien befinden sie sich somit an den bellfteten Bereichen des
Darmepithels. Dort herrschen mikroaerophile Bedingungen (Abbildung 1.7) mit einem
konstanten Zustrom von Sauerstoff Uber die Tracheen und das Epithel (Brune et al.,
1995; Konig et al., 2006). Methanogene, Acetogene und Sulfatreduzierer, die den
Termitendarm besiedeln, tolerieren und verbrauchen Spuren von O, (Leadbetter &
Breznak, 1996; Kuhnigh et al., 1996; Karnholz et al., 2002; Christy et al., 2014).

M ‘brevibacter Arten zeigen kein Wachstum, wenn Spuren von O, im Medium
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vorhanden sind. Als dichte Zellsuspensionen bleiben sie jedoch metabolisch aktiv,
wenn sie einem kontrollierten Zustrom von O, ausgesetzt werden, solange der Zustrom
nicht Uber der Kapazitat der O,-Entfernung liegt (Tholen et al., 2007; Brune, 2010).
Isolate aus der Termite Reticulitermes flavipes zeigten eine katalasedhnliche Aktivitat,
die ihnen dabei hilft, Wasserstoffperoxid (H,O;) zu entgiften, welches von ihnen oder
von Mikroorganismen in der Umgebung durch partielle Reduktion von O, gebildet
werden konnte (Leadbetter & Breznak, 1996). M ‘brevibacter arboriphilus zeigte bei
der Anwesenheit von Hamin im Medium ebenfalls eine hohe Katalase-Aktivitat
(Brioukhanov & Netrusov, 2012). Die Umsetzung erfolgt hochstwahrscheinlich Gber
die Knallgas-Reaktion und einem vier-Elektronen-Transfer Uber FsoH, Oxidase
(Seedorf et al., 2004; Brioukhanov & Netrusov, 2012). Phylogenetisch ist die FoH>
Oxidase nahe mit FprA von M ‘thermobacter marburgensis Marburg” verwandt. Das
heterolog exprimierte Protein ist ebenfalls eine hoch effiziente Oxidase (Seedorf et al.,
2004). Die Sensitivitat gegeniiber Sauerstoff steigt in der angegebenen Reihenfolge:
Methanosarcina < Methanobrevibacter < Methanobacterium << Methanococcus
(Kiener & Leisinger, 1983; Seedorf et al., 2004).

Die Bakteriendichte im Termitendarm ist hoher als die der Archaea und obwohl die
Acetogenese der Methanogenese in holzfressenden Termiten Uberlegen ist, werden

betrachtliche Mengen an CH, freigesetzt.

1.7 Ziele der Arbeit

Lignocellulose stellt ein kostengunstiges Ausgangsmaterial dar, welches auf der Erde
in groBen Mengen zur Verfiigung steht und im Gegensatz zur Bioethanol-Herstellung
der ersten Generation keine Konkurrenz zur Nahrungs- und Futtermittelherstellung
darstellt. Die groRte Herausforderung in der Bioethanol-Herstellung der zweiten
Generation besteht darin, Lignocellulose effizient in Zuckermonomere umzusetzen.
Die Vorbehandlung der Lignocellulose ist bisher noch recht energieaufwéndig und
damit kostenintensiv. Der Einsatz von Cellulasen und anderen Enzymen ist ebenfalls
teuer. Der konventionelle, industrielle Produktionsprozess beinhaltet die
Vorbehandlung, enzymatische Hydrolyse und Fermentation, welche einer stdndigen
Optimierung unterliegen, um wirtschaftlich Bioethanol der zweiten Generation
herzustellen (Saadeddin, 2014). Die dabei gewonnenen Erkenntnisse kdnnen auch fiir
die Biogas-Produktion von Vorteil sein. In der Natur stellen holzfressende Termiten

durch eine Kombination aus termiteneigenen Enzymen und der Symbiose mit
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Organismen aus allen drei Doménen des Lebens ein effizientes System zum Abbau
von Lignocellulose dar.

Ziel dieser Arbeit ist es zum einen, neuartige Enzymquellen aus holzfressenden
Termiten zu finden, um die Hydrolyse von Cellulose effizient durchzufiihren, sodass

wirtschaftlich Bioethanol aus Stroh produziert werden kann.

Deutschland ist das weltweit flihrende Land, was die Produktion von Biogas betrifft.
Aufgrund der veranderten Subventionspolitik ist der Neubau an Biogasanlagen
zuruckgegangen. Der Fokus wird nun verstarkt auf die Optimierung der bestehenden
Anlagen gelegt. Neben der Nutzung von Biomasse z&hlen die Umsetzung von
Windenergie und die direkte Nutzung solarer Energie zu den am meisten verbreiteten
erneuerbaren Technologien (Szuhay et al., 2016). Im Zuge von fehlenden
Netzkapazitaten in Deutschland und der schlechten Speicherbarkeit von Elektrizitat ist
dabei das Power-to-Gas Verfahren in den Fokus geriickt. Dabei soll der
Uberschussstrom aus Wind- und Solaranlagen dazu genutzt werden, um Elektrolyse zu
betreiben. Der dabei entstehende Wasserstoff kann daraufthin mit CO, aus
Biogasanlagen zusammengebracht werden, um in einem Reaktor Methan zu erzeugen.
Daher ist es zum anderen ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die Steigerung des
Methanertrages in Biogasanlagen durch ein nachgeschaltetes Power-to-Gas Verfahren
zu erreichen. Daflr sollten methanogene Archaea aus Termiten und aus einer
thermophilen Biogasanlage isoliert sowie auf ihre Methanproduktion Uberprift

werden, sodass sie in einem Hochleistungs-Methanreaktor eingesetzt werden konnen.
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2. Material und Methoden

Im Folgenden sind zundchst die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien

und Gase sowie Reaktionskits und Gerate aufgefuhrt. Nicht weiter aufgefihrte

Laborausstattungen entsprechen den allgemein ublichen Laborstandards.

2.1 Chemikalien und Gase

In den Versuchen wurden Chemikalien, Antibiotika und Gase der folgenden Hersteller

verwendet.

Chemikalie

Acrylamid/Bisacrylamid (30 % wi/v)
Agar

Agarose (peqGOLD Universal Agarose)
p-Aminobenzoesaure
Ammoniumeisen(ll)-sulfat Heptahydrat
Ammoniumnitrat

Ammoniumchlorid

Ammoniumsulfat

Biotin

Borséure

Buttersaure

Calciumchlorid Dihydrat
D-Calciumpantothenat
Casaminoséauren

Carboxymethylcellulose Natriumsalz

mittelméaRige Viskositét)
Cobalt(I1)-sulfat Heptahydrat
Cystein-Hydrochlorid-Monohydrat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Dithiothreitol
Eisen(ll)-chlorid Tetrahydrat
Eisen(ll)-sulfat Heptahydrat
Ethanol, reinst (99 %)
Ethidiumbromid

Folséure

Glycerin

Hefeextrakt

Isobuttersdure

(CMC,

Isovalerianséure
Chemikalie
Kalialaun

Hersteller

Serva Electrophoresis, Heidelberg
Marcor, New Jersey, USA
Peglab, Erlangen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Difco, Wurzburg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Marcor, New Jersey, USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Hersteller
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogencarbonat
Kobalt(l1)-chlorid Hexahydrat
Kupfer(ll)-sulfat Pentahydrat
Liponsdure

Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Mangan(ll)-chlorid Tetrahydrat
Mangansulfat Monohydrat
R-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumacetat
Natrium-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Natriumformiat
Natriumhydrogencarbonat
Natriummolybdat-Dihydrat
Natriumselenit

Natriumsulfat

Natriumsulfid Nonahydrat
Natriumwolframat
Nickel(Il)-chlorid Hexahydrat
Nikotinsdure
2-Methylbutterséure
Pyridoxinhydrochlorid
Resazurin

Riboflavin
Thiaminhydrochlorid
tri-Natriumcitrat Dihydrat
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)
Trypton

Tween 80

Valeriansaure

Vitamin B,

Yeast Nitrogen Base
Zinkchlorid

Zinksulfat Heptahydrat

Zur Erstellung von Reinkulturen wurden Ldsungen der Antibiotika Kanamycinsulfat
und Vancomycin-HCI der Firma Roth (Karlsruhe) in einer Konzentration von 100

bzw. 50 mg/ml [w/v] angefertigt. Im Medium wurde eine Endkonzentration von 100
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Marcor, New Jersey, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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bzw. 50 pg/ml [w/v] erreicht. Die Antibiotikalésungen wurden einzeln oder in

Kombination eingesetzt.

Folgende Gase der Firma Westfalen (Minster) wurden bezogen: Formiergas zur
Herstellung anaerober Medien (95 % N)/5 % H;) [v/v] und das Gemisch
Wasserstoff/Kohlenstoffdioxid (80 % H,/20 % CO,) [v/v], das zur Erstellung der
Gasphase (ber den Medien verwendet und gegen die Formiergasatmosphare

ausgetauscht wurde.

2.2 Biochemikalien, Enzyme und Kits

Im Folgenden werden die verwendeten Biochemikalien, Enzyme und Kits mit

Herstellerangabe aufgefiihrt.

Biochemikalien und Enzyme
Ammoniumpersulfat (APS)

dNTP-Mix: dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(je 10 mM)

Enhancer Solution P (5x)
Magnesiumchlorid-Ldsung (25 mM)
Rinderserumalbumin (Fraktion V Albumin)
Oligonukleotide (100 pM)

PCR-Puffer Y mit (20 mM MgCl,; 10x)
PCR-Wasser

Protein-GroRenstandard:

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder 10-250

kDa
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

DNA-GroRenstandard: GeneRuler DNA Ladder Mix

(0,5 pg/ul)

DNA-Ladepuffer (6x)

Restriktionsenzyme und dazugehorige Puffer

- BsuRI (10 U/ul) mit Puffer R (10x)

- Smal (10 U/ul) mit Puffer Tango

- Xhol (10 U/ul) mit Puffer Tango

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Kits

DNA-Isolierung:

- DNeasy® Blood and Tissue-Kit

- GeneMatrix Stool DNA Purification Kit EURX
PCR-Aufreinigungskit

- USB® Ex0SAP-IT® PCR Product Cleanup

Hersteller
Roth, Karlsruhe
Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen

Roth, Karslruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Peglab, Erlangen

Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot

Peglab, Erlangen

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Thermo Fisher Scientific Waltham,

USA

Sigma-Aldrich, Steinheim
Hersteller

Qiagen, Hilden
Roboklon, Berlin

Affymetrix, Santa Clara, USA
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- FastDNA Spin Kit for Soil
Klonierungskit TOPO TA Cloning Kit for
Sequencing

2.3 Gerate und Hilfsmittel

MP Biomedicals, France
Invitrogen, Carlsbad, USA

Fur die durchgefiihrten Versuche wurden folgende Geréte und Hilfsmittel verwendet.

Gerat

Anaerobenzelt (Type B komplett)
Autoklav: Tecnomara

Brutschranke:

- Heraeus (B 6120)

- Memmert (GTR 0214)
Elektrophoresekammern:

- Mini PROTEAN® Tetra Cell

- Sub-Cell® Model 96

- Wide Mini-Sub® Cell GT
FPLC-Anlage:

- FPLC-Detektor Single Path Monitor UV-1
- FPLC-Fraktionssammler Frac-10

- FPLC-Mischzelle Flow Cell HR 10

- FPLC-Pumpen Pump P-500

- FPLC-S&ule Mono S™ HR 5/5

- FPLC-Séule Superdex™ 75 HR10/30
Séaule

- Superose 12 10/300 GL
Gaschromatograph GC 2014

- Supelco SlII 100 / 120 Carbosieve Saule 30 m x
0,25 mm

Geldokumentationseinheit BioVision CN3000

Heizblock HTM 130

Heizplatte mit Magnetriihrer (RCT S26)

Gerat

IEF-Apparatur

- Rotoforzelle

- Rotofor Preparative IEF-Cell Mikroskop

- Fluoreszensmikroskop Modell BZ-8000 Filter
DAPI-B (Ex 360/40; BA 460/50; DM 400)

Phasenkontrastmikroskop: Laborlux11

pH-Meter CG 840

Photometer Colorimeter Model 45

UV-VISIBLE Recording Spectrophotometers UV-
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Hersteller
Coy Laboratory Products, Michigan, USA
Tecnomara, Fernwald

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Memmert, Schwabach

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

Shimadzu, Duisburg
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Vilber Lourmat, Eberhardzell
HLC BioTech, Bovenden
IKA®-Labortechnik, Staufen
Hersteller

Bio-Rad, Miinchen

Keyence, Neu-Isenburg

Leitz, Wetzlar

Schott, Mainz

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Shimadzu, Kyoto, Japan
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240

Pipetten Eppendorf, Hamburg
Starlab, Hamburg

Reinstwasseranlage: Merck-Millipore, Darmstadt

- Milli-Q Plus 185

- Millipore RiOS 30

Software (ausgenommen Betriebssoftware von

Laborgeréaten):

- BiolD Vilber Lourmat, Eberhardzell

- BLAST Altschul et al., 1990

- UCSF Chimera V1.9 www.cgl.ucsf.edu/chimera (Stand 22.07.2016)

- DECIPHER's Find Chimeras http://decipher.cee.wisc.edu/FindChimeras.html
(Stand 22.07.2016)

- EXPASYy ProtParam tool http://web.expasy.org/protparam/
(Stand 22.07.2016)

- EzTaxon Server 2.1 Chun et al., 2007; Kim et al., 2012
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon
(Stand 22.07.2016)

- FinchTV Version 1.4.0 Geospiza Inc, Seattle, USA

- Microsoft Office 2010 Microsoft, Redmond, USA

- ReversComplement http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html (St
22.07.2016)

Spannungsgeréat: Power Source 300 V VWR, Darmstadt

Spritze mit Absperrventil, 10 ml Hamilton, Reno, NV, USA

Silikon-Septum flr Gewindeflaschen N 9 mit Macherey-Nagel, Diiren

PTFE

Thermocycler

- S1000TM Thermal Cycler (PCR) Bio-Rad, Miinchen

- Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg

Vakuum-Exsikkator Trivac D 4B Leybold Vacuum, Koln

Vortex-Geréat: Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York, USA

Gerat Hersteller

Waagen

- Laboratory L610 Sartorius, Gottingen

- Analytic A120S Sartorius, Gottingen

Wasserbad GFL GFL, Burgwedel

Zentrifugen

- Micro Star 17 VWR, Darmstadt

- Sigma 2-16K Sigma, Osterode

2.4 Verbrauchsmaterialien
Bei der Durchfiihrung der Versuche wurden folgende Verbrauchsmaterialien

verwendet.
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Verbrauchsmaterial

Deckglaser:

-18 x 18 mm

- 24 x 60 mm

Dialyseschlauche (PorengroRe 3,5 kDa)
Filter (alle: 0,2 um Porengrof3e)
Glasgefalie

Glasgerdte zur anaeroben Kultivierung:

- Bormioli-Injektionsflaschen (100 ml) mit Butylsepten
und Aluminium-Bordelkappen

- Hungate-Rohrchen: Kulturréhrchen, 12,5 cm mit
Lochkappe und Butylsepten

- Transfusionsflaschen mit Naturgummi-Septen und
Aluminiumschraubkappe mit Loch

Kanulen: BD MicrolanceTM 3 (verschiedene
Durchmesser)

Obijekttrager (76 x 26 cm)
Petrischalen aus Polystyrol
Pipettenspitzen :

- TipOne: 10 pl, 200 pl und 1250 pl
-5ml

-10 ml

Reaktionsgefalie:

- PCR-Tubes (0,2 ml)

- Safe-Lock Tubes (1,5 ml)

- Safe-Lock Tubes (2,0 ml)
Vivaspin 20, 5 kDa

2.5 Untersuchte Biogasanlage (BGA)

Hersteller

Menzel, Braunschweig

Roth, Karlsruhe

Zellutrans, Roth

VWR, Darmstadt

Schott, Mainz

Glasgeratebau Ochs, Bovenden/Lenglern

Becton, Dickinson and Company, Hei-
delberg

Menzel, Braunschweig
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Starlab, Hamburg
Starlab, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Gottingen

Fur die Isolierung von methanogenen Archaea wurde eine thermophile Biogasanlage

(BGA Butschen) in Viersen (Nordrhein-Westfalen) beprobt. Die Anlagenparameter

sind in Tabelle 2.1 aufgefihrt.

Tabelle 2.1: Anlagenparameter der Biogasanlage (BGA Butschen) in Viersen.

Anlagenparameter BGA Butschen, Viersen

Fermenter NOVA-Fermenter

Rihrung Flussigpumpe

Virutto [M°] 3x 115

Hydrolyse Hydrolyserohr

Feste Inputstoffe Maissilage (56 % Frischmasse (FM))

Gerste (Ganzpflanzensilage) (6 % FM)

Rindermist (6 % FM)

Flussige Inputstoffe Schweinegiille (32 % FM)

Leistung 150 P, [kW]
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Temperatur 54 °C
pH-Wert 7,8
Methangehalt 52-53 %
Verweilzeit 28 Tage

Von der thermophilen Biogasanlage wurden Substratproben entnommen und fir

weitere Untersuchungen bei -18 °C eingefroren.

2.6 Praparation von Termitendarmen zur Isolierung methanogener Archaea
Neben Fermentersubstrat (Abschnitt 2.5 und 2.8.2 sowie 2.8.3) wurden zur
Anreicherung methanogener Archaea die Darme von Mastotermes darwiniensis
(M. darwiniensis) und Incisitermes marginipennis (I. marginipennis) verwendet. Beide
Termitenarten wurden von der Bundesanstalt fir Materialforschung und
Materialprifung (BAM, Berlin) zur Verfugung gestellt. I. marginipennis wurde bis zur
Préaparation in Glasgefalen auf Pappelholz bei 30 °C gehalten. Die Darme von
M. darwiniensis wurden direkt prépariert. Zur Préparation der Termitendarme wurden
die Termiten dekapitiert und in 70%igem Ethanol gewaschen. Fir die Isolierung von
methanogenen Archaea aus dem Termitendarm fand die Préparation der
Termitenddarme in einem Anaerobenzelt (Coy Laboratory Products, Michigan, USA)
unter Formiergasatmosphare (95 % N,/5 % H,) [v/v] statt. Mit Hilfe steriler Pinzetten
wurde der Darm unter sterilen Bedingungen posterior aus dem Abdomen gezogen. Ein
oder zwei Darme wurden im Anschluss direkt in 20 ml Hungate-Réhrchen mit 5 ml
Né&hrmedium aufgenommen (siehe Abschnitt 2.8.2).

Fir die Diversitdtsanalyse aus M. darwiniensis wurden je 200 mg Material im
,GeneMatrix Stool DNA Purification Kit EURx“ (Roboklon, Berlin) eingesetzt
(Abschnitt 2.10.1), das aus 72 Darmen von Arbeitern sowie aus Darminhalt von
150 Soldaten stammte. Aus Arbeitern und Soldaten von I. marginipennis wurde je ein

Darm entnommen, gemorsert und ebenfalls in dem Kit eingesetzt.

2.7 Proteinbiochemische Methoden
Fur die lIsolierung und Charakterisierung einer Cellulase fanden eine Reihe

biochemischer Methoden Verwendung.

2.7.1 Azo-Carboxymethyl-Cellulose-Test (Azo-CMC-Test)
Der Azo-Carboxymethyl-Cellulose-Test (Azo-CMC-Test) ist spezifisch fiur eine 3-1,4-

D-Glucanase- Aktivitat (Endocellulase). Das Polysaccharid ist mit Remazolbrilliant
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Blau R (RBB) geféarbt. Dabei entféallt auf etwa jeden zwanzigsten Zuckerrest ein
Farbstoffmolekul.

Die Durchfihrung erfolgte nach Herstellerangaben (S-ACMC, Megazyme, Wicklow).
Je 0,5 ml Enzymlésung wurden mit 0,5 ml Substratlésung (CMC) versetzt, gemischt
und 10 min bei 40 °C inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 2,5 ml
Stoppldsung unterbrochen.

Bei Inkubation der gefarbten CMC mit Cellulase wird das Substrat depolymerisiert,
sodass niedermolekulare geférbte Fragmente entstehen. Diese Fragmente bleiben nach
Zugabe der Stopplésung in Losung. Hochmolekulare Stoffe werden durch
Zentrifugation entfernt und die Farbintensitit des Uberstandes photometrisch bei 590
nm bestimmt. Der Farbstoff ermdglicht somit einen indirekten Rickschluss auf

abgespaltene Oligosaccharide zur Quantifizierung des Celluloseabbaus.

Universalpuffer

TRIS 13,0 g/l
Maleinsédure 11,6 g/l
Citronenséaure 14,0 g/l
Borsdure 6,3 g/l

Die neu isolierte Cellulase wurde jeweils 1:10 in Universalpuffer verdinnt. Fur die
Bestimmung der pH-Aktivitdt des Enzyms wurde die Substratlésung auf pH-Werte
zwischen 2 und 5,5 eingestellt. Ebenso wurde das Enzym zuvor in Universalpuffer mit
entsprechendem  pH-Wert  verdinnt.  Zur  Ermittlung des  Temperatur-
Aktivitatsbereiches wurde der Azo-CMC-Test bei Temperaturen zwischen 30 und
90 °C durchgefiihrt. Die Bestimmung der pH-Stabilitdt und der Endprodukthemmung
durch Cellobiose wurde unter optimalen Bedingungen bei einem pH-Wert zwischen 4
und 4,5 und bei 60 °C durchgefiihrt. Die spezifische Aktivitat ist wie folgt definiert:

1 uM Remazolbrilliantblau R
1 pg Enzym X 1 min

1 spezifische RBB-Unit [U]=

2.7.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Um den Proteingehalt zu ermitteln, wurde das photometrische Verfahren nach
Warburg und Christian (1941) angewendet. Die Extinktion wird bei 280 und 260 nm
photometrisch bestimmt. Die Messungen erfolgten in Quarzkivetten mit einem
Fassungsvermdgen von 100 pl und einer Schichtdicke von 1 cm mit Hilfe des UV-

VISIBLE Recording Spectrophotometers UV-240 (Shimadzu, Kyoto, Japan).
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2.7.3 Ammoniumsulfatfallung

Zur Aufkonzentrierung der Proteinlosung wurde eine Ammoniumsulfatfallung
durchgefuhrt. Der Kulturberstand wurde zunachst filtriert (0,2 um) und der pH-Wert
mit NaOH neutralisiert. Unter Rihren im Eisbad wurde dem Kulturtiberstand fein
gemorsertes Ammoniumsulfat zugesetzt (559 g/l). Die vollstdndige Féllung erfolgte
bei 4 °C Uber Nacht. Proteinniederschldge wurden abzentrifugiert (8000 x g) und in

sterilem MilliQ-Wasser (1/10 des Ausgangsvolumens) aufgenommen.

2.7.4 Dialyse

Um die nach Ammoniumsulfatfallung erhaltene Enzymlésung in einer isoelektrischen
Fokussierung (IEF) einsetzen zu konnen, mussten zunéchst die in dieser Losung
vorhandenen Salze entfernt werden. Eine Absenkung der Leitfahigkeit wurde durch
eine zweimalige Dialyse gegen entionisiertes Wasser (eH,O) und MilliQ-Wasser
erreicht. Das verwendete eH,O bzw. MilliQ-Wasser wurde zwei Mal téaglich
gewechselt und die Dialyse erfolgte Uber 72 h bei 4 °C und unter langsamem Ruhren.
Die verwendeten Dialyseschlduche hatten eine PorengréRe von 3,5 kDa (Zellutrans,
Roth).

2.7.5 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) stellt ein elektrophoretisches Verfahren dar, bei
dem ein Protein in einem elektrischen Feld durch einen pH-Gradienten wandert bis es
an dem pH-Wert angelangt ist, an dem seine Nettoladung Null betragt (Lottspeich,
2006). Dies entspricht seinem isoelektrischen Punkt, an welchem die Summe aller
negativen und positiven Ladungen an den Aminosaureseitengruppen gleich ist.

Bei der durchgefihrten praparativen IEF wurde mittels einer Ampholytlésung (Typ
Servalyt 2-9 Seed Mix, Serva Electrophoresis, Heidelberg) in einem elektrischen Feld
ein pH-Gradient zwischen Anode (0,1 M H3PO,, niedriger pH-Wert) und Kathode
(0,1 M NaOH, hoher pH-Wert) aufgebaut, an dem sich die Proteine entlangbewegten.
1 ml der Ampholytlésung wurde mit 50 ml dialysierter Proteinldsung und 9 ml MilliQ-
Wasser versetzt. Die entstandene Losung wurde luftblasenfrei in eine Rotoforzelle
(Bio-Rad, Munchen) Gberfiihrt und die 20 Kammern der Zelle wurden versiegelt. Im
Anschluss wurde ein elektrisches Feld fur 4,5 h mit einer Spannung von 2000 V und

einer Leistung von 15 W aufgebaut (Rotofor Preparative IEF-Cell, Bio-Rad,
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Minchen). Gelangt ein Protein in den pH-Bereich seines isoelektrischen Punktes,
verliert es seine elektrophoretische Beweglichkeit und reichert sich dort an
(Fokussierung). Aus den 20 erhaltenen Fraktionen wurden solche mit eindeutig
nachgewiesener Cellulase-Aktivitat vereint und mittels Zentrifugationsfiltration
(Vivaspin 20, 5 kDa, Sartorius, Gottingen) 10-fach aufkonzentriert und mit 0,05 M
Ammoniumacetatpuffer umgepuffert.

