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1 Einflhrung

1.1 Biogasanlagen als erneuerbarer Weg der Energiegewinnung - Potential
und gegenwartige Situation

., Verstarktes Nutzen erneuerbarer Energien vermeidet, dass klimarelevante Gase freige-
setzt werden, die bei der Verbrennung fossiler Energietrager entstehen. Zudem erhéhen
erneuerbare Energien die Versorgungssicherheit, indem sie die Importabhangigkeit ver-
ringern und die Ol-, Gas- und Kohlevorrate schonen. International kann die Nutzung der
regional verfligbaren erneuerbaren Energiequellen zur Verringerung politischer Konflikte
und Minderung der Armut in weniger entwickelten Landern durch die Verringerung der

Importe fossiler Energietrager beitragen.

Umweltbundesamt, ,,21 Thesen zur Klimaschutzpolitik und Begriindungen® 2005, S. 116

Als eines der wirtschaftlich starksten Lander der Welt tragt Deutschland eine besondere Verantwortung,
langfristige und klimaneutrale Konzepte fir eine zukiinftige Energieversorgung zu entwickeln, welche
fur die kommenden Generationen Arbeitsplatze und Wohlstand, aber auch nachhaltig den Erhalt einer
intakten Umwelt sichern. Bedingt durch den enormen Verlust gesellschaftlichen Vertrauens in die
Atomenergie seit der nuklearen Katastrophe im Méarz 2011 in Fukushima, einer hohen Abhéangigkeit
von Olimporten aus politisch nicht immer verlasslichen Léandern, einer durch CO,-Emmisionen fort-
schreitenden Erderwdrmung sowie einer Verknappung fossiler Rohstoffe bei weltweit steigendem Ener-
giebedarf, sah sich die Bundesregierung in den letzten Jahren gezwungen, den Ausbau und die Erfor-
schung erneuerbarer Energiequellen voranzutreiben. Dabei konnte durch gezielte Férdermalinahmen ein
gewaltiger Aufschwung im Bereich der nachhaltigen Energietrdger, insbesondere im Zuwachs von
Wind- und Solarenergie, erreicht werden. Erganzt durch eine steigende Zahl an Biogasanlagen erfolgte
im Jahre 2014 bereits 25,7 % der Bruttostromerzeugung aus regenerativen Energietrdgern, wobei
von der Regierung bis zum Jahre 2035 (BMW!I 2015) ein Anteil von 55 - 60 % angestrebt wird
(Abbildung 1). Neben Strom bendétigt die Bundesrepublik noch einmal zusatzlich rund viermal so viel
Energie zur Erzeugung von Wéarme sowie zur Gewdhrleistung von Mobilitat (Umweltbundesamt 2014).
Der Einsatz von elektrischer Energie zur Deckung des Mobilitats- oder Warmebedarfs erfordert sowohl
einen massiven Ausbau der Stromnetze als auch die Entwicklung von Speicherkonzepten und ist im
Wirkungsgrad einer direkten Versorgung mit Biogas unter Nutzung des Gasnetzes nicht unbedingt tiber-

legen.
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Erdgas

Steinkohle Mineraldlprodukte und Sonstige

17.8 %
wind 9,1%

Erneuerbare Biomasse 7,0%

Kernenergie Photovoltaik 5,7 %

Siedlungsabfille 1,0%

Braunkohle

Abbildung 1 Brutto-Stromerzeugung im Jahre 2014 in Deutschland nach Energietragern (BDEW 2015).

Mit rund 8.000 Biogasanlagen und einer installierten elektrischen Leistung von tber 4 MW (Fachver-
band Biogas 2014), die rund 11 Millionen Haushalte mit Strom versorgen kénnen, ist Deutschland der-
zeit unangefochtener Marktflihrer im Bereich der anaeroben Fermentation von Biomasse zur Energie-
gewinnung. Dabei kann Biogas sowohl als hochwertiger Energietrager zur direkten Verstromung in
Blockheizkraftwerken als auch zur Gewinnung von Warme Uber Verbrennung oder Kraftwarmekopp-
lung eingesetzt werden. Nach einer weiteren Aufreinigung sowie Reduzierung des CO,-Anteils kann
das Gasgemisch zudem in das ortliche Erdgasnetz eingespeist werden und somit Haushalten zur Verfu-
gung stehen. Aufgrund seiner Speicherbarkeit kann Biogas dartber hinaus auch zum mobilen Antrieb

von Gasmotoren in Fahrzeugen eingesetzt werden.