2.7.6 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

Die FPLC stellt eine Form der Flussigkeitschromatographie dar, die zur Trennung und
Aufreinigung von Proteinen aus komplexen Gemischen eingesetzt wird.
Flussigkeitschromatographie bezeichnet dabei alle chromatographischen Methoden mit
einer flissigen mobilen Phase. In Abhangigkeit der gewiinschten Separations- oder
Aufreinigungsmethode der Proteine werden S&ulen mit verschiedenen stationéren
Phasen bei der FPLC eingesetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Superose 12 10/300 GL Sé&ule der Firma GE
Healthcare (Minchen) verwendet. Es handelt sich dabei um eine Saule fiir die
Gelchromatographie, welche geldste Molekiile nach GroRe und Form basierend auf der
unterschiedlichen Permeation der Analyten in ein porfses Tragermaterial mit
definierter Porengréfe trennt. Zur Elution der Cellulase diente Ammoniumacetat-
Puffer (0,05 M, pH 5). Es wurde eine Flussrate von 0,5 ml/min und ein Papiervorschub
des Schreibers von 0,5 cm/min gewahlt. Das Volumen der gesammelten Fraktionen
betrug 0,5 ml. Fraktionen mit signifikanter Cellulaseaktivitat wurden auf ihren
Proteingehalt (Abschnitt 2.7.2) und ihre Reinheit (Abschnitt 2.7.7) Gberprift.

2.7.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-PAGE (Abkurzung fur engl. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) stellt eine analytische Methode zur Trennung von Proteinen im
elektrischen Feld dar.

Neben den denaturierenden Eigenschaften von SDS-Molekiilen iberdecken diese des
Weiteren die Eigenladung des Proteins, wodurch die Wanderungsgeschwindigkeit des
Proteins im Gel lediglich von der Molekulmasse abhéngig ist.

Zur Proteintrennung wird wegen der hohen Auflosung ein SDS-haltiges,
diskontinuierliches TRIS-HCI/TRIS-Glycin-Puffersystem verwendet (Laemmli, 1970).

Zum GroRenvergleich werden Standards mitgefihrt, die Proteine bekannter Masse
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enthalten. Im vorliegenden Fall wurde der Proteinmarker PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder 10-250 kDa der Firma Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot)
verwendet.

Die verwendeten Puffer und Losungen sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. Die Herstellung

von denaturierenden Polyacrylamid-Gelen kann der Tabelle 2.3 entnommen werden.

Tabelle 2.2: Puffer und Lésungen fir die SDS-PAGE.

Puffer Zusammensetzung

50%ige Glycerin-Lésung 500 g/l Glycerin

10%ige SDS-Ldsung 100 g/l SDS

Sammelgelpuffer (1 M TRIS/HCI) (pH 121,14 g/l TRIS

6,8)

Trenngelpuffer (1 M TRIS/HCI) (pH 121,14 g/l TRIS

8,8)

Probenpuffer 300 pl eH,0, 300 ul 10%ige SDS-Ldsung, 125 pl

1M TRIS/HCI (pH 6,8), 200 ul 50%ige Glycerin-
Loésung, 50 pl B-Mercaptoethanol (Absolutwerte)

Laemmli-Puffer (10x) (pH 8,8) 3,0 g/l TRIS, 14,49/l Glycin, 10,0 ml/l 10%ige
SDS-L6sung

Tabelle 2.3: Herstellung eines Polyacrylamid-Gels mit Trenn- und Sammelgel.

Komponente Trenngel (20 %) Sammelgel (4 %)
eH,0 900,00 pl 3,7ml
Sammelgelpuffer (1M TRIS/HCI) (pH 6,8) 625,0 pl
Trenngelpuffer (LM TRIS/HCI) (pH 8,8) 4,52 ml

40%ige Acrylamid-Ldsung 6,00 ml 625,0 ul
10%ige SDS-L6sung 120,00 pl 50,0 pl
TEMED 10,00 pl 5,0 pl
APS 96,00 pl 50,0 pl

Zu je 5 ul Probenpuffer wurden 15 ul der jeweiligen Probe zugegeben. Im Anschluss
wurden diese 3 min bei 99 °C erhitzt. 5 pl des Standards PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder 10-250 kDa (Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot) und 10 bis 20 pl
der jeweiligen Probe wurden in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophoresekammer
wurde bis zur angegebenen Markierung mit Laemmli-Puffer beflllt und an die
Spannungsquelle angeschlossen. Der Lauf wurde bei 80 V gestartet und solange
durchgefuhrt, bis die Proben das Trenngel erreicht hatten. Danach erfolgte eine
Erhohung der Spannung auf 150 V und ein Fortsetzen des Laufs fur weitere
1,5 Stunden.
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2.7.8 Fixierung und Farbung der SDS-Gele

Um die im SDS-Gel enthaltenen Proteine sichtbar zu machen, wurden die Gele im
Anschluss an die Elektrophorese fixiert und mittels kolloidaler Coomassie-Féarbung
Roti®-Blue der Firma Roth (Karlsruhe) sichtbar gemacht. Die Farbung erfolgte nach

Herstellerangaben nach dem Protokoll ,,Farbung mit Fixierung®.

2.7.9 ldentifizierung des neu isolierten Enzyms

Die Identifizierung des Proteins erfolgte durch |G 2 nstitut fir
Immunologie in Mainz durch Verwendung der Liquid Chromatographie-Tandem
Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-Methode. Dabei wird eine Kapillar-HPLC mit
einem Tandem Quadrupole-Time-of-Flight (Q-TOF) Massenspektrometer (Synapt G2-
S-Massenspektrometer, Waters) kombiniert.

Das erhaltene Spektrum und die daraus gewonnenen Sequenzinformationen konnten
Uber das Metagenom, das von dem Kooperationspartner Seqlab — Sequence
Laboratories Goettingen GmbH generiert wurde, zur Identifizierung genutzt und mit

der Datenbank GenBank Nucleotide collection verglichen werden.

2.7.10 3D-Homologiemodellierung des neu isolierten Enzyms

Das 3D-Homologiemodell wurde durch |GGG o (nstitut fir
Molekulare Biophysik der Johannes Gutenberg-Universitait Mainz mittels des
Programms Modeller (Vv9.16) erstellt. Fir die Modellierung des 3D-
Homologiemodells diente die 5D8Z Struktur aus der Proteindatenbank (PDB), einer R-
1,4-Endoglucanase aus Ganoderma lucidum (Liu et al., 2016), als Vorlage. Diese
weist die hochste Sequenzahnlichkeit zu der isolierten Cellulase auf. Zudem ist
Cellobiose als mitkristallisiertes Substrat enthalten. Es wurden 50 Modelle errechnet
und das beste Modell anhand der niedrigsten Discrete Optimized Protein Energy
(DOPE) ausgewéhlt. DOPE ist ein statistisches Potential, das Uber eine Auswahl an
nativen Proteinen berechnet wurde (Shen & Sali, 2006), sodass Aussagen Uber den
nativen Faltungszustand der Modelle getroffen werden kénnen. Die Struktur der 3D-

Homologiemodelle wurde mit dem Programm UCSF Chimera untersucht.

2.8 Mikrobiologische Methoden
Im Folgenden werden die mikrobiologischen Methoden, die in dieser Arbeit verwendet

wurden, beschrieben.
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2.8.1 Organismen

Die in Tabelle 2.4 aufgefiihrten Archaea wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) bezogen. Die
Kultivierung erfolgte in denen von der DSMZ (DSMZ, 2017) empfohlenen Medien
oder in modifiziertem DSM 287 Medium (DSM 278 mod.) sofern ein Wachstum der
Organismen in diesem Medium mdglich war. Das Uberimpfvolumen der Organismen
betrug jeweils 10 % [v/v]. Parallele Ansatze wurden aus derselben Vorkultur
hergestellt.

Die in Tabelle 2.5 aufgefuhrten Bakterien- und Hefestimme wurden der
Stammsammlung des Instituts fur Mikrobiologie und Weinforschung (IMW, Mainz)
entnommen. Es handelt sich um Mikroorganismen, die bis auf Stamm 12749 aus
verschiedenen héheren und niederen Termiten isoliert wurden. Die Stammbezeichnung
erfolgte teils in Anlehnung an die Termite, aus der das Isolat erhalten wurde (OO fir

Odontotermes obesus, MD flr Mastotermes darwiniensis).
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Tabelle 2.4: Archaeelle Referenzstamme der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ).

Organismus DSM-Nummer DSMZ-Medium Temperatur [°C] Morphologie  Methanogenese
Methanobacterium formicicum MF' 1535 119 37 Stébchen H
Methanobacterium thermaggregans’ 3266 119 65 Stabchen H
Methanoculleus thermophilus CR-17 2373 141 55 Kokken H
Methanothermobacter crinale Tm2" 24598 119 65 Stébchen H
Methanothermobacter defluvii ADZ' 7466 141 60 Stébchen H
Methanothermobacter marburgensis Marburg” 2133 287 65 Stébchen H
Methanothermobacter tenebrarum RMAS' 23052 119 70 Stabchen H
Methanothermobacter thermautotrophicus Delta H' 1053 119 65 Stabchen H
Methanothermobacter thermoflexus IDZ' 7268 141 55 Stébchen H
Methanothermobacter thermophilus M" 6529 119 60 Stébchen H
Methanothermobacter wolfeii' 2970 119 60 Stabchen H
Methanothermococcus thermolithotrophicus SN-17 2095 141 65 Kokken H
Methanothermus fervidus V24 ST 2088 203 83 Stébchen H

T = Typstamm, H = hydrogenotroph

Tabelle 2.5: Bakterien- und Hefestamme.

Bakterium/Hefe Art Stamm Quelle Medium

Hefe Saitozyma flava 002 Odontotermus obesus** Vogels-Minimalsalz

Hefe Papiliotrema odontotermitidis 005 Odontotermus obesus** Vogels-Minimalsalz

Hefe Trichosporon mycotoxinivorans MD123 Mastotermes darwiniensis* Vogels-Minimalsalz

Hefe Saccharomyces arboricolus 12749 Fruchtkorper von Auricularia polytricha Vogels-Minimalsalz

Bakterium Bacillus megaterium CZ266a Zootermopsis angusticollis* CYM-Medium

Bakterium Bacillus megaterium CZ282¢ Zootermopsis angusticollis* CYM-Medium

* = niedere Termite
** = hohere Termite
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2.8.2 Nahrmedien zur Isolierung und Kultivierung von Mikroorganismen

Fur die Herstellung anaerober Medien (Tabelle 2.6) wurden die Medienbestandteile
zunachst bis auf die reduzierenden Agenzien Cystein-HCI und Na,S x 9 H,O sowie
Aminosaure- und Vitaminlésung zusammengefihrt und in eH,O geldst. Nachdem das
Medium im Vakuum-Exsikkator fur 30 min entgast wurde, erfolgte die Einstellung des
jeweiligen pH-Wertes. In einem Anaerobenzelt (Coy Laboratory Products, Michigan,
USA) unter Formiergasatmosphére (95 % N,/5 % H,) [v/v] erfolgte die Zugabe der
reduzierenden Agenzien mit Ausnahme von DSM 311a und 734. Der standardmaRig
allen anaeroben Medien in einer Endkonzentration von 1 mg/l zugegebene pH- und
Redoxindikator Resazurin reagiert auf die Zugabe dieser Agenzien mit einem
Farbumschlag von blau ins Farblose. Der Farbumschlag beruht auf einer zweistufigen
Reaktion, bei der das dunkelblaue Resazurin zunachst irreversibel unter Abspaltung
eines Sauerstoffatoms zum rosafarbenen Resorufin reduziert wird. Bei weiterer
Reduzierung geht Resorufin in die farblose Leukoform Dihydroresorufin tiber (Twigg,
1945). Aufgrund der Tatsache, dass letztgenannte Reaktion reversibel ist, kann ein
nachtraglicher Sauerstoffeintrag in das Medium indirekt durch die bewirkte Anderung
des Redoxpotentials anhand des Farbumschlags identifiziert werden. Die Kultivierung
der strikt anaeroben Archaea konnte somit gewahrleistet werden. Nach ausreichender
Reduzierung des Nahrmediums wurde dieses in KulturgeféalRe aliquotiert. In der Regel
erfolgte die Kultivierung zu 20 ml in 100 ml Bormioli-Injektionsflaschen
(Glasgeratebau Ochs, Bovenden/Lenglern), die mit Butylsepten und Aluminium-
Bordelkappen gasdicht verschlossen wurden. Zur Anreicherung von Organismen
wurden 20 ml Hungate-Rohrchen (Glasgerdtebau Ochs, Bovenden/Lenglern) mit 5 ml
Néhrmedium verwendet, welche mit Butylsepten und Schraubverschliissen versehen
wurden. Die Formiergasatmosphére wurde Uber sterile Gasfiltereinheiten und Kantlen
durch H,/CO, (80 % H,/ 20 % CO,) (Bormioli-Injektionsflaschen 2,0 bar; Hungate-
Rohrchen 1,5 bar) ersetzt und anschlieBend 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Die
sterilfiltrierte Aminosdure- und Vitaminlésung (Tabelle 2.7) wurde den anaeroben
Medien im Anschluss zugegeben. Die Aminosaureldsung lag in den Medien in einer
Endkonzentration von 1:1000 [v/v] verdlinnt vor.

Die Medien DSM 311a und 734 wurden nach dem Autoklavieren mit Dithiothreitol

reduziert.
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Tabelle 2.6: Ndhrmedien zur Kultivierung methanogener Archaea.

Substanz DSMZ 119 DSMZ 141 DSMZ 203 DSMZ 287 mod. DSMZ 311a DSMZ 734
K,HPO, - 0,14 ¢ - 0,30 g 0,35¢g -
KH,PO, 0,50 ¢g - - 0,30 g 0,23¢g 0,20 g
(NH,),SO, - - - 0,30 g - -
NaCl 0,40 g 18,00 g - 0,50 g 2,259 1,00 ¢
CaCl, x 2 H,0 0,05¢g 0,14 ¢ - 0,109 0,259 0,10¢g
MgSO, x 7 H,0 0,40 g 3,459 - 0,159 0,50 g -
NH,CI 0,40 g 0,259 - 2,009 0,50 g 0,30 g
Natriumacetat 1,009 1,009 - 2,009 - -
Natriumformiat 2,00¢ - - - - -
NaHCO; 4,009 5,00 g 2,00 mg 4,009 4,009 5,80 g
Ni(NH4)2(SOy)2 - - 2,00 mg - - -
FeSO, x 7 H,0O 2,00 mg - 2,00 mg - 2,00 mg -
Hefeextrakt 1,009 2,009 2,009 - 2,009 0,50 ¢
Trypton - 2,00g 2,009 - - -
Casaminosauren - - - - 2,00g 0,50¢g
Na,SO, - - 34049 - - 0,15¢g
KCL - 0,349 - - - 0,50 ¢
MgCl, x 6 H,O - 4,009 - - - 0,40¢g
Fe(NH4)2(SOy4)2 x 7 H,0O - 2,00 mg - - - -
Cystein-HCI x H,0O 0,509 0,509 0,509 0,509 - -
Na,S x 9 H,0 0,50¢g 0,504¢g 0,50¢g 0,50¢g - -
Dithiothreitol - - - - 0,159 0,16 g
Vitaminldsung (DSMZ 503) - - - - - 1,00 ml
Vitaminlosung (DSMZ 141) - 10,00 ml 10,00 ml 5,00 ml - -
Spurenelementlésung (DSMZ 141) - 10,00 ml 10,00 ml 5,00 mi 10,00 ml -
Minerallgsung 1 (DSMZ 203) - - - 37,50 ml - -
Minerallgsung 2 (DSMZ 203) - - - 37,50 ml - -
Spurenelementlésung SL 10 (DSMZ 320) 1,00 ml - - - 1,00 ml 1,00 ml
Selenit-Wolfram-Ldsung (DSMZ 385) - - - - 1,00 mi 1,00 mi
Fettsduremischung 20,00 ml - - - - -
pH-Wert 6,8-7,0 7,0 6,5 6,8 7,0 7,2

Die Angaben beziehen sich auf einen Liter.
Allen Medien wurde 1,00 mg Resazurin zugefiigt und die Formiergasatmosphére durch 80 % H,/ 20 % CO,) (2 bar) ersetzt.



Nachfolgend kdnnen die Losungen und die Fettsauremischung fur die Herstellung diverser anaerober Nahrmedien (Tabelle 2.6) entnommen

werden (Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7: Losungen und Fettsduremischung fiir die Herstellung von Nahrmedien zur Kultivierung methanogener Archaea.

Name

Verwendet fir Medium

Substanz

Aminosédureldsung

Fettsduremischung

Minerallésung 1
Minerallésung 2

Selenit-Wolfram-L3dsung

Spurenelementldsung

anaerobe DSMZ-Medien
(Tabelle 2.6)

DSMZ 119

DSMZ 203
DSMZ 203

DSMZ 311a
DSMZ 734
DSMZ 141

1,115 g/l L-Arginin-HCI, 1,875 g/l DL-Asparagin, 0,755 g/l L-Cystein, 0,915 g/l L-Glutamat,
0,915 g/l L-Glutamin, 1,01 g/l L-Histidin-HCI, 0,82 g/l L-Leucin, 1,14 g/l L-Lysin-HCI, 0,93
o/l L-Methionin, 0,82 g/l L-Isoleucin, 1,03 g/l L-Phenylalanin, 0,72 g/l L-Prolin, 0,655 g/l L-
Serin, 1,5 g/l DL-Threonin, 1,28 g/l L-Tryptophan, 1,18 g/l L-Tyrosin, 1,46 g/l L-Valin

0,50 g Valeriansaure, 0,50 g Isovaleriansaure, 0,50 g 2-Methylbutylsaure, 0,50 g Isobuttersaure,
20,00 ml eH,0O

6,00 g/l K,HPO,

6,00 g/l K;HPO,, 6,00 g/l (NH4),SO4, 12,00 g/l NaCl, 2,40 g/l MgSO, x 7 H,0, 1,60 g/l CaCl,
x 2 H,0

0,5 g/l NaOH, 3,0 mg/l Na,SeO3 x 5 H,0, 4,0 mg/l Na,WQO, x 2 H,0

1,50 g/l Nitrilotriessigsaure, 3,00 g/l MgSO,4 x 7 H,0, 0,50 g/l MnSO,4 x H,0, 1,00 g/l NaCl,
0,10 g/l FeSO,4 x 7 H,0, 0,18 g/l CoSO, x 7 H,0, 0,10 g/l CaCl, x 2 H,0, 0,18 g/l ZnSO, x
7 H,0, 0,01 g/l CuSO, x 5 H,0, 0,02 g/l KAI(SO,) x 12 H,0, 0,01 g/l HsBOs, 0,01 g/l
Na,MoQO, x 2 H,0, 0,03 g/l NiCl, x 6 H,0, 3,00 mg/l Na,SeO3 x 5 H,0




Fortsetzung Tabelle 2.7:

Name Verwendet fir Medium  Substanz

Spurenelementldsung DSMZ 320 10,00 ml/l HCI (25 %, 7,7 M), 100,00 mg/l MnCl;, x 4 H,0, 1,50 g/l FeCl, x 4 H,0, 190,00

SL 10 mg/l CoCl, x 6 H,0, 70,00 mg/l ZnCl,, 2,00 mg/l CuCl, x 2 H,0, 6,00 mg/l H;BO3, 36,00 mg/I
Na,MoQO, x 2 H,0, 24,00 mg/l NiCl, x 6 H,O

Vitaminlésung DSMZ 141 2,00 mg/l Biotin, 2,00 mg/l Folséure, 10,00 mg/l Pyridoxin-HCI, 5,00 mg/l Thiamin-HCI x 2

H,0, 5,00 mg/l Riboflavin, 5,00 mg/l Nicotinsdure, 5,00 mg/l DL-Calcium-Panthothenat, 0,10
mg/l Vitamin By, 5,00 mg/l p-Aminobenzoeséure, 5,00 mg/l Liponséure

Vitaminlésung DSMZ 503 20,00 mg/l Biotin, 200,00 mg/lI Thiamin-HCI x 2 H,0, 200,00 mg/l Nicotinsdure, 100,00 mg/I
DL-Calcium-Panthothenat, 100,00 mg/l Vitamin B;,, 80,00 mg/l p-Aminobenzoeséure,
300,00 mg/l Pyridoxinhydrochlorid

Sofern nicht anders angegeben, beziehen sich die Angaben auf einen Liter. Fir die Aminosédure-, Spurenelement- und Vitaminlésungen wurde MilliQ-Wasser (R = 18,2 mQ)
verwendet.
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Fur die Uberpriifung einer gesteigerten Methanproduktion wurde Medium 287 mod.
mit zusatzlich 20 % [v/v] Reaktorfiltrat oder Fermenterinhalt hergestellt. Zur
Herstellung des Reaktorfiltrats (Rf) wurde Fermenterinhalt (Fi) aus der mesophilen
Praxisbiogasanlagen Neumann in Wallhalben (Ahlert, 2015) entnommen. Dieser
wurde zuvor tyndallisiert und durch niedertourige Zentrifugation von groben
Pflanzenbestandteilen der Maissilage befreit. AnschlieBend wurde der viskose
Uberstand mit einer Vakuumpumpe durch einen Sterilfilter (0,2 pm) filtriert. Das
entstandene Reaktorfiltrat konnte daraufhin direkt dem Medium zugegeben oder bei

4 °C gelagert werden.
Im Folgenden sind die Néhrmedien fiir die Kultivierung von Hefen und Bakterien
angegeben (Tabelle 2.8) sowie Losungen zur Herstellung des Vogels-

Minimalsalzmediums (Tabelle 2.9).

Tabelle 2.8: Ndhrmedien zur Kultivierung von Hefen und Bakterien.

Medium Zusammensetzung

DSMZ 381 (LB-Medium) 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 15 g/l Agar,
50 pug Kanamycin, 40 pg X-Gal

CYM 5,0 g/l CMC, 0,5 g/l Hefeextrakt, 0,5 g/l MgSO, x 7

H,0, 0,5 g/l KCI, 1,0 g/l K,HPO,, 1,0 g/l NaNO;

Vogels-Minimalsalzmedium 20 ml/l Vogels-Salzlosung 50 x, 1 g/l Tween 80, 100
ml/l YNB-Lo6sung 10 x, 10 g/l CMC (mittelmaBige
Viskositat)

Tabelle 2.9: Losungen fur die Herstellung des VVogels-Minimalsalzmediums.

Name Verwendet fur Medium Substanz

Vogels-Salzlésung 50 Vogels-Minimalsalzmedium 125 g/l Tri-Natriumcitrat x 2 H,0,

X 250 g/l KH,PO,, 100 g/l NH;NO3, 10
g/l MgSQO, x 7 H,0, 5 g/l CaCl,

YNB-LG§sung Vogels-Minimalsalzmedium 67 g/l Yeast Nitrogen Base

2.8.3 Anreicherung und Isolierung von methanogenen Archaea

Methanogene Archaea wurden zum einen aus der thermophilen BGA Butschen in
Viersen (Abschnitt 2.5) und zum anderen aus den niederen Termiten Incisitermes
marginipennis und Mastotermes darwiniensis (Abschnitt 2.6) isoliert.

Fur die Isolierung methanogener Archaea aus der thermophilen BGA Butschen
(Viersen) wurden zundchst Anreicherungskulturen im Medium 287 mod. hergestellt.

Dafiir wurden 250 mg bis 500 mg Fermentersubstrat (Flissigkeit mit Pflanzenresten)
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der BGA Butschen zu 5 ml Nahrmedium gegeben. Die Kulturen wurden als
Standkultur bei 55 °C inkubiert. Die Methanproduktion wurde gaschromatographisch
(Abschnitt 2.9) dberpriift. Nach erfolgreicher Anreicherung wurde die Tiefagar-
Verdinnungsmethode (Abbildung 2.1) zur Gewinnung von Reinkulturen angewendet.
Erhaltene einzelne Kolonien wurden in Flissigmedium Ubertragen. Des Weiteren
wurde den flussigen Medien eine Antibiotikalésung zugesetzt, um die bakterielle
Begleitflora zu beseitigen. Die gewonnenen Isolate wurden mehrfach in neues Medium
mit Zusatz von Antibiotika Ubertragen. Die Reinheit wurde molekularbiologisch
uberprift (Abschnitt 2.10).

Um methanogene Archaea aus Termiten zu erhalten, wurden ebenfalls
Anreicherungskulturen mittels der Medien DSMZ 311a und 734 hergestellt. Dazu
wurden ein oder zwei préaparierte Darme aus jeweils einer Termitenart zu 5 ml
Nahrmedium gegeben (Abschnitt 2.6). Die Kulturen wurden als Standkultur bei 30 °C
inkubiert. Nach erfolgreicher Anreicherung durch Uberpriifung der Methanproduktion
mittels Gaschromatographie wurde ebenfalls die Tiefagar-Verdinnungsmethode
angewendet, um Reinkulturen zu erhalten. Die weitere VVorgehensweise ist mit der von
der Isolierung methanogener Archaea aus der thermophilen BGA identisch. Auch in
diesem Fall wurden Antibiotikaldsungen eingesetzt.
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’ 1. Probenentnahme H 2. Anreicherung H 3. Tiefagar-Verd[]nnungsmethode‘
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Abbildung 2.1: Schema zur Isolierung methanogener Archaea aus den Termiten
Incisitermes marginipennis und Mastotermes darwiniensis sowie der thermophilen
BGA Butschen, Viersen. (1) Prdparation des Intestinaltraktes der Termiten und
Probenentnahme aus der BGA Butschen, Viersen (2) Anreicherung methanogener
Archaea in Flissigmedium (3) Wachstum einzelner Kolonien nach Anwendung der
Tiefagar-Verdiunnungsmethode (Nahrmedium mit 1,5 % [w/v] Agar) (4) Vereinzelung
der Kolonien aus dem Agar mittels sterilem Deckglas und Aufnahme des Agarstiicks
in neuem Flussigmedium.

Tiefagar-Verdinnungsmethode

Es wurden 20 ml Hungate-R6hrchen (Glasgeratebau Ochs, Bovenden/Lenglern) mit
5 ml Nahrmedium und 1,5 % (w/v) Agar wie unter 2.8.2 beschrieben hergestellt. Nach
dem Autoklavieren wurden die Medien auf etwa 50 °C abgekuhlt. Aus den
Anreicherungskulturen wurden 0,1 bis 0,5 ml Fliissigkeit entnommen und in die
abgekihlten Hungate-Rohrchen injiziert. Um eine gleichmé&Rige Verteilung der
Mikroorganismen im Medium zu gewahrleisten, wurden diese gemischt und im
Anschluss direkt in einem Eis-Wasserbad abgekiihlt, sodass eine lange Aussetzung vor
allem der Organismen aus dem Termitendarm vermieden wurde. Die Inkubation
erfolgte bei 55 °C bzw. 30 °C. Bei Wachstum von Kolonien im Tiefagar wurden die
Agarstlicke unter anaerober Atmosphéare (95 % N./5 % H,) mit Hilfe einer sterilen
Kandle in eine ebenfalls sterile Petrischale Gberfuhrt. Mit einem sterilen Deckglaschen
(24 mm x 60 mm) wurde das Agarstiick im Anschluss in Scheiben geschnitten.
Uberschiissiger Agar wurde entfernt und die Kolonien in flissige Nahrmedien

uberfuhrt, welche anschlielRend bei entsprechender Temperatur inkubiert wurden.
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Zur Herstellung von Reinkulturen wurden die Isolate bis zu drei Mal mit dieser
Methode vereinzelt. Zur Inhibition der Begleitflora wurde den Flissigkulturen nach
Vereinzelung eine Kombination der Antibiotika, wie unter 2.1 beschrieben, zugesetzt.
Mit Hilfe der Gaschromatographie wurden sowohl die Anreicherungskulturen als auch

die gewonnenen Isolate auf ihre Methanproduktion Gberprft.

2.9 Analyse von Gasen und Uberprifung der Methanproduktion

Mittels Gaschromatographie fand der Nachweis gasformiger Substrate und
Stoffwechselprodukte statt, wodurch die Aktivitdt methanogener Archaea uberprift
werden konnte. Die Detektion und Quantifizierung der Gase H,, N, CH; und CO;
erfolgte an einem Gaschromatographen (GC 2014, Shimadzu, Duisburg) mit
Warmeleitfahigkeitsdetektor und Autosampler ber eine Supelco SII 100 / 120
Carbosieve Séaule (30 m x 0,25 mm, Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Es wurde
folgendes isotherme Programm verwendet: Injektor 170 °C, S&ule 170 °C, Detektor
200 °C; Tragergas Helium (25 ml/min). Dabei wurden jeweils 3 ml Gas Uber eine
gasdichte 10 ml Spritze mit Absperrventil (Hamilton, Reno, NV, USA) aus den
Kulturgefalen entnommen und in gasdichte 1,5 ml Probengefalie (Gewindeflaschen N
9 mit PTFE / Silikon-Septum, Macherey-Nagel, Diiren) uberfuhrt. Hiervon wurde tber
einen Autosampler 0,2 ml in die Saule injiziert. H, konnte nach 1:15 min, CH4 nach

4:55 min und CO; nach 8:40 min Retentionszeit quantifiziert werden.

Mit Ausnahme von Methanothermococcus thermolithotrophicus SN-1" wurden diverse
Typstamme (Methanobacterium formicicum MFT, Methanobacterium
thermaggregans', Methanoculleus thermophilus CR-1", Methanothermobacter
marburgensis Marburg”, Methanothermobacter wolfeii’ und Methanothermus fervidus
V24 ST) sowie das Eigenisolat SIV6 in Medium DSMZ 287 mod. kultiviert.
Methanothermococcus thermolithotrophicus SN-1" wurde in Medium DSMZ 141
kultiviert, denn in Medium DSMZ 287 mod. ist kein Wachstum mdglich. Von jedem
Stamm wurden jeweils zwei parallele Ansatze als Batch-Kultur hergestellt und die

Methanproduktion nach 48, 54 und 100 Stunden gaschromatographisch bestimmt.

Die Auswirkung des Reaktorfiltrats (Rf) sowie des Fermenterinhalts (Fi) auf die
Methanproduktion wurde in einem weiteren Versuch ermittelt. Dazu wurde der

Typstamm Methanothermobacter marburgensis Marburg” in Medium DSMZ 287
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mod. sowie in Medien mit zusétzlich 20 % Fermenterinhalt (Fi) und in Medien mit
zusétzlich 20 % Reaktorfiltrat (Rf) kultiviert und die Methanproduktion

gaschromatographisch ermittelt.

In Kooperation mit dem Prif- und Forschungsinstitut Pirmasens (PFI) wurden die
Typstimme Methanobacterium formicicum MF' und Methanothermobacter
marburgensis Marburg” sowie das Isolat SIV6 in einem Methanreaktor bei
unterschiedlichen Temperaturen und Druckverhaltnissen auf ihre Methanproduktion
Uberprift. Das Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6 ist zudem in einem
Hochleistungs-Methanreaktor im Einsatz.

2.10 Molekularbiologische Methoden
Im Folgenden werden die molekularbiologischen Methoden néher erléutert, die
wahrend vorliegender Arbeit Verwendung fanden.

2.10.1 DNA-Isolierung aus Kulturen und Termitendarmen

Fur die Identifizierung von archaeellen Isolaten sowie flr weitere
molekularbiologische Untersuchungen wurde genomische DNA aus Kulturen mit Hilfe
des DNeasy® Blood and Tissue Kits (Qiagen, Hilden) nach dem Protokoll fir
grampositive Bakterien isoliert. Hierzu wurden je 500 pl einer Fliissigkultur 8 Minuten
bei 7500 x g abzentrifugiert. Die weitere Isolierung fand gemal den Herstellerangaben
statt. Die Elution der DNA erfolgte in 100 ul PCR-Wasser statt in 200 pl AE-Puffer.
Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA bei -18 °C gelagert. Die Methode
beruht auf der Bindung der negativ geladenen DNA an einer Silika-Membran, die
daraufhin durch den Einsatz eines Niedrigsalz-Systems wieder eluiert werden kann.
Fur die Erstellung der Klonbibliothek wurde zur Isolierung genomischer DNA aus
Mastotermes darwiniensis und Incisitermes marginipennis das GeneMatrix Stool DNA
Purification Kit EURx (Roboklon, Berlin) angewendet. Es wurden je 200 mg der
Déarme aus Arbeitern und Soldaten eingesetzt (Abschnitt 2.6). Die DNA wurde
entsprechend der Herstellerangaben isoliert und in 120 pl Elutionspuffer
aufgenommen. Die Methode kombiniert Hitze mit einer chemischen und
mechanischen Aufschlussmethode.

Fir die Gesamtgenom-Sequenzierung von Methanothermobacter thermophilus M’
wurde die DNA mittels des Kits FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, France),
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welches Keramik- und Silika-Partikel sowie eine Lysematrix fur den Zellaufschluss

verwendet, isoliert.

2.10.2 Agarose-Gelelektrophorese
Die Analyse der PCR-Amplifikate erfolgte in 1-2,5%igen [w/v] Agarosegelen. TRIS-
Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) (1x) wurde verwendet, der aus 10x-TBE-Puffer

hergestellt wurde.

TBE-Puffer (10x)

TRIS 108,00 g/l
Borsdure 55,00 g/l
Na,EDTA 7,44 g/l
pH 8,3

Als DNA-GrolRenstandard diente der GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher
Scientific, St. Leon-Roth). Die mit DNA Loading Dye (6x) versetzten PCR-Produkte
wurden auf das Gel aufgetragen.

Um die Auftrennung der DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurde das Gel nach der
Elektrophorese mit Ethidiumbromid (1 pug/ml) fir mindestens 20 min gefarbt und mit
einer Geldokumentationseinheit (BioVision CN 3000, Vilber-Lourmat, Eberhardzell)
photographisch ausgewertet.

2.10.3 PCR-Methoden

Die Polymerasekettenreaktion (PCR von Polymerase Chain Reaction) ist ein von Kary
B. Mullis entwickeltes Verfahren. Es handelt sich um einen zyklischen Prozess,
bestehend aus Denaturierung der DNA, Hybridisierung der Primer sowie der Synthese
neuer Einzelstrange durch eine hitzestabile DNA-Polymerase, sodass es zur
exponentiellen Anreicherung des DNA-Abschnittes kommit.

Im Folgenden werden die verschiedenen PCR-Methoden erldutert, die zur

Identifizierung der isolierten methanogenen Archaea Verwendung fanden.

2.10.3.1 Amplifikation des archaeellen 16S rRNA-Gens

Die Amplifikation partieller Bereiche des ribosomalen 16S rRNA-Gens erfolgte
mittels PCR. Die 16S rRNA, bestehend aus konservierten und variablen Regionen, ist
Teil der Ribosomen. Fir Diversitatsanalysen mittels Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis (ARDRA), Klonierungsreaktionen im Vorfeld von ARDRA
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sowie einem Vergleich der Sequenzen mit Datenbanken, wurden Teilsequenzen des
etwa 1500 bp (Basenpaare) langen 16S rRNA-Gens mit Oligonukleotid-Primern

(Tabelle 2.10), die spezifisch fiir methanogene Archaea sind, amplifiziert.

Tabelle 2.10: Verwendete Oligonukleotid-Primer zur Amplifizierung von 16S
rDNA-Fragmenten methanogener Archaea.

Name Sequenz (5‘ — 3‘) ™m GrdBeAmp“ﬁkat Referenz
[°C] _ [bp]
Met86f GCT CAGTAACACGTGG 51 1254 Wright & Pimm, 2003
Met1340r CGG TGT GTG CAAGGAG 53
AR1530r GGA GGT GAT CCAGCCG 56 1444 Mori et al., 2008

Tm = Schmelztemperatur
verwendet in Primerpaarung Met86f/Ar1530r.

Der Reaktionsansatz (Tabelle 2.11) und das Temperaturprogramm (Tabelle 2.12) zur
Amplifikation der 16S rRNA-Genfragmente sind nachfolgend aufgefihrt.

Tabelle 2.11: Reaktionsansatz zur Amplifikation von 16S rDNA aus Gesamt-DNA
Extrakten.

Komponente Volumen [ul]
PCR-Wasser 32,7
PCR-Puffer Y (10 x) 50

Primer, forward (c = 10 pM)* 2,0

Primer, reverse (¢ = 10 pM)* 2,0
dNTP-Mix (c = 10 mM) 2,0
Rinderserumalbumin (BSA; ¢ = 20 mg/mL) 1,0

Tag DNA-Polymerase (c =5 U/uL) 0,3
DNA-Extrakt 5,0

'Primerpaarung Met86f/Met1340r oder Met86f/Ar1530r.

Tabelle 2.12: Temperaturprogramm zur PCR-Amplifikation archaeeller 16S
rRNA-Genfragmente mittels der Primerpaarung Met86f/Met1340r bzw.
Met86f/Arl1530r.

Met86f/Met1340r Met86f/Ar1530r
Phase T [°C] Zeit[s]  Zyklen T [°C] Zeit[s] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 300 1 95 300 1
Denaturierung | 95 60 95 30
Hybridisierung | 57-53 60 15 55-56,5 45 16
(-0,3 °C/Zyklus) (+0,1 °C/Zyklus)

Elongation | 72 60 72 90
Denaturierung Il 95 60 95 30
Hybridisierung 11 53 60 20 56 45 21
Elongation 11 72 60 72 90

Finale Elongation 72 600 1 72 300 1

Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch in einem 1%igem Agarosegel bei 120 V

aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte wie in Abschnitt 2.2 beschrieben.
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2.10.3.2 Specifically Amplified Polymorphic DNA-PCR (SAPD-PCR)

Die Specifically Amplified Polymorphic DNA-PCR (SAPD-PCR) ist eine von
Frohlich und Pfannebecker entwickelte DNA-Fingerprint-Methode basierend auf der
Methode der RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA-PCR). Sie dient
der Art- bzw. Stammunterscheidung verschiedenster Organismen (Pfannebecker 2005,
Frohlich und Pfannebecker 2006, 2007). Im Unterschied zu einer herkdmmlichen PCR
werden keine Primerpaare verwendet, sondern es wird ein Primer verwendet, dessen
Sequenz seinen Ursprung in der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Notl
(GCG GCC GC) hat, an welche eines der vier moglichen Nukleotide am 3"-Ende
angeflgt wurde.

Das spezifische DNA-Bandenmuster, das nach der Gelelektrophorese generiert werden
konnte, bildet einen molekularen Fingerabdruck der modifizierten Notl-Schnittstellen
im  Genom. Durch einen Vergleich mit den Bandenmustern bekannter
Referenzorganismen (sequenzierte Isolate bzw. Typstamme) sollte die Identifizierung
unbekannter Kulturen ermdglicht und die Ergebnisse der ARDRA verifiziert werden.
Des Weiteren sollte die Gattung Methanothermobacter mittels SAPD-PCR
unterschieden werden und ein Isolat eingeordnet werden.

Der Reaktionsansatz sowie das PCR-Programm fiir die SAPD-PCR sind nachfolgend
aufgefiihrt (Tabelle 2.13 und 2.14).

Tabelle 2.13: Reaktionsansatz fur die SAPD-PCR.

Komponente Volumen [ul]
PCR-Wasser 13,3
PCR-Puffer Y (10x) 2,5
Primer, N-Not (50 pM) 1,0
MgCl, (20 mM) 2,0
dNTP-Mix (10 mM pro dNTP) 1,0
Tagq DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,2
DNA-Extrakt 5,0

Tabelle 2.14: SAPD-PCR Temperaturprogramm.

Phase T[°C] Dauer t [s] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 300 1
Denaturierung 94 60 1
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Hybridisierung 35 60 1
Rampe | (+ 0,5 °C/Zyklus) 35-42,5 12 15 35
Hybridisierung 1l 42,5 60 1
Rampe Il (+ 1,5 °C/ZykKlus) 42 -70,5 12 19
Elongation 72 300 1
Finale Elongation 72 600 1

Die Auswertung erfolgte durch gelelektrophoretische Auftrennung von 7 ul des
Ansatzes bei 50 V fur drei Stunden in einem 1,5%igem (w/v) Agarose-Gel. Die
Dokumentation erfolgte wie in Abschnitt 2.10.2 beschrieben. Zur Charakterisierung
der Gattung Methanothermobacter wurde fiir jede Bande eines SAPD-PCR-Musters

die Fragmentlange mittels der Software BiolD bestimmt.

2.10.4 ARDRA methanogener Archaea

Bei der ARDRA handelt es sich um eine PCR-basierte Fingerprint-Methode. Die
Analyse stellt einen Spezialfall des Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
(RFLP) dar, denn die RFLP-Methodik wird auf ein Amplifikat des 16S rRNA-Gens
angewendet. Grundlage des genetischen Fingerabdrucks bildet dabei die Sequenz des
vorliegenden 16S rRNA-Gens. Aufgrund der variablen Bereiche unterscheiden sich
auch die Position, das Vorkommen und die Anzahl von Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen  (Restriktionsenzyme).  Eine  Unterscheidung  der
Organismen auf Gattungsniveau wird dadurch mdglich gemacht. Anhand der
entstandenen Fingerprintmuster konnten Isolate bzw. Klone der vorliegenden Arbeit in
Gruppen zusammengefasst werden. Durch die Sequenzierung der 16S rDNA eines
Isolates bzw. eines Klons konnten somit auch die anderen Isolate bzw. Klone dieser
Gruppe identifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunéchst das 16S rRNA-Gen aus dem genomischen
DNA-Extrakt amplifiziert (Primerpaar Met86f/Met1340r bzw. Met86f/Ar1530r fir die
Diversitatsanalyse in Termiten). Die entstandenen PCR-Produkte wurden anschlief3end

mit den Restriktionsendonukleasen (Tabelle 2.15) verdaut.

Tabelle 2.15: Restriktionsenzyme mit Angabe der Schnittstelle.

Restriktionsenzym Schnittstelle (5°— 3%)

BsuRI (Haelll) GG"CC
Smal CCC"GGG
Xhol C "TCGAG
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Fur den Einfach-Restriktionsansatz mit BsuR| wurden zu 8,7 ul PCR-Produkt jeweils
0,3 ul Restriktionsenzym sowie 1 pl Puffer R pipettiert. Der Restriktionsverdau
erfolgte bei 30 °C Uber Nacht. Aufgrund unterschiedlicher Temperatur- und
Pufferbedingungen wurde der Doppel-Restriktionsansatz mit einer Kombination der
Restriktionsendonukleasen Smal und Xhol in einem zweistufigem Prozess
durchgefuhrt. Zunéchst erfolgte ein Einfachverdau mit Smal. Zu 8,7 pl PCR-Produkt
wurden 0,3 pl des Restriktionsenzyms Smal und 1 pl Tango-Puffer pipettiert und fur
30 Minuten bei 30 °C inkubiert. Im Anschluss wurden 0,3 pl Xhol und 1 pl Tango-
Puffer hinzugefligt. Der komplette Ansatz wurde bei 30 °C (ber Nacht inkubiert. Die
Auswertung des Restriktionsverdaus erfolgte in einem 2,5%igem (w/v) Agarosegel bei
60 V fir 3,5 Stunden. In die Geltaschen wurde der gesamte Restriktionsansatz
pipettiert, welcher zuvor mit 2 pl Ladepuffer (6x) versetzt wurde. Die Dokumentation
der Gele erfolgte wie in Abschnitt 2.10.2 beschrieben. Die Restriktionsenzyme und die
dazugehorigen Puffer wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA) bezogen.

2.10.5 Identifizierung der Isolate anhand der 16S rDNA-Sequenz

Nach Amplifizierung des 16S rRNA-Gens und anschlielender gelelektrophoretischer
Analyse wurden die Amplifikate zunachst mit dem Reaktionskit USB® ExoSAP-IT®
PCR Product Cleanup der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA) aufgereinigt. Dazu
wurden je 10 pl der PCR-Produkte mit 2 ul ExoSAP-IT-Reagenz 20 Minuten bei
37 °C inkubiert und anschliefend 25 Minuten bei 80 °C erhitzt. Neben der
Identifizierung der Isolate anhand der Sequenzen der 16S rDNA wurden die Isolate
zuvor mittels zweier molekularer Fingerprintmethoden analysiert:  Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) (Abschnitt 2.10.4) und Specifically
Amplified Polymorphic DNA-PCR (SAPD-PCR) (Abschnitt 2.10.3.2). Mittels eines
Vergleichs der durch ARDRA oder SAPD-PCR generierten charakteristischen
Bandenmuster der Isolate bzw. Klone mit denen von Typstdammen konnten die Isolate
bzw. Klone in Gruppen zugeordnet werden. Die Identifikation erfolgte mittels
16S rDNA-Sequenzierung.

Die aus der Klonbibliothek (Abschnitt 2.10.6) erhaltenen 16S rDNA Sequenzen
konnten mit Hilfe des Online-Tools DECIPHER's Find Chimeras auf chimare

Sequenzen hin analysiert werden. Chimére 16S Amplifikationsprodukte sind hybride
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DNA-Molekile, die sich aus multiplen Sequenzen zusammensetzen konnen. Die
Ursache liegt in unvollstdndig elongierten Amplifikaten, die wéhrend der PCR
entstehen. Unvollstandige Amplifikationsprodukte kénnen in nachfolgenden Zyklen
der PCR als Primer funktionieren. Findet ein Annealing und eine DNA-Synthese von
einem falschen Template statt, erfolgt die Bildung chimarer Molekiile (Haas et al.,
2011). Bleiben diese Sequenzen unentdeckt, so wird eine erhohte Biodiversitat
vorgetauscht (Wright et al., 2012). Das Programm platziert dabei eine Sequenz in eine
phylogenetische Gruppe und detektiert daraufhin kurze Fragmente, die fir diese

phylogenetische Gruppe atypisch sind.

Zur Sequenzierung der PCR-Amplifikate wurden 2 ul je eines Primers zu dem
aufgereinigten PCR-Produkt hinzugefuigt. Nach der Sanger-Methode wurde die
Sequenz der 16S rDNA durch die Firma LGC (Berlin) ermittelt. Die Auswertung der
Sequenzierergebnisse erfolgte mit der Software FinchTV (Version 1.4.0) der Firma
Geospiza (Seattle, USA). Bei einer Sequenzierung des PCR-Amplifikats mit Forward-
und Reverse-Primer wurde das Sequenzierergebnis eines Primers zundchst revers
komplementar umgeschrieben (http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html,
Stand: 16.08.2015). Anschlielend wurden die DNA-Sequenzen zusammengefuhrt.

Zur ldentifizierung wurden 16S rDNA-Sequenzen der Isolate mit der Datenbank
GenBank Nucleotide collection (Altschul et al., 1990) oder der Datenbank EzTaxon
Server 2.1 (Kim et al., 2012) verglichen.

2.10.6 Diversitatsanalyse methanogener Archaea in Mastotermes darwiniensis

Fur die Untersuchung der Diversitat methanogener Archaea im Termitendarm erfolgte
zunéchst die Erstellung einer Klonbibliothek auf Grundlage des archaeellen
16S rRNA-Genfragments (Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2: Schema zur Erstellung der Klonbibliothek methanogener
Archaea im Termitendarm von Mastotermes darwiniensis. (1) Préparation der
Termitendarme wie unter 2.9.1 (2) Isolierung genomischer DNA und anschlieende
Amplifikation des 16S rDNA-Fragments (3) Klonierung in den TOPO-Vektor und
Transformation in chemokompetente E. coli (4) Wachstum der Vektor tragenden
Klone aufgrund einer Kanamycinresistenz auf kanamycinhaltigen LB-Platten und
Differenzierung der Insert tragenden Klone durch fehlende R-Galactosidase Aktivitat
(Blau/Weil3 Selektion) mit anschlieBender PCR positiver weil3er Klone (5) ARDRA
und Gruppierung nach Mustern (6) Sequenzanalyse des 16S rRNA-Genfragments
methanogener Archaea.

Nach der Probenentnahme wie unter 2.6 beschrieben, Isolierung (Abschnitt 2.10.1)
und Amplifikation  (Abschnitt 2.10.3.1) genomischer DNA  (Primerpaar
Met86f/Ar1530r) fand eine Klonierung des 16S RNA-Genfragmentes in ein
Vektorplasmid mit anschlielender Transformation in chemokompetente Escherichia
coli (E. coli) statt, bevor die Methode der ARDRA (Abschnitt 2.10.4) angewendet
wurde. Die Klonierung erfolgte mit dem Invitrogen TOPO TA-Cloning®-Kit, welches
eine ligasefreie Verkniipfung des Amplifikats mit dem Vektor pCR™II-TOPO®
ermoglicht. Es nutzt dabei den Umstand, dass die Taq-Polymerase ein einzelnes
desoxy-Adenin an das 3°-Ende der Amplifikate anfiigt. Eine kovalent an den Vektor
gebundene Topoisomerase | des Vaccinia Virus spaltet diesen an der spezifischen
Erkennungssequenz 5-CCCTT-3¢. Dabei entsteht Energie, die in einer kovalenten

Bindung (Phosphotyrosil-Bindung) zwischen dem Phosphatrest des abgetrennten
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Vektorstranges und einem Tyrosil-Rest (Tyr-274) der Topoisomerase konserviert wird.
Eine Ligation von Vektor und Insert wird dadurch erreicht, dass das 3°-OH des
Amplifikats die gebildete Phosphotyrosil-Bindung angreifen kann und unter Abldsen
der Topoisomerase | diesen Strang kovalent verknilipft. Der gegenldufige Strang kann
dann durch das Uber die Tag-Polymerase angehéngte desoxy-Adenin eine
Basenpaarung mit dem tberh&ngenden Thymin eingehen.