Eine Reduzierung der staatlichen Subventionen seit der Novelle des Erneuerbaren-Energien-Gesetzes
(EEG) im Jahre 2012 fiihrte jedoch zu einem signifikanten Riickgang an Neubauten weiterer Biogasan-
lagen. Seitdem gilt es, die Effizienz der grofRen Zahl bestehender Anlagen zu optimieren und flr ein
,Power-on-demand‘-Konzept fur die Zukunft umzurlsten. Dabei soll Strom aus Biomasse kiinftig auf-
grund der Speicherbarkeit von Biogas vermehrt zur flexiblen Stromproduktion eingesetzt werden kon-
nen, um so die Versorgungslicken von Solar- und Windkraftstrom auszugleichen. Auch zu Spitzenlast-
zeiten dieser beiden erneuerbaren Energietrager, welche insbesondere wéhrend windreicher Sonnentage
fir die Netzbetreiber eine hohe Herausforderung darstellen kénnen, kann iiber ein ,,Power-to-Gas*-
Verfahren, in dem durch eine elektrisch katalysierte Hydrolyse von Wasser und einer externen Einspei-
sung von CO; in Biogasanlagen energetisch nutzbares CH, gewonnen wird, Uberschussstrom ver-
braucht und in Form von Biogas gespeichert werden. Um diese Flexibilitat gewahrleisten zu kdnnen, ist
ein effektiver und stabiler Fermentationsprozess notwendig, der eine dynamische Belastung erlaubt,
sodass zu Zeiten erhodhter Stromnachfrage eine schnelle elektrische Grundversorgung abgesichert wer-
den kann. Hinzu kommt, dass vermehrt organische Abfélle in Biogasanlagen eingesetzt werden, welche
sonst unter Entwicklung klima- und gesundheitsschédlicher Gase verbrannt oder kompostiert werden

mussten.
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Allerdings gestaltet sich die Steuerung eines so flexiblen Fermentationsprozesses aufgrund der variablen
Substratzusammensetzung und einem zunehmenden Einsatz schwer vergarbarer Substanzen wie Cellu-
lose und Lignin sehr kompliziert, sodass immer héhere Anforderungen an die Prozessmesstechnik in
Biogasanlagen gestellt werden. Dies liegt daran, dass die Mikrobiologie in Fermentern mit variierenden
Prozessbedingungen und Substraten deutlich stérker beeinflusst wird als in kontinuierlich befitterten
Bioreaktoren mit permanent gleicher Raumbelastung. Dadurch kann es zu spontanen Stérungen wie
einer Ubersauerung oder der Bildung von Schaum oder Schwimmschichten kommen, welche die Gas-
produktion signifikant reduzieren konnen. Die Folge sind hdufig lange Ausfalle, die flr den Betreiber
einen hohen finanziellen Verlust bedeuten kdnnen. Um dies zu vermeiden, wurden in den letzten Jahren
zahlreiche Messmethoden entwickelt, welche eine gezieltere Steuerung und Kontrolle des Garprozesses
ermdglichen sollen. Dabei wird von der Prozessmesstechnik erwartet, dass sie Stérungen friihzeitig
erkennt, sodass ein zeitnahes Handeln méglich ist. Problematisch ist dabei, dass die meisten fermentati-
onsrelevanten Parameter bislang nur diskontinuierlich Uberwacht werden koénnen. So erfordert bei-
spielsweise die Analyse des Saurespektrums (VFA), der Pufferkapazitat (FOS / TAC) und des Tro-
ckenmasseanteils sowie des Gehalts an Spurenelementen und Ammoniumstickstoffs (NH4-N) eine teil-
weise sehr aufwendige Untersuchung des Garsubstrates im Labor, dessen Ergebnisse dem Betreiber in
der Regel erst mehrere Tage versetzt zur Verfiigung stehen. Da diese Messungen zudem nur eine Mo-
mentaufnahme des Fermentationszustandes abbilden kénnen, kann die Reaktion des Betreibers auf ver-
altete Laborergebnisse sogar kontraproduktiv sein. So gelten viele Parameter wie etwa ein erniedrigter
pH-Wert oder ein Anstieg der S&urekonzentration zwar als zuverlassige Indizien flr eine Prozesssto-
rung, sind jedoch aufgrund der hohen Pufferkapazitat des Gérsubstrates ein oftmals zu spates Anzeichen

einer bereits stattfindenden Hemmung.

Kontinuierlich Giberwacht werden kénnen bislang schon die Gaszusammensetzung (CH,4, CO,, H,S, O,,
H,) und -menge, der pH-Wert, das Redoxpotential, die Substrattemperatur, der Reaktorfillstand sowie
der Gasdruck. Vielversprechende Ergebnisse lieferte zudem die Anwendung eines Nahinfrarotspektro-
meters (NIRS), welches anhand spezifischer Kennlinien im nahinfraroten Bereich die Substratzusam-
mensetzung und Konzentration einiger Sauren sowie NH,;-N ermitteln kann (Liane Mdiller, Daten un-
veroffentlicht, DBFZ Leipzig, 2015). Allerdings erfordert diese Messtechnik eine aufwendige Anlagen-
und substratspezifische Kalibrierung und ist aufgrund der Platzierung des Messkopfes im Garsubstrat

sehr wartungsintensiv.