Fur die Klonierung wurden je 4 pl des PCR-Amplifikats (Abschnitt 2.10.3.1)
eingesetzt. Die Durchfuhrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Mit dem
Ligationsansatz wurden die chemokompetenten E. coli TOP10-Zellen transformiert
und 20-50 pl der Zellsuspension auf kanamycinhaltigen LB-Festmedien mit X-Gal
ausplattiert. Aufgrund der auf dem Vektor vorhandenen Resistenzgene fur die
Antibiotika Ampicillin  und Kanamycin konnte eine Selektion auf dem
antibiotikahaltigen N&hrmedium erfolgen. Zudem tragen die Vektoren das lacZa-Gen,
das flr das aminoterminale a-Peptid der R-Galactosidase codiert und bei fehlender
Fremd-DNA intakt ist. Bei [R-Galactosidase-Aktivitat wird der Farbstoff X-Gal
hydrolisiert, sodass sich Kolonien mit Vektor, aber fehlendem Insert blau farben.
Kolonien, die das Insert tragen, sind weil3 gefarbt. Aufgrund dieser Blau/WeiR-
Selektion lassen sich erfolgreich klonierte Kolonien (positive/weile Kolonien) von
Kolonien mit missgliickter Klonierung unterscheiden. Nach Inkubation bei 37 °C Uber
Nacht wurden je 100 Klone mittels einer sterilen Pippettenspitze gepickt und in 30 pl
PCR-Wasser aufgenommen. Nach erfolgreicher Amplifikation mittels des
Met86f/Ar1530r-Primerpaares konnten die PCR-Produkte in der ARDRA eingesetzt
werden. Die Einteilung der charakteristischen Fingerprintmuster und die
Identifizierung erfolgten wie unter Abschnitt 2.10.4 und 2.10.5 beschrieben. Fir die
Sequenzierung wurden mit Ausnahme des Klons S34 die Primer M13f und M13r in
getrennten Ansétzen verwendet. Klon S34 wurde mittels des Primers Met86f

sequenziert.
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3. Ergebnisse
3.1 Mikroorganismen aus Termiten als neuartige Enzymquelle zur Bioethanol-
Herstellung der zweiten Generation

Um die Hydrolyse von Cellulose effizient durchzufiihren und die Bioethanol-
Herstellung der zweiten Generation wirtschaftlich moéglich zu machen, miussen
geeignete Enzyme gefunden werden. Termiten stellen in der Natur neben Pilzen und
Wiederkduern ein effizientes System zur Umsetzung lignocellulosehaltigen Materials
dar. Der Abbau findet innerhalb von 24 Stunden statt. Zur Hydrolyse von
Lignocellulose nutzen Termiten eine Kombination aus termiteneigenen Enzymen und
Enzymen, die von Symbionten stammen. Termiten wurden aufgrund ihrer effizienten
Umsetzung als neuartige Enzymquelle ausgewahlt, um wirtschaftlich Bioethanol aus

Stroh zu produzieren.

3.1.1 Auswahl eines geeigneten Cellulase-Produzenten

Um einen geeigneten Stamm fur die Cellulaseproduktion zu finden, wurden am Institut
fur Mikrobiologie und Weinforschung (IMW) vorliegende Stdmme und Isolate aus
Termiten sowie ein Isolat von Fruchtkorpern der Chinesischen Morchel mit potentiell
cellulolytischer Aktivitdit dem Azo-Carboxymethyl-Cellulose-Test (Azo-CMC-Test)
unterzogen (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Ergebnisse des Azo-CMC-Tests verschiedener am IMW vorliegender Isolate.

Bakterium/ | Art Stamm | Quelle Medium Aktivitat
Hefe
Hefe Saitozyma flava 002 Odontotermes obesus** | Vogels- +
Minimalsalz
Hefe Papiliotrema 005 Odontotermes obesus** | Vogels- (+)
odontotermitidis Minimalsalz
Hefe Trichosporon MD123 | Mastotermes Vogels- (+)
mycotoxinivorans darwiniensis* Minimalsalz
Hefe Saccharomyces arboricolus | 12749 Fruchtkdrper von Vogels- =
Auricularia polytricha Minimalsalz
Bakterium | Bacillus megaterium CZ266a | Zootermopsis CYM- -
angusticollis* Medium
Bakterium | Bacillus megaterium CZ282e | Zootermopsis CYM- -
angusticollis* Medium
+ Aktivitat

(+) geringe Aktivitat
— keine Aktivitat

* = niedere Termite
** = hohere Termite
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Beide Bacillus megaterium Stdmme aus der niederen Termite Zootermopsis
angusticollis sowie die Hefe Saccharomyces arboricolus, die von Fruchtkorpern der
Chinesischen Morchel Auricularia polytricha isoliert wurde, zeigten keinerlei
Aktivitat. Die beiden Hefen Trichosporon mycotoxinivorans aus der niederen Termite
Mastotermes darwiniensis und Papiliotrema odontotermitidis (Handel et al., 2016) aus
der hoheren Termite Odontotermes obesus zeigten eine geringe Aktivitat. Eine
deutliche Aktivitat konnte lediglich bei dem Hefeisolat Saitozyma flava OO2 (8. flava
002) festgestellt werden, das ebenfalls aus der hoheren Termite Odontotermes obesus
stammt. Das Wachstum der Hefe S. flava OO2 wurde parallel zum Aktivitatstest des

Uberstandes photometrisch bestimmt (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Wachstum der Hefe S. flava OO2 —#- und Bestimmung der
Cellulase-Aktivitat mittels Azo-CMC-Test aus dem Uberstand. Aufgetragen ist
die Optische Dichte (OD) bei 590 nm und die Aktivitat in Units gegen die Zeit in
Stunden (vlg. auch Tabelle 7.1, Anhang).

Die exponentielle Phase ist nach 100 Stunden beendet. Nach 172 Stunden ist die
Absterbephase bereits erreicht. Eine deutliche Cellulase-Aktivitat ist nach 43 Stunden
ermittelt worden. Ein Anstieg der Aktivitat ist nach 77 Stunden noch nicht zu
verzeichnen. Nach 172 Stunden mit Erreichen der Absterbe- bzw. Stationarphase ist
ein leichter Anstieg der Aktivitat zu erkennen.

Zur Aufreinigung der Cellulase (Cell) wurde ein groferer Ansatz hergestellt. Die
Konzentrierung und  Aufreinigung erfolgte  Gber  Ammoniumsulfatfallung,
isoelektrische Fokussierung (IEF) und Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)
(Abschnitt 2.7.3 — 2.7.6).
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3.1.2 Aufreinigung und Identifizierung der Cellulase Cell

Nach kolloidaler Coomassie-Farbung waren zwei Banden fiir den Kulturliberstand im
20%igen SDS-Gel (Abbildung 3.2) sichtbar. Die obere Bande befindet sich etwas
unterhalb von 35 kDa und die untere Bande unterhalb von 25 kDa. Die Fraktionen
nach der Aufreinigung durch die IEF (vereinigte Fraktionen 7-9; nicht dargestelit) und
die FPLC (Fraktion 22) zeigten lediglich eine Bande etwas unterhalb von 35 kDa.

Standard
] Kulturiiberstand
FPLC Fraktion 22

250 kDa
55 kDa g
s
35 kDa &

25 kDa ”

15 kDa |S—

10 kDa |W—

Abbildung 3.2: Kolloidale Coomassie-Farbung nach elektrophoretischer
Auftrennung der Proteine im 20%igen SDS-Gel. Aufgetragen sind 20 pl des
Kulturiiberstandes und 10 ul der FPLC Fraktion 22. Als Standard wurde PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder 10-250 kDa der Firma Thermo Fisher Scientific (St.
Leon-Rot) verwendet.

Das Aufreinigungsschema (Tabelle 3.2) der Cellulase Cell zeigt, dass die
Gesamtproteinmenge und die spezifische Proteinmenge abnehmen, wahrend die

spezifische Aktivitdt um etwa das 13-fache ansteigt.

Tabelle 3.2. Aufreinigungsschema der Cellulase Cell. Definition der spezifischen
Aktivitat (Abschnitt 2.7.1).

Gesamtvolumen  Gesamtprotein-  Spezifische Spezifische Aktivitat
[mI] menge [mg] Proteinmenge [RBB-Units]
[mg/ml]
Kulturiberstand 1080,0 287,000 0,266 1402
Dialyse 45,0 0,990 0,022 18245
FPLC Fraktion 22 0,5 0,007 0,015 17833

Die Identifizierung der Proteine aus dem SDS-Gel erfolgte durch || GGGz
B o Institut fur Immunologie in Mainz unter Verwendung der Liquid
Chromatography-Tandem Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-Methode.
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Das erhaltene Spektrum und die daraus gewonnenen Sequenzinformationen konnten
uber das Metagenom, das von dem Kooperationspartner Seqlab — Sequence
Laboratories Goettingen GmbH generiert wurde, zur ldentifizierung genutzt und mit
der Datenbank GenBank verglichen werden (Abbildung 3.3). Die obere Bande des
Kulturtiberstandes, die sich etwas unterhalb von 35 kDa im SDS-Gel befindet
(Abbildung 3.2), konnte somit als Cellulase identifiziert werden. Bei der unteren
Bande, die etwas unterhalb von 25 kDa liegt, handelt es sich um eine Cutinase.

Das Gen der Cellulase Cell ist unter dem GenBank Eintrag KY073227 hinterlegt.

_LAlAPLAGEMSLHRRTLPRLGGVNLAGCDFGI DIYGNSGTPA

CPGTEQVGHFIADGANLFRLPAGWQYLVGNNQASTSLAPDFFAQYDALVQAVISKGAY
ATIDVHNYARWNGAIIGQGGPSNQDFANLWTLLATKYKNDPNVIFGLMNEPHDLDVST
WAGSVQAAVNATRAAGATSQYILIPGTGFTNANAWFQGODDALLGVTDPVGGTDKLLL

DVHRYNDVDFSGTHAECTTNSLDVLSSLDSWLKGNGRKAIVSETGGGHTTSCETDLGE

FLHGIKEDYPSVLGFAVWAAGSFDPSYVLSITPTNGVDNQLEFDIAVKPNLP

Abbildung 3.3: Aminosauresequenz der Cellulase Cell, die mittels Metagenom
und durch die (LC-MS/MS)-Methode (unterstrichene Bereiche) gewonnen wurde.
| zeigt die mogliche Spaltstelle, die Uber SignalP 4.1 Server ermittelt wurde.
Vorausgesagte SighalSequienz und Pro-Sequenz fir CMCase 1 (Cui et al., 1992).

Die Cellulase Cell aus S. flava OO2 wies eine 90%ige Sequenzidentitat mit CMCase 1
aus S. flava (isoliert als Cryptococcus flavus) und eine 85%ige Sequenzidentitat mit
einer CMCase aus Cryptococcus sp. S-2 (hier CMCase S-2 genannt) nach blastn auf.
Die Cellulase Cell gehort der Glykosidhydrolase-Familie 5 an.

Uber ExPASY ProtParam tool wurde eine GroRe von 35,8 kDa fir die gesamte
Aminosauresequenz ermittelt. Secretome P 2.0a Server sagt ein Signalpeptid Uber
SignalP voraus (Einstellung Mammalia). Uber SignalP 4.1 Server ergab sich ebenfalls
ein Signalpeptid tber SignalP mit einer Spaltstelle zwischen den Aminoséuren an der
Position 18 und 19 (Abbildung 3.3 |). Uber ExPASy ProtParam tool wurde ein
Molekulargewicht von 34,1 kDa ermittelt. Fur das potentiell reife Protein nach Cui et
al. (1992) (Abbildung 3.4) ergab sich tiber EXPASY ProtParam tool ein Protein mit der
Grolke von 32,8 kDa und flr das potentiell reife Protein mit Pro-Sequenz ergab sich
eine GroRe von 34,3 kDa.

65



3. ERGEBNISSE

Signalsequenz Pro-Sequenz

Reifes Protein
*ttttttt: tttttttttttttt: E tttt: Ekkkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkkhkhk

CMCase 1 MEKTATTLIAALSVLACATLAAPTACDSALHRRS LPRLGGVNLAGCDFGIDIYGN
CMCase S-2 MKTATLLASLSVLACALARPLACESALHRRTLPRLCCVNLACCDFCIDIYCN
Cell MKTATLLAALSVLACALAAPLACEMSLHRRTLPRLCCVNLACCDEFCIDIYCN

1 10 20 30

Abbildung 3.4: Alignment der N-terminalen Sequenz der isolierten Cellulasen
CMCase 1 (Cui et al., 1992) und CMCase S-2 (Thongekkaew et al., 2008) sowie
der eigenen isolierten Cellulase Cell. Fir CMCase 1 wird eine SighalSequenz und
eine Pro-Sequenz vorgeschlagen, sodass das reife Protein an Aminosaure 31 beginnt.

Als Vorlage fir das 3D-Strukturmodell diente die 5D8Z Struktur der [-1,4-
Endoglucanase aus Ganoderma lucidum (G. lucidum) (Liu et al., 2016). Das Enzym
hatte von allen bekannten Cellulasen mit Kristallstruktur die grofte
Sequenzibereinstimmung zu Cell und zudem Cellobiose als mitkristallisierten
Liganden. Die ersten 32 Aminoséauren sind in dem vorliegenden Modell (Abbildung
3.5) nicht enthalten, denn dafr ist kein Template vorhanden. Zwischen der Cellulase-
Sequenz aus S. flava OO2 und der Template-Sequenz sind 45 % der Aminosauren
konserviert und 60 % der Aminosauren homolog. Wahrend die Template-Struktur vier
Disulfidbriicken enthalt, sind in der Sequenz aus S. flava OO2 nur zwei
Disulfidbriicken vorhanden. Eine dieser Disulfidbricken liegt konserviert vor,
wéhrend die zweite eine neue Disulfidbriicke darstellt, die den ersten Loop stabilisiert.
Die beiden Glutaminséuren (E) des aktiven Zentrums in der Struktur aus G. lucidum
sind in der Sequenz aus S. flava O02 enthalten.

Cellobiose wurde an der gleichen Stelle in das Modell aus S. flava 002 eingefiigt, an
der es auch in der Struktur aus G. lucidum liegt. Es wurde kein molekulares Docking
angewendet. Die in der Struktur aus G. lucidum wichtigen Aminosduren zur
Substratbindung sind Tryptophan (W) W202 und Asparagin (N) N242. In der Sequenz
aus S. flava 002 ist die Aminosdure Tryptophan (W) und Asparagin (N) jeweils gegen
Phenylalanin (F) getauscht.
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Abbildung 3.5: 3D-Strukturmodell der Cellulase.

3.1.3 Charakterisierung der Cellulase Cell aus der Hefe Saitozyma flava OO2

Nach vorangegangener Aufreinigung und Identifizierung der Cellulase Cell wurde
diese naher charakterisiert. Cell zeigte im Uberstand eine Aktivitdt in einem pH-
Bereich zwischen < 3,5 und > 5,5 mit einem Optimum bei 4 bis 4,5 (Abbildung 3.6 A).
Zwischen < 30 und > 80 °C konnte eine Aktivitdt der Cellulase Cell mit einem
Temperatur-Optimum bei 60 °C ermittelt werden. (Abbildung 3.6 B). Die Bestimmung
der pH-Stabilitat der Cellulase und die Endprodukthemmung durch Cellobiose
(Abbildung 3.6 C und D) erfolgte mit dem Azo-CMC-Test unter optimalen
Bedingungen (60 °C und bei einem pH-Wert zwischen 4 und 4,5). Zur Uberpriifung
der pH-Stabilitat wurde die Cellulase bei pH-Werten zwischen 2 und 7 fir 24 Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Cellulase Cell war in einem pH-Bereich zwischen
< 2 und > 6 stabil. Im Test zur Endprodukthemmung durch Cellobiose zeigte die

Cellulase bei einer Konzentration von 25,5 % Cellobiose eine 50%ige Aktivitét.
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Abbildung 3.6: pH- (A) und Temperatur-Spektrum (B) sowie pH-Stabilitat (C)
und Endprodukthemmung (D) der Cellulase Cell. Aufgetragen ist die relative
Aktivitat in % gegen den pH-Wert (A und C), die Temperatur in °C (B) oder gegen die
Konzentration von Cellobiose in % (D). (Vgl. auch Tabellen 7.2 bis 7.5, Anhang).

Nachdem die Ergebnisse der neu isolierten Cellulase Cell zur Verbesserung der
enzymatischen Saccharifikation bei der Bioethanol-Herstellung vorgestellt wurden,
folgen nun die Ergebnisse zur Steigerung des Methanertrages in Biogasanlagen durch

ein nachgeschaltetes Power-to-Gas Verfahren mittels eines methanogenen Neuisolates.
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3.2 Einsatz eines methanogenen Neuisolates in einer Power-to-Gas Anlage

Das in Biogasanlagen (BGA) gewonnene Gas besteht zu 50-75 % aus der
energietragenden Komponente Methan (CH,) und zu 25-45 % aus Kohlenstoffdioxid
(COy). Durch ein nachgeschaltetes Power-to-Gas Verfahren sollte der Methanertrag in
Biogasanlagen gesteigert werden. Dabei wird CO, aus BGA mit Wasserstoff (H,), der
durch Elektrolyse mit Hilfe von Uberschussstrom aus Windenergie und Photovoltaik
erzeugt wird, Gber methanogene Archaea in einem Hochleistungs-Methanreaktor zu
Methan umgewandelt. Gleichzeitig wird die zwangsweise Abschaltung von Wind- und
Solaranlagen vermieden und Strom in Form von einem chemischen Energietrager
gespeichert. Im Gegensatz zur Elektrizitét ist das gasformige Methan gut speicherbar.
Ihm kommt eine wichtige Rolle in der Langzeitspeicherung zu. Es kann dartber hinaus
in das in Deutschland bereits gut ausgebaute Erdgasnetz eingespeist werden. Solange
die Batteriespeicherkapazitat nicht verbessert wird und die Wasserstofftechnologie
nicht ausgereift ist, stellt das Power-to-Gas Verfahren eine sinnvolle Alternative dar.
Technisch erfolgt die Methansynthese bereits (iber den sogenannten Sabatier-Prozess,
welches ein katalysatorabhéngiges Verfahren ist. Es erfordert im Gegensatz zur
mikrobiellen Umsetzung jedoch eine hohe Reinheit der Ausgangsgase und eine
dementsprechend aufwandige vorgeschaltete Gasaufreinigung.

Zur Optimierung von BGA durch ein nachgeschaltetes Power-to-Gas Verfahren
wurden deshalb Isolate aus Termiten und der thermophilen Biogasanlage Butschen in
Viersen gewonnen, identifiziert und teilweise auf ihre Einsatzfahigkeit in einem
Hochleistungs-Methanreaktor uberprift. Aufgrund der mikrooxischen Bereiche im
Hinterdarm von Termiten (Abschnitt 1.6) wurde davon ausgegangen, dass die dort
vorkommenden Archaea eine grofRere Toleranz gegentiber Sauerstoff haben und somit
weniger storanféllig fir den Einsatz in einem Hochleistungs-Methanreaktor sind.
Thermophile Biogasanlagen zeichnen sich im Vergleich zu mesophilen Anlagen durch
hohere Umsatzraten aus. Die daraus gewonnenen methanogenen Archaea kénnten sich
in Bezug auf die Methanproduktion beim Einsatz in einer Power-to-Gas Anlage als

vorteilhaft erweisen.
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3.2.1 Biodiversitat methanogener Archaea in Mastotermes darwiniensis

Um ein geeignetes Medium zur Isolierung von methanogenen Archaea aus Termiten
zu finden, wurde zundchst Uberprift, welche Organismen in der niederen Termite
Mastotermes darwiniensis und Incisitermes marginipennis vorkommen. Fur die
Diversitatsanalyse wurde zuerst genomische DNA aus Darmen bzw. Darminhalt von
Arbeitern und Soldaten der Termite gewonnen. Mit dem archaeenspezifischen
Primerpaar Met86f/Ar1530r wurde das 16S rRNA-Gen aus dem genomischen DNA-
Extrakt amplifiziert und in einer Klonierung eingesetzt. Klone, die das
archaeenspezifische Amplifikat enthielten, wurden im Anschluss der ARDRA
unterzogen. Anhand der entstandenen Fingerprintmuster wurden Klone in Gruppen
zusammengefasst (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Restriktionsmuster der 16S rDNA der Termiten-Klonbibliothek
nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Die Klone wurden aus Arbeitern (A) und
Soldaten (S) der niederen Termite Mastotermes darwiniensis erhalten. Ein
Einfachverdau erfolgte mit dem Restriktionsenzym BsuRI, der Doppelverdau erfolgte
mittels Smal/Xhol. Als Standard diente GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo
Fisher Scientific, St. Leon-Rot).

Fur jede Gruppe wurde ein reprasentativer Klon Uber die 16S rDNA-Sequenz
identifiziert (Tabelle 3.3). Eine Diversitatsanalyse methanogener Archaea in
Incisitermes marginipennis war nicht gelungen.
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Tabelle 3.3: Identifikation methanogener Archaea aus der Termite Mastotermes
darwiniensis mittels erhaltener Restriktionsmuster nach vorangegangener
ARDRA der Klonbibliothek. Ergebnisse der Sequenzanalyse nach Abgleich mit den
Datenbanken 'GenBank Nucleotide collection und EzTaxon Server 2.1.

Muster  Nachste(r) [%] Nachster verwandter [%o] Fragmentlange Arbeiter/Soldaten
verwandte(r) Art bzw. Typ-Stammz des 16S rRNA- (Anzahl Klone/Umfang
(Typ-)Stamml Gens [bp] Klonbibliothek) [%6]

la Methanobrevibacter 94,0 Methanobrevibacter 93,9 1414 16,3/76,7
arboriphilus filiformis RFM-3"

2b Methanobrevibacter 95,0 Methanobrevibacter 95,9 1403 85,7/9,6
arboriphilus arboriphilus DH-1"

2cC Methanobrevibacter 96,0 Methanobrevibacter 93,4 1316 14/0
curvatus RFM-2" cuticularis RFM-1"

3a Methanobrevibacter 93,0 Methanobrevibacter 96,9 1327 0/4.1
arboriphilus filiformis RFM-3"

4b Methanobrevibacter 96,0 Methanobrevibacter 96,3 1077 0/14
arboriphilus AZ curvatus RFM-2"

5a Methanobrevibacter 94,0 Methanobrevibacter 93,7 821 0/14
curvatus RFM-2" curvatus RFM-2"

6a Methanobrevibacter 94,0 Methanobrevibacter 96,9 1394 0/27
arboriphilus filiformis RFM-3"

7a Methanobrevibacter 93,0 Methanobrevibacter 93,9 1339 0/27
arboriphilus filiformis RFM-3"

8b Methanobrevibacter 95,0 Methanobrevibacter 95,9 1317 0/14
arboriphilus arboriphilus DH-1"

9b Methanobrevibacter 96,0 Methanobrevibacter 96,3 1370 14/0
arboriphilus curvatus RFM-2"

3.2.2 Charakterisierung der Isolate aus Termiten und einer thermophilen BGA
Es konnten Isolate aus zwei verschiedenen niederen Termiten und Isolate aus der
thermophilen Biogasanlage Butschen in Viersen (BGA Butschen, Viersen) gewonnen
werden.

Die Isolate, die aus dem Termitendarm der niederen Termiten Incisitermes
marginipennis und Mastotermes darwiniensis gewonnen wurden, konnten nach
Extraktion der DNA der ARDRA (Abbildung 3.8) unterzogen werden.
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Abbildung 3.8: Restriktionsmuster der 16S rDNA der archaeellen Termiten-
Isolate aus Incisitermes marginipennis (Im1-6) und Mastotermes darwiniensis
(Md1, 5 und 6) sowie des Typstamms Methanoculleus thermophilus CR-1"
(M’culleus thermophilus CR-1") nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Ein
Einfachverdau erfolgte mit dem Restriktionsenzym BsuRI, der Doppelverdau erfolgte
durch Smal/Xhol. Als Standard diente GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher
Scientific, St. Leon-Rot). * = sequenziertes Isolat.

Die Isolate Im1-6 weisen dasselbe Restriktionsmuster wie der Typstamm
Methanoculleus thermophilus CR-1" (M culleus thermophilus) (M* = Methano) auf.
Neben der Einordnung der Isolate durch die Restriktionsmuster mittels ARDRA
erfolgte eine genauere Zuordnung tber die SAPD-PCR (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: SAPD-PCR Fingerprintmuster genomischer DNA der
Termitenisolate und dem Typstamm Methanoculleus thermophilus CR-1"
(M’culleus thermophilus CR-1") nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Als
Primer dienten C- und G-Not. NK= Negativkontrolle; Standard = GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot). * = sequenziertes Isolat, weilRer N
= zusatzliche Bande.

Aus Incisitermes marginipennis wurden sechs Isolate (Im1-6) erhalten, die sich in zwei
Gruppen aufteilten. Aus Mastotermes darwiniensis wurden drei Isolate (Md1, 5 und 6)
gewonnen, flr die alle das gleiche Muster erhalten wurde. Bis auf das Isolat Im6
wurden alle aus Termiten gewonnenen Isolate mittels des Mediums 311a erhalten. Das
Isolat Im6 wurde in Medium 734 angereichert, ein Wachstum in Medium 311a war
jedoch ebenfalls moglich. Je ein Isolat des gleichen Musters wurde mit einem Primer
mit Spezifitat fir Archaea sequenziert (Abbildung 3.8 und 3.9, Kennzeichnung durch
*) und mit den Datenbanken GenBank Nucleotide collection und EzTaxon Server 2.1
verglichen. Funf der Isolate aus Incisitermes marginipennis (Im1-5) wurden als
Methanoculleus thermophilus identifiziert, nachdem die Isolate Im1 und Im2 mit einer
100%igen Sequenzidentitat zugeordnet werden konnten. Die durch den Pfeil markierte
zusétzliche Bande im Muster von Im2 hatte keine Bedeutung fir die Zuordnung durch
die Sequenzierung. Gleiches l&sst sich auch fur Im4 annehmen. Im Unterschied zu dem
Typstamm von Methanoculleus thermophilus CR-1", der ein optimales Wachstum bei
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55 °C zeigt, war ein Wachstum der Isolate Im1-5 bei 55 °C nicht mdglich. Das Isolat
Im6 konnte Uber die Datenbank GenBank Nucleotide Collection mit einer 99%igen
Sequenzidentitat Methanosarcina barkeri zugeordnet werden. Uber die Datenbank
EzTaxon Server 2.1 ergab sich eine etwa 99%ige Ahnlichkeit mit Methanosarcina
horonobensis. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst.
Die archaeellen Isolate aus der Termite Mastotermes darwiniensis konnten als
Methanobacterium beijingense identifiziert werden. Fur das sequenzierte Isolat Md1l
ergab sich jeweils eine 99%ige Sequenzidentitiat Uber die Datenbanken GenBank
Nucleotide collection und EzTaxon Server 2.1.

Die Sequenzen der Isolate Im1, Im2, Im6 und Md1 sind bei GenBank unter folgenden
Eintrdgen hinterlegt: MF407517 (Iml), MF407518 (Im2), MF407519 (Im6) und
MF407520 (Md1).

Tabelle 3.4: Zuordnung der Isolate aus den Termiten Incisitermes marginipennis
und Mastotermes darwiniensis sowie der thermophilen Biogasanlage Butschen in
Viersen zu den nachsten verwandten Typstammen methanogener Archaea.

Ort der Stamm  Né&chster vervi/andter [%0]  Néachster verv;/andter [%0] Fragment-  Anzahl/
Isolation . . lange des Gesamte

(Typ-)Stamm (Typ-)Stamm 16S rRNA- Isolate

Gens [bp]

Incisitermes Im1 Methanoculleus 100,0 Methanoculleus 100,00 801 5/6
marginipennis thermophilus thermophilus CR-1"

JB-1/CR-17
Incisitermes Im2 Methanoculleus 100,0 Methanoculleus 100,00 801 5/6
marginipennis thermophilus thermophilus CR-1"

JB-1/CR-17
Incisitermes Im6 Methanosarcina 99,0 Methanosarcina 99,14 818 1/6
marginipennis barkeri HWS2.1 horonobensis HB-1"
Mastotermes Md1 Methanobacterium 99,0 Methanobacterium 99,08 970 3/3
darwiniensis beijingense 4-1/8-2" beijingense 8-2"
BGA Butschen, SIV6 Methanothermobacter 100,0 Methanothermobacter 100,00 811 6/18
Viersen wolfeii" wolfeii’
BGA Butschen, V2.1 Methanoculleus 100,0 Methanoculleus 100,00 811 12/18
Viersen thermophilus thermophilus CR-1"

JB-1/FR-4
BGA Butschen, V2.5 Methanoculleus 99,0 Methanoculleus 100,00 761 12/18
Viersen thermophilus thermophilus CR-1"

JB-1/FR-4
BGA Butschen, V2.8 Methanoculleus 100,0 Methanoculleus 100,00 791 12/18
Viersen thermophilus thermophilus CR-1"

JB-1/CR-1"

1

GenBank Nucleotide collection
2

EzTaxon Server 2.1.

Aus der thermophilen Biogasanlage wurden 18 Isolate gewonnen, die sich nach
ARDRA (Abbildung 3.10 und 3.11) und SAPD-PCR (Abbildung 3.12) zwei

verschiedenen Gruppen zuordnen liel3en.
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12 der Muster konnten nach Sequenzierung (Kennzeichnung durch *) als
Methanoculleus thermophilus identifiziert werden und sechs (V1, 3-6 und SIV6) der
Muster wurden Methanothermobacter wolfeii zugeordnet (Tabelle 3.4). Die
Sequenzidentitat bei den Datenbanken GenBank Nucleotide collection und EzTaxon
Server 2.1 lag jeweils bei 100 % (99 % fiur V2.5 bei GenBank Nucleotide collection).
Die Sequenzen der Isolate SIV6, V2.1, V2.5 und V2.8 sind bei GenBank unter
folgenden Eintrdgen hinterlegt: KT368944 (SIV6), KT368945 (V2.1), KT368946
(V2.5) und KT368947 (\V2.8).
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Abbildung 3.10: Restriktionsmuster der 16S rDNA von lIsolaten thermophiler
Archaea aus der BGA Butschen, Viersen und der Referenz-Typstamme
Methanothermobacter ~ wolfeii'  (M’thermobacter ~ wolfeii')  Methanoculleus
thermophilus CR-1" (M’culleus thermophilus CR-1") nach gelelektrophoretischer
Auftrennung. Ein Einfachverdau erfolgte mit dem Restriktionsenzym BsuRlI, der
Doppelverdau erfolgte durch Smal/Xhol. Als Standard diente GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot). * = sequenziertes Isolat.
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Abbildung 3.11: Restriktionsmuster der 16S rDNA der -Isolate aus der BGA
Butschen in Viersen nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Ein Einfachverdau
erfolgte mit dem Restriktionsenzym BsuRI, der Doppelverdau erfolgte durch
Smal/Xhol. Als Standard diente GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher

Scientific, St. Leon-Rot). * = sequenziertes Isolat.

Eine weitere molekularbiologische Analyse elf der 18 Isolate erfolgte wie auch schon

fur die Isolate aus Termiten ber die SAPD-PCR (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: SAPD-PCR Fingerprintmuster genomischer DNA thermophiler
Isolate aus der BGA Butschen in Viersen nach gelelektrophoretischer

Auftrennung. Als Primer dienten C- und G-Not. NK= Negativkontrolle; Standard =
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot). * =

sequenziertes Isolat
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3.2.3 SAPD-PCR der Gattung Methanothermobacter und des Isolates SIV6

Die Gattung Methanothermobacter (M thermobacter), zu der aktuell acht verschiedene
Typstdamme gezahlt werden, wurde mittels SAPD-PCR naher charakterisiert. Des
Weiteren wurde das Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6 aus der thermophilen
BGA Butschen in Viersen (ber diese Methode dieser Gattung zugeordnet. Nach
vorangegangener DNA-Extraktion wurden die acht verschiedenen Stdmme der
Gattung Methanothermobacter zusammen mit dem Isolat Methanothermobacter
wolfeii SIV6 der SAPD-PCR unterzogen (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: SAPD-PCR Fingerprintmuster genomischer DNA von
Typstammen der Gattung Methanothermobacter (M ‘thermobacter) sowie des
Isolats Methanothermobacter wolfeii  SIV6 nach gelelektrophoretischer
Auftrennung. Als Primer dienten A- und T-Not. NK= Negativkontrolle; Standard =
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot). * =
sequenziertes Isolat. (Vgl. auch Tabelle 7.6, Anhang).
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Zur weiteren Charakterisierung der Gattung Methanothermobacter wurde fir jede
Bande eines SAPD-PCR-Musters die Fragmentlange mittels der Software BiolD
bestimmt. Die Amplifikationsprodukte in bp, die mit den Primern A-Not und T-Not
erhalten wurden, sind tabellarisch zusammengestellt (Tabelle 7.6, Anhang).

Bis auf die beiden Arten M ’thermobacter thermautotrophicus Delta H' und
M thermobacter thermophilus M konnten speziesspezifische Muster fiir alle bisher
bekannten Arten der Gattung M ‘thermobacter generiert werden.

Das Muster des Isolats Methanothermobacter wolfeii SIV6 zeigte mit dem Primer A-
Not geringfiigige Unterschiede zum generierten Bandenmuster des Typstamms
Methanothermobacter wolfeii'. Die Muster, die mit dem Primer T-Not generiert

wurden, sind jedoch weitgehend identisch.

3.2.4 Methanproduktion methanogener Typstamme und des Isolates SIV6
Nachdem methanogene Archaea aus zwei verschiedenen niederen Termiten und der
thermophilen BGA Butschen in Viersen isoliert und identifiziert wurden, sollten diese
teilweise sowie diverse Typstamme auf ihren potentiellen Einsatz fir das Power-to-
Gas Verfahren Uberprift werden.

Dazu wurde die Methanproduktion sieben verschiedener Typstdmme aus den
Gattungen Methanobacterium (M’bacterium), Methanothermococcus
(M ’thermococcus), Methanoculleus (M culleus), Methanothermobacter
(M’thermobacter) und  Methanothermus (M ’thermus) sowie des Isolats
Methanothermobacter wolfeii SIV6 aus der thermophilen BGA Butschen in Viersen in

je zwei parallelen Batch-Kulturen gaschromatographisch tberprift (Abbildung 3.14).
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B M ‘bacterium formicium MFT K1

M ‘bacterium formicium MFT K2

M ‘bacterium thermaggregans’ K1

M ‘bacterium thermaggregans’ K2

M ‘thermococcus thermolithotrophicus SN-1T K2

B M ‘culleus thermophilus CR-1T K1 (55 °C)

= Mculleus thermophilus CR-1T K2 (55 °C)

® M ‘thermobacter marburgensis Marburg™ K1

= M ‘thermobacter marburgensis Marburg™ K2
M ‘thermobacter wolfeiiT K1 (60 °C)
M ‘thermobacter wolfeii™ K2 (60 °C)
M ‘thermobacter wolfeii SIV6 K1
M ‘thermobacter wolfeii SIV6 K2

| | M ‘thermus fervidus V24 STK1
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Abbildung 3.14: Methanproduktion methanogener Typstamme und des Isolats
Methanothermobacter (M’thermobacter) wolfeii SIV6. Aufgetragen ist die
Methanproduktion in mmol/l gegen die Zeit in Stunden. Es wurden von jedem Stamm
immer zwei Kulturen Kultur 1 (K1) und Kultur 2 (K2) auf die Entstehung von Methan
uberprift. (Vgl. auch Tabelle 7.7, Anhang).

Die Methanproduktion wurde bei der optimalen Wachstumstemperatur des jeweiligen
Archaeons (ber einen gewissen Zeitraum ermittelt. Die Methanproduktion des
mesophilen Stammes Methanobacterium formicicum MF' K1 betragt nach
100 Stunden etwa 24 mmol/l. Die Produktion des thermophilen Stammes
Methanothermobacter marburgensis Marburg” K2 betragt nach der gleichen Zeit mit
46 mmol/l etwa das Doppelte. Die hochste Methanproduktion weist der
hyperthermophile Stamm Methanothermus fervidus V24 ST K1 mit etwa 125 mmol/l
auf. Die Produktion ist im Vergleich zu dem mesophilen Stamm Methanobacterium
formicicum MF' K1 um den Faktor 5,2 gesteigert und im Vergleich zu dem
thermophilen Stamm Methanothermobacter marburgensis Marburg” K2 um ein 2,7-

faches hoher.
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3. ERGEBNISSE

Innerhalb der Organismen, deren optimale Wachstumstemperatur zwischen 55 und
65 °C liegt, kommt es zu erheblichen Unterschieden in der Methanproduktion. So
erreichen Methanoculleus thermophilus CR-17, Methanothermobacter marburgensis
Marburg™ und Methanothermobacter wolfeii’ nach 100 h nur knapp 1/3 bis etwa das
doppelte der Methanproduktion von Methanothermococcus thermolithitrophicus SN-
1". Methanothermococcus thermolithotrophicus SN-1" sowie das Eigenisolat erreichen
nahezu die gleiche Methanproduktion wie das hyperthermophile Archaeon
Methanothermus fervidus V24 ST K 2.

Aufféllig ist des Weiteren, dass auch zwischen den Kulturen 1 und 2 (K 1 und 2)
desselben Stammes unterschiedliche Methanproduktionen gemessen wurden. Den
groften Unterschied zeigt dabei Methanobacterium thermaggregans'. Aber auch die
beiden Kulturen von Methanothermococcus —thermolithotrophicus SN-17 und

Methanothermus fervidus V24 ST zeigen erhebliche Unterschiede.

Um die Auswirkungen und mogliche Steigerung der Methanproduktion zu Uberprufen,
wurde dem Medium DSMZ 287 mod. zusétzlich 20 % [v/v] Reaktorfiltrat (Rf) (DSMZ
287 mod. + Rf) oder 20 % [v/v] Fermenterinhalt (Fi) (DSMZ 287 mod. + Fi) zugefugt.
Die Methanproduktion von Methanothermobacter ~marburgensis Marburg”
(M ‘thermobacter marburgensis Marburg™) wurde in je zwei parallel stattfindenden

Ansatzen bei 65 °C Uber einen gewissen Zeitraum ermittelt (Abbildung 3.15).

80



CH, [mmol/I]

3. ERGEBNISSE

350
DSMZ 287 mod.

300
DSMZ 287 mod.

250 DSMZ 287 mod . + Rf

DSMZ 287 mod. + Rf

B M ‘thermobacter marburgensis Marburg™ K1

B M ‘thermobacter marburgensis Marburg™ K2

B M ‘thermobacter marburgensis Marburg™ K1

M ‘thermobacter marburgensis Marburg™ K2

200
B M ‘thermobacter marburgensis Marburg™ K1
DSMZ 287 mod. + Fi
150 M ‘thermobacter marburgensis Marburg™ K2

DSMZ 287 mod. + Fi

100

50 -

48 54 100 240 360
Zeit [h]

Abbildung 3.15: Methanproduktion von M’thermobacter marburgensis Marburg®
in Medium 287 mod., 287 mod. mit Reaktorfiltrat (DSMZ 287 mod. + Rf) und in
Medium 287 mod. mit Fermenterinhalt (DSMZ 287 mod. + Fi). Aufgetragen ist die
Methanproduktion in mmol/l gegen die Zeit in Stunden. (Vgl. auch Tabelle 7.8,
Anhang).

Es zeigte sich, dass die Methanproduktion sowohl durch das Reaktorfiltrat als auch

durch den Fermenterinhalt um mindestens das Doppelte gesteigert werden konnte.

In Kooperation mit dem Prif- und Forschungsinstitut Pirmasens (PFI) wurden die
Typstimme Methanobacterium formicicum MF' und Methanothermobacter
marburgensis Marburg' sowie das Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6 in einem

Methanreaktor auf ihre Methanproduktion Uberprift. Die folgenden Ergebnisse

(Tabelle 3.5) wurden durch || ibermittelt.
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Tabelle 3.5: Ergebnisse aus dem Methanreaktor fir die beiden Typstamme
Methanobacterium formicicum MF' und Methanothermobacter marburgensis
Marburg' sowie das Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6. Aufgefihrt sind die
spezifische Gasabbaurate sowie CH4-Bildungsrate in Abhangigkeit von verschiedenen
Temperaturen und Druckunterschieden.

Stamm Temperatur Druck Spezifische Spezifische CH,-

[°C] [bar] Gasabbaurate Bildungsrate

[NI/h je m®] [NI/h je m®]

Methanobacterium 37 2,25 90 18
formicicum MF" 43 6,50 320 73
Methanothermobacter 57 5,00 912 182
marburgensis 64 6,50 1450 -
Marburg” 64 6,50 1660 326*
Methanothermobacter 62 6,50 1788 359
wolfeii SIV6

* optimiertes Medium
NI = Normliter
- keine Daten vorliegend

Methanobacterium formicicum MF' zeigte bei einer Temperatur von 37 °C und einem
Druck von 2,25 bar eine spezifische Methanbildungsrate von 18 NI/h je m®. Bei einer
Erh6hung der Temperatur von 37 auf 43 °C und des Druckes von 2,25 auf 6,50 bar
konnte die spezifische Methanbildungsrate um fast das 4-fache gesteigert werden.

Eine Erhdhung der Temperatur von 57 auf 64 °C sowie des Druckes von 5,00 auf
6,50 bar fuhrte bei Methanothermobacter marburgensis MarburgT unter Benutzung
eines optimierten Mediums zu einer Steigerung der Methanbildungsrate um etwa das
1,8-fache.

Das Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6 zeigte bei einer
Temperatur von 62 °C und einem Druck von 6,50 bar die hochste
Methanbildungsrate im Vergleich zu den beiden getesteten
Typstammen.

Das Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6 ist zudem in
einem Hochleistungs-Methanreaktor (Abbildung 3.16) im

Einsatz.

Abbildung 3.16:
Hochleistungs-
Methanreaktor
in Pirmasens
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4. Diskussion

4.1 Bioethanol-Herstellung aus Stroh durch den kombinierten Einsatz von
Thermodruckhydrolyse (TDH) und neuartigen Enzymquellen

Lignocellulosehaltige Biomasse ist ein erneuerbarer Rohstoff, der nicht mit der
Nahrungs- und Futtermittelherstellung konkurriert und in ausreichender Menge auf der
Welt vorhanden ist. Lignocellulosehaltige Biomasse stellt somit ein grof3es Potential
bei der Nutzung erneuerbarer Energien dar.

Aufgrund des teilweise kristallinen Charakters von Cellulose stellt sich der Abbau
dieses Polymers als schwierig dar. Die erfolgreiche Nutzung lignocellulosehaltiger
Biomasse als erneuerbarer Energietrager ist abhdngig von der Entwicklung
6konomisch machbarer Technologien zur Cellulase-Produktion (Kuhad et al., 2016).
Zur industriellen Nutzung ist man deshalb auf der Suche nach neuartigen und potenten
Cellulasen, die sich durch eine hohe thermische Stabilitat, eine Aktivitat bei niedrigen
pH-Werten, einer hohen Umsatzrate, einer geringen Hemmung durch Endprodukte und
die bei der Vorbehandlung potentiell anfallenden toxischen Substanzen, auszeichnen.
In  vorliegender  Arbeit sollte Stroh als Ausgangsmaterial und die
Thermodruckhydrolyse (TDH), die am Prif- und Forschungsinstitut Pirmasens (PFI)
optimiert wurde (Ballmann et al., 2013; Gasser et al., 2014), als Methode der
Vorbehandlung dienen.

In der Natur stellen Termiten neben Pilzen und dem Pansen von Wiederké&uern ein
effizientes System zur Umsetzung von Lignocellulose dar und ermdglichen einen
Abbau des Biomaterials innerhalb von 24 Stunden (Konig et al., 2013). Aufgrund

dessen wurden Termiten als Quelle zur Isolierung neuartiger Cellulasen ausgewahit.

4.1.1 Hefeisolat Saitozyma flava OO2 aus niederen Termite als Cellulase-
Produzent
Isolate aus Termiten und einem Pilz, welche zu Beginn dieser Arbeit in der
Stammsammlung des Instituts fir Mikrobiologie und Weinforschung (IMW) vorlagen,
wurden erneut mittels Azo-Carboxymethyl-Cellulose-Test (Azo-CMC-Test) auf ihre
cellulolytische Aktivitat gescreent (Tabelle 3.1). Es handelt sich dabei um einen Test,
der spezifisch fur eine Endocellulase-Aktivitat ist. Die Hefe Saccharomyces
arboricolus zeigte zuvor eine cellulolytische Aktivitat im Azur-Cellulose-Test. Alle
anderen Stamme zeigten eine cellulolytische Aktivitat im Kongorot-Test (Wenzel et

al., 2002). Beide Bacillus megaterium Stdmme aus der niederen Termite Zootermopsis
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angusticollis sowie die Hefe Saccharomyces arboricolus, die von Fruchtkoérpern der
Chinesischen Morchel Auricularia polytricha isoliert wurde, zeigten Kkeine
Endocellulase-Aktivitdt im Azo-CMC-Test. Die zuvor beobachtete cellulolytische
Aktivitat konnte somit nicht bestatigt werden. Carboxymethylcellulose (CMC) ist ein
Substrat fir Endoglucanasen und kann deshalb als Test auf Endoglucanase- und R-
Glucosidase-Aktivitat verwendet werden (Pointing, 1999). Die fehlende cellulolytische
Aktivitat kann somit auf die Spezifitit des Azo-CMC-Tests zuruickgefiihrt werden. Als
weitere Ursache ist die unterschiedliche Durchfiihrung der Methoden zu nennen.
Waéhrend die Mikroorganismen im Azur-Cellulose- und Kongorot-Test auf Azur-
Cellulose- bzw. CMC-haltigem Medium wachsen, wird im Azo-CMC-Test der
potentiell cellulolytische Uberstand zehn Minuten mit CMC-haltigem Substrat
inkubiert. Die geringe Aktivitdt, die bei den beiden Hefen Trichosporon
mycotoxinivorans aus der niederen Termite Mastotermes darwiniensis und
Papiliotrema odontotermitidis aus der hoheren Termite Odontotermes obesus

festgestellt wurde, lasst sich auf die gleichen Griinde zurlckfthren.

In der Arbeit von Cho et al. (2010) zeigten cellulolytische Bakterienisolate, die aus der
niederen Termite Reticulitermes speratus gewonnen wurden, eine geringe Aktivitat in
einem kinstlichen Medium. Die Autoren gehen davon aus, dass die cellulolytische
Aktivitat auf die termiteneigenen Enzyme und die der Flagellaten zuriickzufuhren ist.
Metagenomdaten aus hoheren Termiten, denen Flagellaten fehlen, zeigen jedoch eine
vielfaltige Zusammenstellung an bakteriellen Genen fir die Hydrolyse von Cellulose
und Xylose (Warnecke et al., 2007). Des Weiteren zeigen Bakterienisolate, die
ebenfalls aus einer hdheren Termite stammen, eine signifikante hydrolytische Aktivitat
(Taechapoempol et al., 2011). Der Mitteldarm wurde als der Hauptort der
cellulolytischen Aktivitat in htheren Termiten betrachtet, denn an dieser Stelle werden
die termiteneigenen Enzyme sezerniert. Im Vergleich zum Mitteldarm konnte jedoch
eine bis zu 59%ige Cellulase-Aktivitat fiir kristalline Cellulose im Hinterdarm
gefunden werden (Tokuda & Watanabe, 2007).

Es ist daher nicht verwunderlich, dass das Hefeisolat Saitozyma flava OO2 (S. flava

002), das aus der hoheren Termite Odontotermes obesus stammt, eine deutliche

Endocellulase-Aktivitat im Azo-CMC-Test zeigte. S. flava war urspriinglich unter dem
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Namen Cryptococcus flavus bekannt, wurde jedoch zwischenzeitlich umbenannt (Liu
etal., 2015).

4.1.2 Eigenschaften der isolierten Cellulase Cell

Die hochste Aktivitat der Cellulase war in der stationdren bzw. in der Absterbephase
der Hefe S. flava OO2 erreicht (Abbildung 3.1). Das Aufreinigungsschema (Tabelle
3.2) der Cellulase Cell zeigt, dass die Gesamtproteinmenge und die spezifische
Proteinmenge abnimmt, wéhrend die spezifische Aktivitit ansteigt, was fur eine
Erhdhung der Reinheit spricht (Ermittlung der spezifischen Aktivitat siehe Abschnitt
2.7.1). Dies wurde durch das Auftragen der Proben im SDS-Gel bestatigt (Abbildung
3.2). Die geringfugige Abnahme der spezifischen Aktivitat nach der FPLC kdnnte an

dem verwendeten Puffer liegen.

Zur weiteren Charakterisierung der Endocellulase Cell wurde der Kulturiberstand
nach vorangegangener Zentrifugation und Sterilfiltration genutzt. Die darin enthaltene
Cutinase sollte keinen Einfluss auf die Aktivitat der Cellulase haben. Cutinasen, die
der o/B-Hydrolase Superfamilie angehoéren, hydrolysieren Esterbindungen des
Pflanzenpolymers Cutin, aber auch anderer Polymere (Chen et al., 2013). Industriell
verwendete Cellulasen und Cellulasemixturen sind aufgrund der Kostenersparnis

ebenfalls nicht hoch aufgereinigt.

Fir die Cellulase Cell konnte eine Aktivitat in einem breiten Temperatur-Bereich
zwischen < 30 und > 80 °C mit einem Temperatur-Optimum bei 60 °C ermittelt
werden (Abbildung 3.6 B). Die Cellulase war in einem pH-Bereich zwischen < 2 und
> 6 stabil. In einem pH-Bereich zwischen < 3,5 und > 5,5 zeigte die Endocellulase eine
Aktivitat mit einem Optimum zwischen 4 und 4,5 (Abbildung 3.6 A).

Eine aufgereinigte Cellulase, die ebenfalls aus einer cellulolytischen Hefe gewonnen
wurde, zeigte eine Aktivitat in einem Temperaturbereich von 4 bis 60 °C und in einem
pH-Bereich zwischen 3 und 9 mit einem Optimum bei pH 5 (Korish, 2003; Konig et
al., 2013). Das Hefeisolat wurde aus der Gemeinen Feuerwanze (Pyrrhocoris apterus)
isoliert und gehort der Gattung Trichosporon an. Trichosporon ist in der Natur weit
verbreitet und kommt u.a. im Boden, auf abgestorbenem Holz, in Blatthornkafern

(Scarabaeidae) und in Termiten vor (Colombo et al., 2011). Im Gegensatz zu der
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aufgereinigten Cellulase aus Trichosporon ist die Cellulase Cell aus S. flava OO2 bei
héheren Temperaturen aktiv und hat bei einem geringeren pH-Wert ihr Optimum.
S. flava ist in der Natur ebenfalls weit verbreitet und kommt in der Luft und in Humus
in Japan vor, auf Blattern des Waldsauerklees (Oxalis acetosella) in Russland und in
der Phyllosphére von Gras in den USA (Kurtzman et al., 2011). Aus dem Stamm
S. flava JCM 8044 (isoliert als ,,Cryptococcus flavus®), der aus Boden/von einem
abgestorbenen Stiick Holz in Japan isoliert wurde, konnte eine Carboxymethylcellulase
(CMCase) CMCase 1 identifiziert werden (Hatano et al., 1991; Cui et al. 1992). Das
Enzym ist in einem pH-Bereich zwischen 3,5 und 6,5 aktiv mit einem Optimum bei pH
4,3. Es zeigt in einem Temperaturbereich zwischen < 40 und 80 °C Aktivitat mit einem
Optimum zwischen 65 und 70 °C. Eine weitere CMCase (hier zur Unterscheidung
CMCase S-2 genannt) konnte aus dem Stamm Cryptococcus sp. S-2 beschrieben
werden (Thongekkaew et al., 2008).

CMCase S-2 konnte bis zur Homogenitat aufgereinigt werden und hatte eine Grofie
von 34 kDa. Die CMCase S-2 ist in einem pH-Bereich zwischen 2 und 5,5 aktiv mit
einer maximalen Aktivitat bei 3,5. Das Enzym war in einem pH-Bereich zwischen
5,5 und 7,5 stabil und zeigte bei Temperaturen zwischen 30 und 70 °C eine Aktivitat
mit einem Maximum zwischen 40 und 50 °C. Mit Sequenzéhnlichkeiten von 90 % zu
CMCasel und von 85 % zu CMCase S-2 zeigt die untersuchte Cellulase Cell aus
S. flava 002 eine starke Ahnlichkeit zu den bereits beschriebenen Cellulasen aus der
gleichen Hefeart, auch wenn die Organismen von unterschiedlichen Quellen isoliert
wurden. Im Folgenden ist eine Ubersicht der Eigenschaften der drei Cellulasen gezeigt
(Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.1: Ubersicht der Eigenschaften der aus Saitozyma flava (vormals Cryptococcus flavus) isolierten Cellulasen.

Cellulase Quelle Isoliert aus pH-Bereich | pH- Temperatur-Bereich | Temperatur-Stabilitat MW Besonderheiten
(Optimum) | Stabilitdét | (Optimum) [°C] (kDa)

CMCase 1 Saitozyma flava Erdboden/ 3,5-6,5 - <40-80 Halbwertszeit bei 98 °C, | 34 CMC und Cellobiose
JCM 8044 abgestorbenes  Stiick | (4,3) (65-70) pH 6,0 30 Minuten induziert ~ CMCase
(isoliert als Holz in Japan Produktion
Cryptococcus
flavus)

CMCase S-2° | Cryptococcus sp. | - 2-5,5 5,5-7,5 30-70 50%ige Aktivitat bei 34 -
S-2 (3,5 (40-50) 90 °C, pH 3,5, 60

Minuten

Cell Saitozyma  flava | Odontotermes obesus 3,5-5,5 2-6 30-80 n. d. 32,8-34,3 | 50%ige Aktivitat bei

002 (4,0-4,5) (60) 25,5 % Cellobiose

- = keine Angabe; n.d. = nicht durchgeflhrt
! Hatano et al., 1991; Cui et al., 1992; > Thongekkaew et al., 2008.

Bei dem Test auf Endprodukthemmung durch Cellobiose zeigte die Cellulase Cell bei einer Konzentration von 25,5 % Cellobiose zudem noch eine
50%ige Aktivitat (Abbildung 3.6 D).
Cell ist aufgrund ihres Temperatur- (60 °C) und pH-Optimums (zwischen pH 4,0 und 4,5) fir die industrielle Anwendung geeignet. Die

enzymatische Saccharifikation, die der hier angewendeten TDH folgt, findet bei 50 °C und einem pH-Wert von 5 statt (Ballmann et al., 2013). Das

verwendete Strohhydrolysat wird derzeit von pH 2 auf pH 5 gepuffert (Handel, 2016). Um das Enzym bei héheren Temperaturen oder bei pH-

Werten < 3 einzusetzen, musste es zunachst per Mutagenese optimiert werden.
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Der Einsatz von acidophilen oder auch thermophilen Enzymen konnte die Kosten fir
das Verfahren senken. Es sind diverse Enzyme mit diesen Eigenschaften beschrieben.
Ein thermophiles Isolat, Geobacillus sp. R7, produziert eine thermostabile Cellulase
mit hohem hydrolytischen Potential (Zambare et al., 2011). Des Weiteren wird eine
von Aspergillus fumigatus produzierte thermophile und acidophile Endoglucanase
beschrieben (Grigorevski-Lima et al., 2009). Diese CMCase zeigt die hochste
Aktivitat bei 65 °C und einem pH-Wert von 2. Eine ebenfalls acidothermophile
Cellulase wurde aus Bacillus subtilis Stamm LFS3 mit einem Temperatur-Optimum
von 60 °C und einem pH-Optimum bei 4 isoliert (Rawat & Tewari, 2011). Eine
weitere thermoacidophile Endocellulase ist aus Alicyclobacillus acidocaldarius mit
einem Temperatur-Optimum von 80 °C und einem pH-Optimum von pH 4 bekannt
(Eckert & Schneider, 2003). Eine thermophile Cellulase aus dem hyperthermophilen
Organismus Thermotoga maritima hat ein Temperatur-Optimum bei 85 °C (Lian et al.,
2016).

Diverse kommerziell erhaltliche Cellulasen und ihre Eigenschaften wurden
zusammengestellt (Tabelle 7.9, Anhang). Die meisten industriell genutzten Cellulasen
stammen aus filamentdsen Pilzen wie Trichoderma, Penicillium, Fusarium und
Humicola. Diese bilden Cellulase-Komplexe mit allen drei verschiedenen Klassen an
Cellulasen in unterschiedlichem Verhéltnis (Kuhad et al., 2016). Ein weiterer Grund,
warum der Schwerpunkt auf der Nutzung pilzlicher Cellulasen liegt, ist darin
begriindet, dass Pilze grolRe Mengen an Enzymen produzieren, die sezerniert werden,

sodass sie leicht aus dem Medium extrahiert und gereinigt werden kénnen.

Aufgrund der Tatsache, dass die Cellulase Cell eine Bande unterhalb von 35 kDa auf
dem SDS-Gel zeigt (Abbildung 3.2) und tiber EXPASYy ProtParam tool eine Grof3e von
35,8 kDa fur die komplette Sequenz berechnet wird, ist ein Signalpeptid, wie es von
Secretome P 2.0a Server und SignalP 4.1 Server vorgeschlagen wird, sehr
wahrscheinlich. Fiir die CMCase 1 wird eine Signalerkennungsstelle an Position 16
oder 18 vorgeschlagen (Alanin-X-Alanin; X steht fir eine beliebige Aminoséure) (Cui
et al, 1992). Letztere Position stimmt mit der Uber SignalP 4.1 Server
vorgeschlagenen Spaltstelle zwischen den Aminoséuren an der Position 18 und
19 (Abbildung 3.3 |) Uberein, was ein Protein mit einem Molekulargewicht von

34,1 kDa ergibt. Unter Nutzung der in silico postulierten Spaltstelle wirde eine
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hydrophobe Leadersequenz aus 16 bzw. 18 Aminosduren generiert werden. Dies
entspricht den blichen L&ngen von Signalpeptiden in extrazelluldren Proteinen (Cui et
al., 1992). Signalsequenzen dienen der Sortierung von Proteinen an ihren finalen
Bestimmungsort. Signalpeptide weisen kein gut definiertes Sequenzmotiv auf
(Martoglio & Doberstein, 1998), zeichnen sich jedoch durch drei distinkte Regionen
aus (Nielsen et al., 1999). Auf eine N-terminale positiv geladene n-Region folgt eine
zentrale h-Region, die durch sechs bis 15 hydrophobe Aminoséuren charakterisiert ist
(Martoglio & Doberstein, 1998; Nielsen et al., 1999). Den Abschluss bildet eine C-
terminale c-Region aus polaren und ungeladenen Aminoséuren, welche die Spaltstelle
einschlielt. Ob eine Prosequenz wie fiir CMCase 1 vorhanden ist, welche abgespalten
werden muss, um den N-Terminus des reifen Proteins zu erhalten, musste fur Cell
uber eine N-terminale Sequenzierung oder Uber eine genauere Bestimmung der Grolie
mittels FPLC mit Proteinen bekannter GroRe als Vergleich ermittelt werden. Die
Anwesenheit von Propeptiden ist von verschiedenen extrazellularen Enzymen aus
Pilzen bekannt (Barnett et al., 1991; Cui et al.,, 1992). Eine potentielle N-
Glykosylierungsstelle (Asparagin-X-Serin/Threonin) wie sie hédufig in von Pilzen
sekretierten Enzymen, welche auch verschiedene cellulolytische Enzyme beinhaltet,
auftritt (Cui et al., 1992), ist in der Proteinsequenz von Cell nicht vorhanden.

Aufgrund des potentiellen Starts des reifen Enzyms Cell an Position 31 der
Aminosauresequenz ist das Fehlen der ersten 32 Aminoséuren in dem 3D-
Strukturmodell, was auf das Signalpeptid von Ganoderma lucidum (G. lucidum) (Liu
et al., 2016) zurickzufihren ist, nicht weiter relevant. G. lucidum ist ein
Weilifaulepilz, der aus der traditionellen chinesischen Medizin bekannt ist und im
Fernen Osten seit mehr als 2000 Jahren eingesetzt wird (Fang & Zhong, 2002). Als
saprophytischer Organismus produziert der Pilz eine Reihe von lignocellulolytischen
Enzymen, um Lignin und Cellulose abzubauen (Liu et al., 2016). Endogene EG von
Insekten wurden der Glykosidhydrolase-Familie (GHF) 9 zugeordnet, wéhrend
Protisten ein Set aus GHF5 und GHF7 EG sowie GHF7 CBHs nutzen (Ni & Tokuda,
2013). In hoheren Termiten wurden 45 GHF der mikrobiellen Gemeinschaft entdeckt
(Ni & Tokuda, 2013). Cell gehort der Glykosidhydrolase-Familie 5 an. GHF5-
Proteine sind sogenannte Retaining Enzyme, die einem klassischen Koshland double-
displacement Mechanismus folgen (Koshland, 1953). Sie weisen eine klassische (a/B)s

TIM barrel Faltung mit den zwei am aktiven Zentrum beteiligten Glutaminsauren (E)
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auf (Abbildung 3.5), die ungefdhr 200 Reste in der Sequenz auseinanderliegen und an
den C-terminalen Enden des R-Strangs 4 (S&aure/Base) und 7 (Nucleophil) lokalisiert
sind (Jenkins et al., 1995). Die beiden Glutaminsauren (E) des aktiven Zentrums in der
Struktur aus G. lucidum sind in der Cell-Sequenz enthalten. Die a-Helix a8 ist in
vorliegendem Modell von Cell nur partiell ausgebildet.

Als Template fur das 3D-Strukturmodell diente die 5D8Z Struktur der 1,4-
Endoglucanase aus G. lucidum. Wie bereits erwahnt, sind die ersten 32 Aminosauren
in dem vorliegenden Modell (Abbildung 3.5) nicht enthalten, denn dafur ist kein
Template vorhanden. Zwischen der Cellulase-Sequenz aus S. flava OO2 und der
Template-Sequenz sind 45 % der Aminoséuren konserviert und 60 % der Aminosauren
homolog. Das rekombinante Enzym aus G. lucidum mit einer optimalen Aktivitat bei
60 °C und pH 3-4 hydrolysiert CMC und R-Glucan, aber nicht Xylan und Mannan. Das
Enzym zeigt somit &hnliche Eigenschaften wie Cell. Das Substratspektrum von Cell
musste im Anschluss an diese Arbeit Uberprift werden. Wahrend die Template-
Struktur vier Disulfidbriicken aufweist, sind in der Sequenz aus Cell nur zwei
Disulfidbriicken vorhanden. Aufgrund sich verdndernder Umweltbedingungen konnte
die Endoglucanase von G. lucidum eine grofRere Notwendigkeit zur Stabilisierung
aufweisen, wohingegen der Termitenbau und der Gastrointestinaltrakt der Termite flr
die Hefe und die sezernierte Cellulase eine gleichbleibende Umgebung zur Verfiigung
stellt. Eine dieser Disulfidbriicken liegt konserviert vor, wahrend die zweite eine neue
Disulfidbriicke darstellt, die den ersten Loop stabilisiert. Dieser Loop ist bei
G. lucidum auch langer als bei der Cellulase von S. flava OO2.

Cellobiose wurde an der gleichen Stelle in das Modell von Cell eingefigt, an der es
auch in der Struktur aus G. lucidum liegt. Es wurde kein molekulares Docking
angewendet. Darunter versteht man die computergestitzte Vorhersage des
Bindungmodus sowie der Bindungsenergie zweier aneinander bindender Molekdile.
Die in der Struktur aus G. lucidum wichtigen Aminosduren sind Tryptophan (W)
W202 und Asparagin (N) N242. In der Sequenz aus Cell ist die Aminosdure
Tryptophan (W) gegen Phenylalanin (F) getauscht, sodass die bei der Bindung zur
mitkristallisierten Cellobiose ausgebildeten Stapelkrafte erhalten bleiben. Im
Gegensatz dazu féllt durch den Austausch von Asparagin (N) gegen Phenylalanin (F)
eine Wasserstoffbriicken-Bindung, die mit Cellobiose ausgebildet wird, weg.
Maoglicherweise ist das Substratspektrum von Cell gegenuber der Endoglucanase aus

G. lucidum erweitert.
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Erkenntnisse aus der Bioethanol-Herstellung der zweiten Generation leisten ebenfalls
einen Beitrag zur Verbesserung der Biogasgewinnung aus lignocellulosehaltiger
Biomasse. Nachdem der Einsatz einer neu isolierten Cellulase flr die enzymatische
Saccharifikation wahrend der Bioethanol-Herstellung besprochen wurde, folgt im
Anschluss die Diskussion Uber neu isolierte methanogene Archaea und deren Einsatz

in einer Power-to-Gas Anlage.

4.2 Reduzierung von Biogas-CO; zu CH,4 unter Nutzung von elektrolytischem
Wasserstoff regenerativer Energiequellen durch methanogene Archaea

Die mikrobielle Umsetzung von Wasserstoff aus erneuerbaren Energiequellen zu
Biomethan stellt neben der Bioethanol-Herstellung der zweiten Generation eine
weitere Alternative dar, um die Menschheit von fossilen Energietragern unabhangig zu
machen.

Dieses sogenannte Power-to-Gas Verfahren nutzt den aus Windenergie und
Photovoltaik erzeugten Uberschussstrom, um Elektrolyse zu betreiben. Der dabei
entstehende Wasserstoff wird zur Methanerzeugung genutzt und stellt eine
Speicherung des Uberschussstroms in Form eines chemischen Energietragers dar.
Dabei wird der Methanertrag in Biogasanlagen optimiert, denn Biogas besteht noch bis
zu 25-45 % aus Kohlenstoffdioxid (CO,). Gleichzeitig verwendet das Power-to-Gas
Verfahren die in Deutschland gut ausgebaute Infrastruktur wie Erdgasnetz und
Gasspeicher. Gegenuber der technischen Methansynthese bietet die mikrobielle
Umsetzung einige Vorteile. Neben dem hohen energetischen Wirkungsgrad von tber
80 % der biologischen Methanbildung ist eine hohe Reinheit der Ausgangsgase
aufgrund des katalysatorunabhdngigen Verfahrens und der nicht vorhandenen
Endprodukthemmung im biologischen Prozess nicht erforderlich. Das Power-to-Gas
Verfahren stellt eine sinnvolle Alternative zur Wasserstofftechnologie dar, solange

diese noch nicht ausgereift ist.

Zur lsolierung von methanogenen Archaea wurde zum einen eine thermophile
Biogasanlage (BGA Butschen, Viersen) als Quelle ausgewahlt, denn thermophile
Anlagen zeichnen sich im Vergleich zu mesophilen Anlagen durch hohe Umsatzraten
aus. Zum anderen wurden Termiten als Quelle verwendet, denn es wird davon

ausgegangen, dass die in Termiten vorkommenden Archaea gegenlber Sauerstoff
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unempfindlicher sind. Die gewonnenen Isolate wurden teilweise auf ihren potentiellen

Einsatz in einer Power-to-Gas Anlage uberprift.

4.2.1 Diversitatsanalyse methanogener Archaea in Mastotermes darwiniensis

Methanogene Archaea in hoheren Termiten konnten bisher den Ordnungen
Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methanobacteriales und den kirzlich
entdeckten Methanoplasmatales bzw. Methanomassiliicoccales (Paul et al., 2012;
Brune, 2014) zugeordnet werden. In niederen Termiten ist die Ordnung

Methanobacteriales dominant vertreten.

In der vorliegenden Arbeit konnten insgesamt 137 positive Klone gewonnen werden,
von denen 67 Klone aus dem Darm von Arbeitern und 70 Klone aus dem Darm von
Soldaten der niederen Termite Mastotermes darwiniensis stammen. Eine
Diversitatsanalyse in der Termite Incisitermes marginipennis war nicht moglich. Dies
kdnnte an der unterschiedlichen Isolierung der Darme liegen (Abschnitt 2.6).

Durch ARDRA konnten insgesamt 10 verschiedene Muster generiert werden
(Abbildung 3.7). Die ldentifizierung erfolgte durch den Abgleich der 16S rDNA-
Sequenzen jeweils eines Klons mit den Datenbanken GenBank Nucleotide collection
und EzTaxon Server 2.1 (Tabelle 3.3). Acht von zehn Mustern wurden durch die
Datenbank GenBank Nucleotide collection als Methanobrevibacter arboriphilus
identifiziert. Die beiden anderen Muster konnten Methanobrevibacter curvatus
zugeordnet werden. Die Datenbank EzTaxon Server 2.1 ordnete vier der Muster
Methanobrevibacter filifomis, zwei der Muster Methanobrevibacter arboriphilus, drei
der Muster Methanobrevibacter curvatus sowie ein Muster Methanobrevibacter
cuticularis zu. Eine Ubereinstimmung der beiden Datenbanken fand nur in drei
Mustern statt (2b, 5a und 8b). Vier (1a, 3a, 6a und 7a) der durch die Datenbank
GenBank Nucleotide collection als Methanobrevibacter arboriphilus identifizierten
Muster wurden durch die Datenbank EzTaxon Server 2.1 Methanobrevibacter filifomis
zugeordnet. Zwei weitere Muster (4b und 9b), die ebenfalls Methanobrevibacter
arboriphilus zugeordnet wurden (GenBank Nucleotide collection), konnten als
Methanobrevibacter curvatus identifiziert werden (EzTaxon Server 2.1). Muster 2c,
das ber die Datenbank GenBank Nucleotide collection als Methanobrevibacter
curvatus identifiziert wurde, ist Uber EzTaxon Server 2.1 als einziges Muster

Methanobrevibacter cuticularis zugeordnet worden. Die Ergebnisse sind abhangig von
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der Zuverlassigkeit der hinterlegten Sequenzen in den Datenbanken. EzTaxon Server
2.1 nutzt Sequenzen der GenBank Nucleotide collection und von Stammen, die von
Autoren hinterlegt wurden. Es handelt sich im Gegensatz zu GenBank Nucleotide
collection nur um Typstdmme, die Sequenzen werden kuratiert und die Nomenklatur
uber die DSMZ aktualisiert (Park et al., 2012).

Die Verteilung der Muster war in Arbeitern und Soldaten unterschiedlich. Muster 2b
konnte in nahezu 86 % der Klone aus Arbeitern festgestellt werden, wahrend Muster
la mit einer Haufigkeit von nahezu 77 % den groten Teil in Soldaten ausmachte.
Muster 2c und 9b konnten lediglich in Klonen aus Arbeitern festgestellt werden,
wéhrend die Muster 3a, 4b, 5a, 6a, 7a und 8b nur in Klonen aus Soldaten gefunden
wurden. Dies lasst sich auf die unterschiedliche Praparation und Anzahl der
verwendeten Termitendarme zurtckfuhren (Abschnitt 2.6). Denn Soldaten rezenter
Termiten sind nicht in der Lage, sich selbst zu erndhren und sind auf die Futterung via
stomodealer Trophallaxis, dem Austausch von Material zwischen Individuen (Cabrera
& Rust, 1999), angewiesen (Nalepa, 2011).

Die Unterschiedlichkeit der Muster weist trotz der Zuordnung zur gleichen Art tiber
die Datenbanken auf verschiedene Arten hin. Die Sequenzzugehdrigkeit gibt einen
Hinweis darauf. Die Sequenzidentitaten lagen zwischen 93,4 und 96,9 % und somit in
allen Féllen unterhalb der anerkannten Artgrenze von 97 % in Bezug auf die 16S rRNA
Gensequenz (Stackebrandt & Goebel, 1994; Chun et al., 2007). Der Forderung auf
eine nahezu vollstandige 16S rDNA Sequenz von >1300 bp (Stackebrandt et al., 2002)
konnte bis auf Muster 4b und 5a in allen anderen Mustern nachgekommen werden. Die
Identitaten sind folglich als Metanobrevibacter sp. einzustufen. Es ist des Weiteren
davon auszugehen, dass es sich mdglicherweise um neue Arten dieser Gattung handelt.
Die gewonnenen Ergebnisse stimmen mit phylogenetischen Untersuchungen der
symbiotischen Gemeinschaft in der niederen Termite Cryptotermes domesticus
(Familie Kalotermitidae) und Reticulitermes speratus (Familie Rhinotermitidae)
uberein (Ohkuma & Kudo, 1998; Shinzato et al., 1999). Sequenzen dieser Studien
konnten ebenfalls der Gattung Methanobrevibacter (Ordnung Methanobacteriales)
zugeordnet werden. Die meisten Sequenzen waren jedoch solche von noch nicht

identifizierten Arten.
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Eine andere phylogenetische Studie zeigte, dass 16S rRNA-Sequenzen von
Mikroorganismen aus den Darmen hoherer Termiten auf eine nahe Verwandtschaft mit
Methanogenen der Ordnungen Methanosarcinales und Methanomicrobiales hindeuten
(Ohkuma et al., 1999). Sequenzen, die von Darmen niederer Termiten erhalten wurden,
waren ebenfalls nah mit der Gattung Methanobrevibacter verwandt. Die
vorherrschende Verbreitung von Methanobacteriales ist aber nicht allein auf niedere
Termiten beschrankt. Es wurden Methanobrevibacter arboriphilicus (mittlerweile
umbenannt in Methanobrevibacter arboriphilus) und Methanobacterium bryantii in
den Déarmen der holzfressenden hoheren Termiten Nasutitermes costalis und
Nasutitermes nigriceps (Familie Termitidae) beschrieben (Yang et al., 1985; Brauman
etal., 2001).

Aufgrund der Ergebnisse wurden die DSMZ Medien 311a und 734 zur Isolierung von
methanogenen Archaea aus Termiten verwendet. Beide Medien kommen bei der
Kultivierung der drei bereits vorhandenen Isolate aus der niederen Termite

Reticulitermes flavipes zum Einsatz.

4.2.2 Archaeelle Isolate aus niederen Termiten und der thermophilen BGA

Bisher gehorten alle Isolate, die aus niederen Termiten gewonnen werden konnten, der
Gattung Methanobrevibacter (M ’brevibacter) (M = Methano) an (Brune, 2014). Es
konnten drei verschiedene Arten dieser Ordnung aus der niederen Termite
Reticulitermes flavipes in Reinkultur erhalten werden: M brevibacter curvatus RFM-
2", M‘brevibacter cuticularis RFM-1" und M brevibacter filiformis RFM-3"
(Leadbetter & Breznak, 1996; Leadbetter et al., 1998).

Aus héheren Termiten mit unterschiedlichen Ern&hrungsgewohnheiten konnten drei
Stdmme isoliert werden, die nahe mit Methanobacterium bryantii verwandt sind, und
ein Isolat aus einer holzfressenden hoheren Termite, das mit Methanobrevibacter

arboriphilus nahe verwandt ist (Deevong et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit konnten insgesamt neun Isolate aus Termiten gewonnen
werden (Tabelle 3.4), darunter sechs aus der niederen Termite Incisitermes
marginipennis und drei aus der niederen Termite Mastotermes darwiniensis. Die
Isolate aus Incisitermes marginipennis teilten sich nach ARDRA (Abbildung 3.8) und
SAPD-PCR (Abbildung 3.9) in zwei Muster auf. Bei finf der Isolate aus Incisitermes
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marginipennis handelt es sich um Methanoculleus thermophilus nach Zuordnung der
Isolate Im1 und Im2 mit einer 16 S rDNA-Sequenzidentitat von 100 %. Dies bestéatigt
auch die tbereinstimmenden Muster der Isolate und des Typstammes aus ARDRA und
SAPD-PCR. Die durch einen Pfeil markierte zusétzliche Bande im SAPD-PCR
Fingerprintmuster bei Isolat Im2 (Abbildung 3.9) lieferte kein abweichendes Ergebnis
bei der Sequenzierung. Ahnliches ist fur Isolat Im4 anzunehmen. Aufgrund der
Tatsache, dass die Banden auf gleicher Hoéhe liegen wie charakteristische Banden des
Isolats Im6, ist es moglich, dass es sich bei diesen beiden Isolaten (Im2 und Im4) um
eine archaeelle Mischkultur handelt. Methanoculleus thermophilus ist dabei in hohen
Zellzahlen vertreten, wohingegen das andere Archaeon nur in geringen Zellzahlen
vorkommt. Das Isolat Im6 konnte mit einer 99%igen Sequenzidentitat nach GenBank
Nucleotide Collection Methanosarcina barkeri  zugeordnet werden bzw.
Methanosarcina horonobensis mit einer ebenfalls etwa 99%igen Sequenzidentitéat nach
EzTaxon Server 2.0. Im6 wurde im Gegensatz zu den anderen aus Termiten
stammenden Isolaten mit Hilfe des Mediums 734 gewonnen. Die Zusammensetzung
unterscheidet sich jedoch nicht wesentlich von Medium 311a (Tabelle 2.6).

Die drei Isolate, die aus der Termite Mastotermes darwiniensis gewonnen wurden,
zeigten nach ARDRA (Abbildung 3.8) und SAPD-PCR (Abbildung 3.9) identische
Muster. Es handelt sich ausschlieRlich um Methanobacterium beijingense, nachdem
das Isolat Mdl mit einer 99%igen 16S rDNA-Sequenzidentitdt nach GenBank
Nucleotide Collection und EzTaxon Server 2.0 zugeordnet werden konnte.

Dadurch, dass die Artgrenze bei 97 % Ahnlichkeit in Bezug auf die 16S rDNA
festgelegt ist, handelt es sich hochst wahrscheinlich nicht um neue Arten, auch wenn
hohere Schwellenwerte (98,7-99,0 % bzw. 98,65 %) in verschiedenen Studien
vorgeschlagen wurden (Stackebrandt & Ebers, 2006; Kim et al., 2014). Das
Artkonzept der 97 %-Grenze wird jedoch in manchen Spezies beispielsweise wegen
multipler Kopien des 16S rRNA Gens nicht gerecht (Nguyen et al., 2016). Bei
Ahnlichkeiten tber 97 % miissen andere Methoden wie DNA-DNA Hybridisierung
oder die Analyse von Gensequenzen mit hoherer Auflosung verwendet werden
(Tindall et al., 2010).

Die mittels SAPD-PCR generierten spezifischen Muster weisen im Falle von Im1-5
(Abbildung 3.9) aufgrund des Vergleichs mit dem vorliegenden Typstamm ebenfalls
nicht auf neue Arten hin. Ein entsprechender Vergleich der Isolate Im6 und Md1, 5

und 6 mit den entsprechenden Typstammen (Methanosarcina barkeri bzw.
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Methanosarcina horonobensis sowie Methanobacterium beijingense) ist im Anschluss
dieser Arbeit durchzufiihren. Die Sequenzé&hnlichkeit der sequenzierten Isolate (Im1, 2
und 6 und Md1) von tiber 97 % und die Ahnlichkeit der generierten SAPD-PCR
Muster weisen jedoch ebenfalls nicht auf neue Arten hin. Allerdings konnten die
beschriebenen Arten erstmalig aus Termiten isoliert und angereichert werden.

Die erhaltenen Isolate stellen Gemeinschaften dar, die sich mit Ausnahme von Im2
sowie Im4 mit groBer Wahrscheinlichkeit aus einem archaeellen Organismus und
mehreren bakteriellen Organismen zusammensetzen. Die archaeellen Organismen
scheinen im Vergleich zu den bakteriellen Organismen in hoher Zellzahl vorzuliegen,
denn die SAPD-PCR Muster wurden andernfalls durch die Muster der Bakterien
uberlagert werden. Die archaeelle Gemeinschaft in den Isolaten Im2 und Im4 konnte
auf Grundlage der Ergebnisse der SAPD-PCR aus der Art Methanoculleus
thermophilus respektive Methanosarcina barkeri bzw. horonobensis bestehen.
Aufgrund der eindeutigen Sequenzierergebnisse und des Fingerprintmusters der
SAPD-PCR liegt Methanoculleus thermophilus in hohen Zelltitern vor, wohingegen
Methanosarcina barkeri bzw. horonobensis nur in geringen Zellzahlen vorliegt. Die
Agarshake-Methode ist kein zuverlassiges Verfahren, um Reinkulturen methanogener
Archaea zu erhalten. Jedoch war die Vereinzelung eventuell auch aufgrund des obligat
syntrophen Charakters der Organismen nicht mdglich. Daflr spricht auch der Einsatz
von Antibiotika, welcher das Wachstum der Kulturen verhinderte. Um die Organismen
doch noch in Reinkultur zu erhalten, sollten Antibiotika in geringeren Konzentrationen
oder andere Antibiotika als die hier verwendeten eingesetzt werden. Auch die
Anwendung anderer Methoden wie serielle Verdinnung oder Mikromanipulation

kdnnten zum Erhalten von Reinkulturen fuhren.

Entgegen der gewonnenen Ergebnisse aus der Klondatenbank (Abschnitt 4.2.1)
konnten keine neuen Arten aus Mastotermes darwiniensis erhalten werden. Auch die
sechs Isolate, die aus der niederen Termite Incisitermes marginipennis gewonnen
wurden, stellen keine neuen Arten dar. Dies kdnnte auf komplexe Anspriiche der
Organismen zuriickzufthren sein, welche die nicht in Kultur erhaltenen Organismen
an ihre Umgebung stellen. Zum anderen sind auch hemmende Substanzen denkbar, die
das Wachstum storen. Auch der potentiell mogliche syntrophe Charakter der

Organismen erschwert die Isolierung und die Gewinnung von Reinkulturen.
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Die in der Klondatenbank erhaltenen Identitdten (Tabelle 3.3) deuten alle auf
Methanobrevibacter sp. hin. Die Energiegewinnung der Gattung Methanobrevibacter
erfolgt Uber die hydrogenotrophe Methanogenese, wobei CO, mit H, zu CH,4 reduziert
wird. In manchen Féllen dient auch Formiat als Elektronendonator.

Entgegen der erstellten Kilonbibliothek aus der niederen Termite Mastotermes
darwiniensis wurden Isolate in Kultur gewonnen, die in der Klondatenbank nicht
erfasst wurden. Wéhrend die Identitidten der Klondatenbank auf Methanobrevibacter
sp. hindeuten, wurden in Kultur Isolate erhalten, die der Gattung Methanobacterium
(Md1, 5 und 6) zugeordnet werden konnten. Die Diskrepanz kann auf die
unterschiedliche Isolierung der Termitendadrme zurtckzufihren sein und auf das
verwendete Kit zur DNA-Isolation (Abschnitt 2.10.1).

Die Gattung Methanobacterium, die ebenso wie Methanobrevibacter der Ordnung der
Methanobacteriales angehort, oxidiert H,, Formiat oder CO. CO, ist normalerweise der
Elektronenakzeptor, allerdings reduzieren manche stattdessen Methanol. Eine
Reduktion von Schwefel zu Sulfid ist ebenfalls mdglich, allerdings wird dadurch kein

Wachstum ermdglicht.

Wie bereits erwéhnt, wurden aus der niederen Termite Incisitermes marginipennis
Archaea der Gattung Methanoculleus (Im1-5) und Methanosarcina (Im6) erhalten. Die
Gattung Methanoculleus (Ordnung Methanomicrobiales) nutzt H, und CO, sowie
Formiat zur Energiegewinnung. Einige verwerten zudem sekundére Alkohole. Es sind
mesophile und thermophile Arten dieser Gattung bekannt. Die in dieser Arbeit
isolierten Arten der Gattung Methanoculleus (Im1-5: Methanoculleus thermophilus),
die aus der niederen Termite Incisitermes marginipennis gewonnen wurden, sind
entgegen dem eindeutig zugeordneten Typstamm nicht zu einem Wachstum bei 55 °C
beféhigt.

Die Gattung Methanosarcina (Im6: Methanosarcina barkeri bzw. horonobensis) ist in
der Lage, alle drei Wege der Methanogenese zu nutzen. Sie ist zur hydrogenotrophen,

acetoclastischen und methylotrophen Methanogenese fahig.

Kirzlich konnte in BGA nachgewiesen werden, dass Methanol wéhrend der
Hydrolysephase aus Pektin entsteht, welches von methylotrophen Archaea reduziert
werden kann (May, 2015). Moglicherweise kommt der methylotrophen

Methanogenese in Termiten ebenfalls eine groflere Bedeutung zu als bisher
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angenommen. Nachdem die Isolate in Reinkulturen vorliegen, sollten
Substratverwertungstests durchgefiihrt werden und die Verwertung von Methanol von
Methanosarcina barkeri bzw. horonobensis (Im6) und Methanobacterium beijingense
(Md1, 5 und 6) Uberprift werden.

Wegen der Gefahr der mdglichen Kontamination wurden die Isolate aus Termiten
nicht im Methanreaktor eingesetzt.

Aus der thermophilen BGA Butschen in Viersen (Nordrhein-Westfalen) konnten
insgesamt 18 Isolate gewonnen werden, die sich nach ARDRA (Abbildung 3.10 und
3.11) und SAPD-PCR (Abbildung 3.12) in zwei Muster aufteilten. Zwolf der Isolate
konnten Methanoculleus thermophilus und sechs Methanothermobacter wolfeii
zugeordnet werden. Die Sequenzidentitdt lag bei den Datenbanken GenBank
Nucleotide collection und EzTaxon Server 2.1 fur das Isolat V2.5 bei 99 % und fir die
Isolate SIV6, V2.1 und V2.8 jeweils bei 100 % in Bezug auf die 16S rDNA.

Die Verteilung von Methanoculleus zu Methanothermobacter Isolaten stimmt mit
Metagenom-Daten Uberein. So zeigten die von Metagenom-Daten abgeleiteten 16S
rRNA Gensequenzen, dass unter den Archaea Methanoculleus mit 2,8 % und
Methanothermobacter mit 0,8 % vorherrschten (Maus et al., 2016). Des Weiteren
zeigten Metatranskriptom-Daten, dass Methanoculleus mit 5,7 % an den Sequenz-Tags
beteiligt war, wohingegen Methanothermobacter mit unter 0,1 % kaum einen Anteil
hatte, was darauf schlieRen l&sst, dass sie weniger transkriptionell aktiv waren (Maus
etal., 2016).

4.2.3 Charakterisierung der Gattung Methanothermobacter und Einordnung des
Isolates SIV6 mittels SAPD-PCR

Die Familie Methanobacteriaceae setzt sich aus den drei mesophilen Gattungen
Methanobacterium, Methanobrevibacter und Methanosphaera, sowie der einzigen
thermophilen Gattung Methanothermobacter zusammen. Die Methanogenen der
Gattung Methanothermobacter wurden vormals in der Gattung Methanobacterium
Klassifiziert (Wasserfallen et al., 2000). Es ist die einzige Gattung von
stdbchenférmigen Methanogenen, die auf H,/CO, optimal bei einer Temperatur von 60
bis 65 °C wéchst (Boone, 2001).
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Zu der Gattung zdhlen acht Typstamme: Methanothermobacter crinale Tm2" (Cheng
et al., 2011), Methanothermobacter defluvii ADZ" (Kotelnikova et al., 1993),
Methanothermobacter marburgensis Marburg” (Wasserfallen et al., 2000),
Methanothermobacter ~ tenebrarum  RMAS'™  (Nakamura et al, 2013),
Methanothermobacter thermautotrophicus Delta H' (Zeikus & Wolfe, 1972;
Wasserfallen et al., 2000), Methanothermobacter thermoflexus IDZ" (Kotelnikova et
al., 1993), Methanothermobacter thermophilus M" (Laurinavichyus et al., 1988) und
Methanothermobacter wolfeii’ (Winter et al., 1984; Wasserfallen et al., 2000).

Bisher werden zur Differenzierung der einzelnen Arten die Morphologie, das
Substratspektrum, die Wachstumstemperatur, die Zellwandstruktur und der G + C-
Gehalt der chromosomalen DNA herangezogen. Die SAPD-PCR st eine Fingerprint-
Methode, die von Frohlich und Pfannebecker (2007) zusammen mit der Methode der
MALDI-TOF-MS zur Identifikation von Pediococcus in Most und Wein angewendet
wurde, welche dort unerwiinscht sind. Diese beiden Methoden wurden ebenfalls
erfolgreich fur die Identifikation von Milchsdurebakterien (Sebastian et al., 2011), die
biogene Amine erzeugen, fir die Differenzierung von Stdmmen der Gattung
Saccharomyces (Blattel et al., 2013) und fir methanogene Archaea (Stantscheff et al.,
2014) angewendet. Mittels SAPD-PCR konnte in der vorliegenden Arbeit eine
genauere Differenzierung der einzelnen Arten der Gattung Methanothermobacter
erfolgen. Bis auf Methanothermobacter thermautotrophicus Delta H' und
Methanothermobacter thermophilus M’ konnten von allen bisher bekannten
Methanothermobacter Arten speziesspezifische Bandenmuster generiert werden
(Abbildung 3.13; Tabelle 7.6 Anhang). Des Weiteren konnte das Isolat
Methanothermobacter wolfeii SIV6 aus der thermophilen Biogasanlage (BGA
Butschen, Viersen) mittels Fragmentmuster und den resultierenden Fragmentldngen
dem korrespondierenden Typstamm zugeordnet werden. Das leicht abweichende
Muster, das mittels des Primers A-Not generiert werden konnte, ist auf mdgliche

Unterschiede auf Stammniveau zuriickzufthren.

Zwei unabhangige Untersuchungen zeigten eine 100%ige Ubereinstimmung auf 16S
rDNA Ebene zwischen Methanothermobacter thermautotrophicus Delta H' und
Methanothermobacter thermophilus M. Far Methanothermobacter
thermautotrophicus Delta H' steht bereits eine Gesamtgenom-Sequenz zur Verfligung.

Aufgrund der Tatsache, dass Methanothermobacter thermautotrophicus Delta H' und
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Methanothermobacter thermophilus M' auch in der SAPD-PCR ein identisches
Muster zeigten, wurde eine DNA-Probe von Methanothermobacter thermophilus M"
zur Gesamtgenom-Sequenzierung an das Center for Biotechnology (CeBiTec) der
Universitat Bielefeld verschickt. Eine Average Nucleotide Identity (ANI) von 99,94 %
und eine Average Amino Acid Identity (AAI) von 99,34 % weisen darauf hin, dass
beide Stamme zur gleichen Art gehdren. Dies bestatigt auch die Ergebnisse der SAPD-
PCR (Abbildung 3.13). Eine ANI, welche aus dem paarweisen Vergleich aller Gene,
die zwischen zwei Stammen geteilt werden, berechnet wird und bei 94 % liegt, stimmt
im Allgemeinen mit der molekularen Artdefinition und der traditionellen

taxonomischen Praxis tberein (Doolittle & Papke, 2006).

4.2.4 Einsatz methanogener Archaea in einem Hochleistungs-Methanreaktor

Um einen geeigneten Stamm flr den Einsatz im Methanreaktor zu finden, wurde die
Methanproduktion verschiedener mesophiler (Methanobacterium formicicum MF"),
thermophiler (Methanobacterium thermaggregans', Methanothermococcus
thermolithotrophicus SN-1T, Methanothermobacter marburgensis Marburg’) und
hyperthermophiler (Methanothermus fervidus V24 ST) Typstdmme sowie des Isolates
Methanothermobacter wolfeii SIV6 aus der thermophilen BGA Butschen in Viersen
uberprift (Abbildung 3.14). Von jedem Stamm wurden jeweils zwei parallele Batch-
Kulturen (K1 und K2) aus derselben Vorkultur hergestellt (Abschnitt 2.8.1). Die
Methanproduktion wurde tber einen bestimmten Zeitraum und bei einer bestimmten
Temperatur ermittelt. Es erfolgte keine Normierung der Methanproduktion.
Methanobacterium formicicum MF' zeigt mit einer optimalen Wachstumstemperatur
von 37 °C die niedrigste und Methanothermus fervidus V24 ST mit einer optimalen
Wachstumstemperatur bei 83 °C die hdchste Methanproduktion. Die thermophilen
Stdmme mit einer optimalen Wachstumstemperatur zwischen 55 und 65 °C weisen
eine Methanproduktion auf, die meist zwischen den gemessenen Werten von
Methanobacterium formicicum MF' und Methanothermus fervidus V24 S liegt.
Innerhalb der thermophilen Stdmme sind deutliche Unterschiede in der
Methanproduktion zu erkennen. Insgesamt lasst sich eine Abhé&ngigkeit zwischen
Wachstumstemperatur und Methanproduktion der Organismen feststellen. Je hoher die
Wachstumstemperatur der Organismen, desto hoher ist auch die gemessene
Methanproduktion. Dies ist auch aus Biogasanlagen bekannt. Thermophile Anlagen

zeichnen sich im Gegensatz zu mesophilen Anlagen durch héhere Umsatzraten und
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somit einem erhéhten Methanertrag aus. Dies ist auf die kiirzeren Generationszeiten
der Organismen und die hoheren  Stoffwechselraten in  thermophilen
Temperaturbereichen zurlckzufuhren.

Des Weiteren fallt auf, dass es zwischen zwei Kulturansdtzen (K1 und K2) des
gleichen Stammes zu erheblichen Unterschieden kommen kann (vgl.
Methanobactermium thermaggregans' nach 54 und 100 Stunden). Dies kénnte auf ein

unterschiedlich gutes Wachstum der Organismen zuriickzufuihren sein.

Die Typstimme Methanobacterium formicicum MF' und Methanothermobacter
marburgensis Marburg” sowie das Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6 wurden
ebenfalls in einem Methanreaktor auf ihre Methanproduktion Uberpruft. Die
Ergebnisse des Reaktors bestatigen die vorher gewonnenen Erkenntnisse, auch wenn
diese nicht direkt vergleichbar sind. Denn in dem einen Fall handelt es sich um Batch-
Kulturen und im anderen Fall um einen Methanreaktor mit Festbett, bei dem der
Zustrom von CO; und neuem Substrat kontinuierlich stattfindet. Im Falle des
Methanreaktors fand eine Normierung der Methanproduktion statt (Tabelle 3.5,
Angabe in Normliter = NI). Es besteht die gleiche Abhangigkeit zwischen
Temperaturoptimum der Organismen und deren Methanproduktion wie in den Batch-
Kulturen ermittelt wurde. Des Weiteren liel sich die Methanproduktion auch durch
Erhéhung des Druckes steigern, wie Versuche in dem Methanreaktor zeigten. Eine
Erh6hung der Temperatur in Kombination mit Erhdhung des Druckes erzielte schon
innerhalb des gleichen Stammes deutlich hohere Methanproduktionsraten. Allerdings
wird auch in diesem Fall irgendwann eine Grenze erreicht. Bei dem Stamm
Methanobacterium formicicum MF' fiihrte eine weitere Erhéhung der Temperatur
(> 43 °C) oder des Druckes (> 6,50 bar) zu keiner weiteren Steigerung der
Abbaugeschwindigkeit der Gase H, und CO,.

Der Stamm Methanthermococcus thermolithotrophicus SN-17 K1 weist im Vergleich
zu den anderen drei getesteten thermophilen Stdmmen in der Batch-Kultur die héchste
Methanproduktion mit fast 87 mmol/l auf. Die deutlich hdhere Methanproduktion
konnte auf das verwendete Medium zurickzufuhren sein. Im Gegensatz zu den
anderen Stdmmen wurde das Medium DSMZ 141 verwendet, denn ein Wachstum in
Medium DSMZ 287 mod. war nicht moglich. Die Methanproduktion der anderen

getesteten Stamme konnte sich durch die Verwendung des von der DSMZ
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empfohlenen Mediums oder allgemein durch eine Optimierung des Medums ebenfalls
steigern. Methanthermococcus thermolithotrophicus SN-1" konnte sich aufgrund der
Ergebnisse auch flr den Einsatz im Reaktor eignen.

Die aus der thermophilen BGA Butschen erhaltenen Methanoculleus thermophilus-
Isolate konnten im Anschluss dieser Arbeit ebenfalls auf ihre Methanproduktion und
auf einen moglichen Einsatz in dem Hochleistungs-Methanreaktor tberpruft werden.
Vergleichbar mit dem Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6 und dem
korrespondierendem Typstamm konnten auch die Isolate der Gattung Methanoculleus
bei einer hoheren Temperatur ein optimales Wachstum zeigen und eine hohere
Methanproduktion im Vergleich zu ihrem Typstamm erzielen.

Obwohl der einzige hyperthermophile Organismus Methanothermus fervidus V24 ST
unter den getesteten Stammen insgesamt die hochste Methanproduktion in dem Batch-
Versuch erzielte, ist er fir den Einsatz in dem Methanreaktor aufgrund der optimalen
Wachstumstemperatur von 83 °C aus technischen und wirtschaftlichen Griinden eher
nicht geeignet.

In Folge der positiven Ergebnisse wurde am Prif- und Forschungsinstitut (PFI) in
Pirmasens eine Power-to-Gas Pilotanlage gebaut, welche aus zwei 25 Meter hohen
Hochleistungs-Methanreaktoren besteht (Abbildung 3.16). Dadurch ist die Produktion
von je 150 m*h an Gas moglich und gewahrleistet die Versorgung von 5000
Haushalten mit Strom. Das Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6 befindet sich seit
September 2016 im Einsatz und es wird diskontinuierlich Methan in das Erdgasnetz
eingespeist. Derzeit befindet sich die Anlage noch im Testbetrieb. Mit einer Kolonne
wird rund 20 m*h an einspeisefahigem Methan produziert, allerdings noch nicht im

Dauerbetrieb.

Die Auswirkung des Reaktorfiltrats (Rf) sowie des Fermenterinhalts (Fi) auf die
Methanproduktion wurde in einem weiteren Versuch ermittelt. Dazu wurde der
Typstamm Methanothermobacter marburgensis Marburg” in Medium 287 mod. sowie
in Medien mit zusétzlich 20 % Fermenterinhalt (Fi) und in Medien mit zuséatzlich 20 %
Reaktorfiltrat (Rf) kultiviert und die Methanproduktion ermittelt.

Sowohl das Reaktorfiltrat als auch der Fermenterinhalt verbesserten die
Methanproduktion etwa auf ein Dreifaches nach 360 Stunden (Abbildung 3.15). Das
Reaktorfiltrat lieferte geringfugig bessere Ergebnisse als der Fermenterinhalt. Der

Einsatz des Reaktorfiltrats oder des Fermenterinhalts im Methanreaktor scheint
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aufgrund des Risikos mdglicher Kontamination jedoch kritisch. Auerdem ist die
Herstellung recht zeitaufwandig und mit zusétzlichen Kosten verbunden. Wirde
jedoch der Faktor gefunden werden, der flr das verbesserte Wachstum und der damit
verbundenen gesteigerten Methanproduktion verantwortlich ist, konnte dieser dem

Medium im Methanreaktor zugesetzt werden.

4.3 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Cellulase Cell aus der Hefe S. flava 002
isoliert werden, die sich aufgrund ihres pH- und Temperatur-Optimums sowie durch
ihre Aktivitét als geeignetes Enzym fir die Bioethanol-Herstellung aus Stroh erwiesen
hat.

Weitere Untersuchungen zur Temperatur-Stabilitat, Umsatzrate, zum Substratspektrum
und zur Substrataffinitdt sind sinnvoll, um die gewonnene Cellulase weiter zu
charakterisieren und mit kommerziell erhaltlichen Cellulasen und Enzympréaparaten
vergleichen zu kénnen. Des Weiteren sollte die potentielle Hemmung durch die bei der
TDH anfallenden Substanzen wie Furanderivate und phenolische Komponenten
uberpruft werden.

Dariiber hinaus konnte die Cellulase Cell durch gezielte Mutagenese verandert und
verbessert werden. Die Methode der directed evolution wurde bereits erfolgreich flr
die Herstellung von Cellulasen angewendet (Kuhad et al., 2016). Auch die Klonierung
und heterologe Expression von Cellulasegenen zur optimierten Produktion der Enzyme
und ihrer Eigenschaften ist eine weitere Moglichkeit.

Im Allgemeinen liefert die Termite als Modell fir die Bioethanol-Herstellung aus
lignocellulosehaltigem Material gute Ideen und Ansétze fur die Nutzung von Biomasse
als alternative Energiequelle. Termiten zerkleinern aufgenommene Nahrung zunéchst
uber die Mandibeln und den Kaumagen. Eine mechanische Vorbehandlung und die
damit verbundene OberfldchenvergolRerung des Materials ist wirtschaftlich momentan
nicht zu bewerkstelligen. Die hier angewendete TDH zur Vorbehandlung stellt somit
eine gute Alternative dar. Termiten nutzen darlber hinaus eine Kombination aus
termiteneigenen Enzymen und ihrer Symbionten, um Lignocellulose innerhalb von
24 Stunden abzubauen. Als Quelle zur Isolierung von neuartigen Enzymen sind sie gut
geeignet, um hocheffiziente Enzyme zu gewinnen, die als Mixtur in der Industrie zum

Einsatz kommen kdnnen.
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Die direkte Umwandlung von pflanzlicher Biomasse zu Bioethanol, auch consolidated
bioprocessing (CBP) genannt, ist ein dartiber hinausgehendes Ziel. CBP vereint die
Enzymproduktion, Saccharifikation und Fermentation in einem Prozess (Hasunuma &
Kondo, 2012).

Erkenntnisse aus der Bioethanol-Produktion der zweiten Generation leisten ebenfalls
einen Beitrag zur Verbesserung der Biogasgewinnung aus lignocellulosehaltiger

Biomasse.

In der vorliegenden Arbeit konnten insgesamt neun Isolate aus den niederen Termiten
Mastotermes darwiniensis und Incisitermes marginipennis erhalten werden. Um die
aus Termiten erhaltenen Isolate méglicherweise doch noch zu vereinzeln, kénnte die
Methode der Mikromanipulation oder die serielle Verdlnnung angewendet werden.
Des Weiteren konnten verschiedene andere Antibiotika in unterschiedlichen
Konzentrationen verwendet werden, um den obligat syntrophen Charakter der Isolate
auszuschlieflen. Fir den Fall, dass eine Vereinzelung nicht erreicht werden kann, ware
es von Interesse zu uberprifen, welche bakteriellen Organismen an den Isolaten

beteiligt sind.

Die Isolate oder spater in Reinkultur erhaltenen Organismen aus Termiten sollten auf
eine Methanolverwertung Uberprift werden, um die in Termiten ablaufenden
Stoffwechselwege weiter aufklaren zu kdnnen.

Es sollte Uberprift werden, ob die acht Typstimme, die der Gattung
Methanothermobacter (M thermobacter) (M‘ = Methano) zugehdren, weiterhin
aufrechterhalten werden kénnen. M ‘thermobacter thermautotrophicus Delta H™ und
M thermobacter thermophilus M" zeigten in der SAPD-PCR ein identisches Muster.
Zwei unabhangige Untersuchungen zeigten zudem eine 100%ige Ubereinstimmung
auf 16S rDNA Ebene. Der Vergleich des Genoms weist zudem darauf hin, dass beide

Stdmme zur gleichen Art gehdren.

Fir den optimierten Einsatz von Archaea in dem Hochleistungs-Methanreaktor und zur
Steigerung der Gasumsatzrate sollte der Faktor, der in Reaktorfiltrat bzw.
Fermenterinhalt das Wachstum und eine héhere Methanproduktion fordert, ermittelt

werden.
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Der Stamm Methanthermococcus thermolithotrophicus SN-17 K1 zeigte gute
Ergebnisse bei der Methanproduktion in der Batch-Kultur. Der Einsatz dieses
Stammes sollte in dem Hochleistungs-Methanreaktor berpriift werden. Sofern er
einen 6konomischen Vorteil gegeniiber dem Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6

erbringt, ware eine Neuisolation dieser Art wiinschenswert.
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5. Zusammenfassung

Die Arbeit befasst sich zum einen mit der Optimierung der Bioethanol-Herstellung und
zum anderen mit der Verbesserung der Biogas-Produktion. Dabei kommen neu
isolierte Mikroorganismen bzw. deren Enzyme zum Einsatz.

Die Bioethanol-Herstellung aus lignocellulosehaltiger Biomasse stellt eine
erfolgversprechende Alternative zu fossilen Energietragern dar.

Die Hefe Saitozyma flava 002, die aus der hdheren Termite Odontotermes obesus
stammt, konnte als geeigneter Cellulaseproduzent identifiziert werden. Es konnte eine
Cellulase Cell isoliert und charakterisiert werden, die der Glycosid-Hydrolasefamilie 5
(GHF 5) angehort. Ein 3D-Homologiemodell auf Grundlage der Struktur der R-1,4-
Endoglucanase aus Ganoderma lucidum 5D8Z wurde angefertigt. Das aktive Zentrum
liegt dabei hoch konserviert vor. Es konnte eine Aktivitét in einem breiten Temperatur-
Bereich zwischen < 30 und > 80 °C mit einem Temperatur-Optimum bei 60 °C
ermittelt werden. Die Cellulase war in einem pH-Bereich zwischen < 2 und > 6 stabil.
In einem pH-Bereich zwischen < 3,5 und > 5,5 zeigte die Endocellulase eine Aktivitat
mit einem Optimum zwischen 4 und 4,5. Bei einer Konzentration von 255 %
Cellobiose zeigte die Cellulase Cell eine 50%ige Aktivitat. Aufgrund der ermittelten
Eigenschaften und ihrer Aktivitat eignet sich die Cellulase Cell fur den Einsatz in der
Bioethanolproduktion der zweiten Generation.

Das Power-to-Gas Verfahren stellt eine weitere Alternative dar, um die Menschheit
von fossilen Energietragern unabhéngig zu machen.

Im Rahmen dessen konnten insgesamt 18 methanogene Archaea aus der thermophilen
Biogasanlage Butschen in Viersen (Nordrhein-Westfalen) und neun Isolate aus zwei
verschiedenen niederen Termiten erhalten werden. Die Identifikation erfolgte jeweils
uber ARDRA und SAPD-PCR sowie (iber eine Sequenzierung des 16S rRNA-Gens.
Aus der niederen Termite Incisitermes marginipennis konnten sechs methanogene
Isolate erhalten werden. Finf der Isolate konnten als Methanoculleus thermophilus
identifiziert werden und eines als Methanosarcina barkeri bzw. Methanosarcina
horonobensis. Aus einer weiteren niederen Termite, Mastotermes darwiniensis,
konnten drei methanogene Isolate erhalten werden. Die Archaea konnten
Methanobacterium beijingense zugeordnet werden. Es konnten somit erstmals Arten
aus niederen Termiten isoliert werden, die sich von den bereits in Kultur erhaltenen
Stdmmen unterscheiden. Eine aus Mastotermes darwiniensis erstellte archaeelle

Klonbibliothek zeigte, dass ein grof3es Potential an neuartigen, noch nicht isolierten
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Archaea besteht. Aus der thermophilen Biogasanlage Butschen in Viersen konnten 18
Isolate gewonnen werden, von denen 12 als Methanoculleus thermophilus und sechs
der Muster als Methanothermobacter wolfeii identifiziert werden konnten. Das Isolat
Methanothermobacter wolfeii SIV6 konnte Uber die SAPD-PCR in die Gattung
Methanothermobacter eingeordnet werden. Die Methanproduktion diverser Archaea
wurde in Batch-Kulturen und teilweise in einem Methanreaktor Gberprift. Daruber
hinaus kommt das Isolat Methanothermobacter wolfeii SIV6 in einem Hochleistungs-

Methanreaktor zum Einsatz.

Abstract

The work in hand is on the one hand about the optimisation of bioethanol production
and on the other hand about the improvement of biogas production. In the course of
this, newly isolated microorganisms respectively their enzymes are to be deployed.
Bioethanol production from lignocellulosic biomass is a promising alternative to fossil
energy sources.

Saitozyma flava 002, a yeast isolated from the higher termite Odontotermes obesus,
was identified as a suitable cellulase producing strain. Cellulase Cell, belonging to
glycoside hydrolase family 5 (GHF 5), was isolated and characterized. A 3D homology
modell was computed, based on the structure 5D8Z of [-1,4-endoglucanase from the
fungus Ganoderma lucidum. The active site was highly conserved. Activity in a broad
temperature range between < 30 and > 80 °C was observed with an optimum at 60 °C.
The cellulase was stable in a pH range from < 2 to > 6. In a range of pH < 3.5 and
> 5.5 the endocellulase showed activity with an optimum between pH 4 and 4.5.
Furthermore, cellulase Cell exhibited 50 % activity when cellobiose was present in a
concentration of 25.5 %. In consequence of these investigated properties and activity,
that the cellulase showed, Cel1 is suitable for 2" generation bioethanol production.
Power-to-gas concept is another alternative to provide mankind with a higher degree of
independency from fossil fuels.

Within this project it was possible to obtain 18 methanogenic archaea out of the
thermophilic biogas plant Butschen in Viersen (North Rhine-Westphalia) and 9
isolates from two different lower termites. Identification was performed via ARDRA
and SAPD-PCR as well as via 16S rRNA gene sequencing. From lower termite
Incisitermes marginipennis six methanogenic isolates were obtained. Five isolates

were identified as Methanoculleus thermophilus and one was identified as
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Methanosarcina barkeri or Methanosarcina horonobensis, respectively. From another
lower termite, Mastotermes darwiniensis, three methanogenic isolates were obtained.
Isolates were all assigned to Methanobacterium beijingense. To our knowledge, this is
the first time, that the enrichment of methanogenic archaea from lower termites
belonging to genera other than Methanobrevibacter is described. An archaeal clone
library, generated from Mastotermes darwiniensis, showed great potential for isolation
of new archaea from this lower termite. Alltogether 18 isolates were obtained from the
thermophilic biogas plant Butschen, Viersen. Twelve were assigned to Methanoculleus
thermophilus and six were identified as Methanothermobacter wolfeii. Furthermore,
isolate  Methanothermobacter wolfeii SIV6 was classified to the genus
Methanothermobacter via SAPD-PCR. Methane production of diverse archaea was
investigated in Batch culture and to some extent in a methane reactor. Moreover, the
isolate Methanothermobacter wolfeii SIV6 is employed in a high performance methane

reactor.
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7. ANHANG

7. Anhang

Tabelle 7.1: Wachstum der Hefe S. flava OO2 und Bestimmung der Cellulase-
Aktivitat aus dem Uberstand. Angegeben ist die Optische Dichte (OD) bei 590 nm
(Doppelbestimmung) und die Aktivitat in Units gegen die Zeit in Stunden. Die
zugehorige Abbildung 3.1 kann dem Ergebnisteil entnommen werden. - nicht
durchgefuhrt.

Zeit [h]

0 20 43 77 100 172 196

Optische Dichte [ODsgg nm
0021 0,15 1,20 2,00 2,40 3,40 3,00 2,60
0022 0,18 1,10 2,00 2,60 3,40 3,00 2,80
MW 0,17 1,15 2,00 2,50 3,40 3,00 2,70

Aktivitat [Units]

- - 920 920 - 974 -

Tabelle 7.2: pH-Spektrum der Cellulase Cell. Die zugehdrige Abbildung findet sich
im Ergebnisteil (Abbildung 3.6 A).

pH-Wert
2 3 3,5 4 4,5 5 55
Extinktionsgy nm
Probel 0,02 0,05 0,61 0,90 0,88 0,48 0,21
Probe2 0,02 0,07 0,56 0,88 0,83 0,48 0,22
MW 0,02 0,06 0,59 0,90 0,90 0,48 0,22
relative Aktivitat [%6]
2 7 66 100 100 53 24

Tabelle 7.3: Temperatur-Spektrum der Cellulase Cell. Die zugehérige Abbildung
3.6 B kann dem Ergebnisteil entnommen werden.

Temperatur
30 40 50 60 70 80 90
Extinktionsgg nm
Probel 0,43 0,88 1,29 1,70 0,99 0,72 0,00
Probe2 0,45 0,83 1,27 1,60 1,48 0,71 0,00
MW 0,44 0,90 1,28 1,70 1,24 0,72 0,00
relative Aktivitat [%0]
26 53 75 100 73 42 0,00
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7. ANHANG

Tabelle 7.4: pH-Stabilitat der Cellulase Cell. Die zugehérige Abbildung findet sich
im Ergebnisteil (Abbildung 3.6 C).

pH-Wert
2 3 3,5 4 4,5 5 55 6
Extinktionsgy nm
Probe1l 0,34 1,08 1,37 1,59 1,65 1,64 1,64 1,20
Probe2 0,43 1,00 1,43 1,48 1,65 1,50 1,63 1,42
MW 0,39 1,04 1,40 1,50 1,65 1,57 1,64 1,31
relative Aktivitat [%0]
24 63 88 91 100 95 99 79

Tabelle 7.5: Endprodukthemmung der Cellulase Cell. Die zugehérige Abbildung

3.6 D kann dem Ergebnisteil entnommen werden.

Endkonzentration an Cellobiose [%6]

0 48 57 6,6 7,5 8,4 102 12 21 25,5
Extinktionsgg nm
Probe 1,61 14 148 139 131 112 1,12 109 09 0,82
1 6
Probe 1,61 15 136 144 039 116 1,15 107 09 0,82
2
MW 1,61 14 142 142 135 114 114 108 09 0,82
8
relative Aktivitat [%0]
100 92 88 88 84 71 67 56 56 51

132



Tabelle 7.6: SAPD-PCR Fragmentmuster. Die zugehorige Abbildung findet sich im Ergebnisteil (Abbildung 3.13).

Stamm DSM Nr. Amplifikationsprodukte mit Primer A-Not in bp

M'thermobacter crinale Tm2" DSM 24598" | 12000 | 3296 | 2088 | 1854 | 1354 | 1083 | 1037 [ 878 | 794 | 718 | 261 | 215

M'thermobacter defluvii ADZ" DSM 7466' 28000 | 4257 | 2574 | 2134 | 1677 | 1562 | 1473 | 1367 | 1101 | 953 | 849 | 814 | 775 | 700 | 353 | 334
M'thermobacter marburgensis Marburg” | DSM 2133" 27600 | 2375 | 1764 | 1643 | 1473 | 1367 | 1211 | 1056 | 807 | 688 | 611 | 515 | 412

M'thermobacter tenebrarum RMAS' DSM 23052" | 27600 | 3719 | 2181 | 2043 | 1729 | 1594 | 1244 | 944 | 462 |369 | 231

M'thermTobacter thermautotrophicus | DSM 1053" 26800 | 2157 | 1712 | 1460 | 1037 | 908 |849 | 787 |573 |466 | 361

II\D/I?tIF:Zrl:nobacter thermoflexus IDZ" DSM 7268" 27600 | 3887 | 2612 | 2111 | 1927 | 1660 | 1460 | 1367 | 1092 | 953 | 849 | 775 | 700 | 584 | 445 | 365
M'thermobacter thermophilus M" DSM 6529" 26800 | 2694 | 2111 | 1694 | 1460 | 1037 | 900 | 849 775 | 688 | 617 | 567 | 353

M'thermobacter wolfeii" DSM 29707 27200 | 2277 1945 | 1764 | 1578 | 1316 | 1028 | 762 600 | 492

M'thermobacter wolfeii SIV6 Isolat 30800 | 27200 | 1927 | 1578 | 1019 | 821 | 768 | 487

Stamm DSM Nr. Amplifikationsprodukte mit Primer T-Not in bp

M'thermobacter crinale Tm2" DSM 24598" | 3000 | 2654 |2415 |1886 | 1659 | 1248 |1132 | 786 | 208

M'thermobacter defluvii ADZ" DSM 7466' 3086 | 1984 | 1837 | 1659 | 1098 | 864 807 594 400 348 282 214

M'thermobacter marburgensis Marburg” | DSM 2133" 2500 | 2359 | 1468 | 1192 | 425 276

M'thermobacter tenebrarum RMAS' DSM 23052" | 3336 | 2654 | 1724 | 1018

M'thermTobacter thermautotrophicus | DSM 10537 2911 | 2387 | 2276 | 1063 | 850 779 578 378 200

II\D/I?tlfg?arl?nobacter thermoflexus IDZ" DSM 7268" 2956 | 2387 | 2170 | 1967 | 1756 | 1643 | 1548 | 1072 | 857 800 650 578 378
M'thermobacter thermophilus M" DSM 6529" 2738 | 2387 | 2249 | 1054 | 850 786 578 374 200

M'thermobacter wolfeii’ DSM 29707 3377 | 2170 | 1579 | 935 857 545 293

M'thermobacter wolfeii SIV6 Isolat 935 857 545 293 200
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Tabelle 7.7: Methanproduktion methanogener Typstamme und des Isolats
Methanothermobacter wolfeii SIV6. Aufgetragen ist die Methanproduktion in oder
mmol/l gegen die Zeit in Stunden. Es wurden von jedem Stamm immer zwei Kulturen
Kultur 1 (K1) und Kultur 2 (K2) auf die Entstehung von Methan Uberprift. Die
zugehorige Abbildung findet sich im Ergebnisteil (Abbildung 3.14). - nicht ermittelt.

Stamm Zeit [h]

48 54 100

Methanproduktion [mmol/I]
M'bacterium formicicum MFT K1 8 - 24
M'bacterium formicicum MFT K2 7 - 20
M'bacterium thermaggregans' K1 11 11 17
M'bacterium thermaggregans' K2 12 40 47
M'thermococcus thermolithotrophicus SN-1" K1 25 58 87
M'thermococcus thermolithotrophicus SN-1" K2 19 42 70
M'culleus thermophilus CR-1" K1 12 15 32
M'culleus thermophilus CR-1" K2 11 15 32
M'thermobacter marburgensis Marburg™ K1 8 20 38
M'thermobacter marburgensis Marburg™ K2 11 27 47
M'thermobacter wolfeii’ K1 10 11 39
M'thermobacter wolfeii’ K2 7 9 36
M'thermobacter wolfeii SIV6 K1 24 49 66
M'thermobacter wolfeii SIV6 K2 4 33 50
M'thermus fervidus V24 ST K1 28 77 125
M'thermus fervidus V24 ST K2 3 45 83

Tabelle 7.8: Methanproduktion von M’thermobacter marburgensis' in Medium
287 mod., 287 mod. mit Reaktorfiltrat (287 mod. + Rf) und in Medium 287 mod.
mit Fermenterinhalt (287 mod. + Fi). Aufgetragen ist die Methanproduktion. Die
zugehorige Abbildung findet sich im Ergebnisteil (Abbildung 3.15).

Stamm Zeit [h]
48 54 100 240 360
Methanproduktion [mmol/l]

M ‘thermobacter marburgensis Marburg" K1 8 20 38 7 134
DSMZ 287 mod.

M ‘thermobacter marburgensis Marburg’ K2 11 27 47 86 134
DSMZ 287 mod.

M ‘thermobacter marburgensis Marburg' K1 13 81 195 243 312
DSMZ 287 mod. + Rf

M ‘thermobacter marburgensis Marburg' K2 18 78 218 276 349
DSMZ 287 mod. + Rf

M ‘thermobacter marburgensis Marburg" K1 14 53 222 257 326
DSMZ 287 mod. + Fi

M ‘thermobacter marburgensis Marburg" K2 9 39 174 204 264

DSMZ 287 mod. + Fi
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Neben den in Tabelle 7.9 aufgefiihrten kommerziell erhéltlichen Cellulasen sind noch zahlreiche weitere rekombinante Cellulasen erhéltlich.

Tabelle 7.9: Kommerziell erhaltliche Cellulasen und ihre Eigenschaften.

Enzym Bezeichnung | Hersteller | Quelle pH- Temp.- Aktivitat Bemerkungen
Optimum Optimum
(Stabilitat) | (Stabilitat)
[°C]
Cellulase C2730 Sigma- Trichoderma reesei | 4,5-6,0 50-60 2 -
Aldrich ATCC 26921
C2605 Sigma- Aspergillus sp. 8,0-8,2 ~ 60 - -
Aldrich 40
NATE-0118 | Creative Aspergillus niger - - >0,3 units/mg solid” -
nativ Enzymes
NATE-0119 | Creative Trichoderma sp. - - > 5,000 units/g solid? -
nativ Enzymes
pH-stabile NATE-0120 Creative Trichoderma  reesei | - - Typ 1 > 25 units/mg Aktivatoren: Nichtionische
Cellulase nativ Enzymes ATCC26921 (4,2-5,2) Trockengewicht® Detergentien wie TritonX-100
Inhibitoren: Kohlenhydrate, besonders
Typ 2 > 45 units/ mg Cellobiose und ein Uberschuss an
Trockengewicht® Cellulose
Thermostabile C9624 Sigma- Dictyoglomus - - 9 Molekulargewicht: 37 kDa;
Cellulase rekombinant Aldrich turgidum zeigt Endo-Cellulase, 3-glucanase und
rekombinant B-Mannase  Aktivitdt sowie Exo-
Cellulase  und  Cellobiohydrolase
Aktivitat (bei unlosl. Azur-Cellulose
Substraten)
NATE-0121 | Creative Clostridium - - > 40 U/mg Protein® -
rekombinant Enzymes thermocellum
NATE-1056 Creative Bacillus 6,0 60 82 U/mg protein (bei CMC, 4 M) | Molekulargewicht: ~ 34,300
rekombinant Enzymes amyloliquefaciens (4,0-9,0) bei pH 6 und 40 °C

168 U/mg protein (bei CMC,
4 M) bei pH 6 und 60 °C




Fortsetzung Tabelle 7.9.

Enzym Bezeichnung | Hersteller | Quelle pH- Temp.- Aktivitat Bemerkungen
Optimum Optimum
(Stabilitat) | (Stabilitat)
[°C]
pH- & thermo- | NATE-1055 Creative Thermotoga maritima | 6,0 80 245 U/mg protein (bei CMC, 4 Molekulargewicht: ~ 38,200
stabile Cellulase rekombinant Enzymes pH Stability | (bis zu 80) M) beipH 6 und 80°C
(3,0-9,0)
~ 53 U/mg protein (bei CMC,
4 M) bei pH 6 und 40 °C®
NATE-1057 Creative Trichoderma 4,5-5 70 ca. ~ 70 U/mg -
Enzymes longibrachiatum (2,5-17,5) (< 65)
NATE-1058 Talaromyces 4,5-4,6 70 64 U/mg -
emersonii (3,0-8,0) (<70)
ROHAMENT | AB Trichoderma reesei 4,0-5,0 60 15,000 ECU/g -
® CL Enzymes
Enzymmischung Cellic CTec2 | Sigma- 5,0-5,5 50-55 - Enthélt Cellulase, R-Glucosidase und
Aldrich Hemicellulase

U Eine EGU (Endoglucanase Unit) wird relativ zu einem Novozymes-Cellulase-Standard gemessen. Es wird Carboxymethylcellulose (CMC) als Substrat verwendet und die

Untersuchung bei 40 °C und pH 6,0 durchgefhrt.

@w N

4
5

(100 mM) bei pH 6 verantwortlich ist.
- = keine Angabe.

) Eine Unit setzt 1,0 pmol Glucose aus Cellulose innerhalb von einer Stunde bei 37 °C und pH 5,0 (2 h Inkubationszeit) frei.
) Eine Unit setzt 0,01 mg Glucose aus mikrokristalliner Cellulose innerhalb von einer Stunde bei 37 °C und pH 5,0 frei.

) Eine Unit produziert 1 umol an Zucker (als Glucose gemessen) aus p-Glucan bei 70 °C und pH 5,8 innerhalb einer Minute.
) Eine Unit an Cellulase-Aktivitat ist definiert als die Summe an Enzym, das fiir die Freisetzung von 1 pmol an Glucose aus CMC 4 M (10 mg/mL) in Natrium-Phosphat-Puffer
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