Dariiber hinaus konnte durch zahlreiche Studien der vergangenen Jahre ein Einblick in die komplexe
Zusammensetzung der Mikrobiologie in Biogasanlagen gewonnen werden. Mithilfe molekularbiolo-
gischer Methoden sowie der Isolierung zahlreicher bakterieller und methanogener Spezies aus dem Gér-
substrat gelang es bereits, einen Teil der haufig als ,,Black Box* (Collins et al. 2006) bezeichneten
Mikrobiota eines Fermenters aufzuklaren. Dabei scheint die mikrobielle Zusammensetzung maRgeblich

fiir die Effizienz des Biogasprozesses entscheidend zu sein. Dieser fur den Betreiber nur schwer mess-
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bare Parameter beschaftigt seit einigen Jahren zahlreiche Genetiker und Mikrobiologen, die mithilfe
verschiedener Fingerprint-Techniken wie Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (Hori et al. 2006;
Karakashev et al. 2005), Klonierungs- und Sequenzierungsverfahren (Zhu et al. 2011; Klocke et al.
2008), denaturierender Gradienten Gelelektrophorese (Stantscheff et al. 2014; Weiss et al. 2008), Ein-
zel-Strang konformativen Polymorphismus / SSCP (Kampmann et al. 2012; Bauer et al. 2008), 454-
Pyrosequenzierung (Rademacher et al. 2012; Schliter et al. 2008), specific amplified polymorphic
DNA-PCR Verfahren (Stantscheff 2013), terminalem Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
(Ziganshin et al. 2012) sowie quantitativer real-time PCR (Kampmann et al. 2012; Nettmann et al.
2010; Yu et al. 2005) zu einem ndheren Verstandnis der mikrobiellen Reaktionen beitrugen. Die Kennt-
nis dieser Prozesse ist fir ein Verstdndnis und eine Interpretation der chemischen Laborparameter, wie
beispielsweise dem Saurespektrum oder der Gaszusammensetzung, von hoher Bedeutung, da nur so
Prozessstorungen adaquat entgegengewirkt werden kann. Allerdings sind die oben genannten mikrobio-
logischen und molekularbiologischen Methoden sehr zeitaufwendig und kostspielig, weshalb sie fir

Routineanalysen des Prozesszustandes nur bedingt geeignet sind.

In diesem Zusammenhang stellt die Analyse der Isotopenverhaltnisse von CH, ein mdgliches, alternati-
ves Verfahren dar, um dominante mikrobielle Reaktionspfade wéhrend der Biogasbildung zu identifi-
zieren. So konnte bereits in vielfaltigen Habitaten wie in Sedimenten von Seen (Conrad et al. 2007;
Graaf et al. 1996), Reisfeldern (Kruger et al. 2002; Fey und Conrad 2000), Sumpfgebieten (Avery et al.
1999), sowie in mit kommunalen Abwassern oder Feststoffabféllen betriebenen Reaktoren (Francioso et
al. 2010; Qu et al. 2009) und Biogas-Laborfermentern (Lv et al. 2014; Nikolausz et al. 2013) festgestellt
werden, dass sich die Isotopenverhaltnisse im Biogas je nach Relevanz der einzelnen methanogenen
Reaktionspfade verandern kénnen. Dabei sind die bisherigen Ergebnisse auf Untersuchungen an Labor-
reaktoren oder Batchansétze begrenzt, wobei zudem meist keine kontinuierliche Messung der Isotopen-
signaturen erfolgte (Polag et al. 2013; Laukenmann et al. 2010). So kénnte die Anwendung einer per-
manenten Analyse der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse im CH, des Biogases ein hohes Potential fiir ein
weiteres Verfahren zur Kontrolle des anaeroben Fermentationsprozesses in Biogasanlagen aufweisen,
weshalb die Mdglichkeiten dieser Technik im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollten. Dies
erforderte jedoch neben der Entwicklung einer adaquaten Messtechnik zundchst ein profundes Ver-
sténdnis der mikrobiellen Stoffwechselwege und ihres Einflusses auf die Isotopenverhaltnisse in einer
Biogasanlage, sodass die Ergebnisse der Isotopenmessungen hinreichend interpretiert und Handlungs-

anweisungen fur den Betreiber entwickelt werden kdnnen.
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1.2 Mikrobiologische Prozesse in Biogasanlagen

Die anaerobe Fermentation von organischem Material zu Biogas, einem Gasgemisch, welches aus etwa
50 - 75 Vol.-% CHy, 25 - 45 % Vol.-% CO, sowie geringen Anteilen Wasserdampf, H,S, H,, O, und N,
zusammengesetzt ist, verlauft im Rahmen eines komplexen, mehrstufigen Abbauprozesses, in denen
zahlreiche Bakterien und methanogene Archaeen beteiligt sind (Abbildung 2). Dabei entsteht Biogas
durch die mikrobielle Zersetzung von Biomasse bereits seit vielen Millionen Jahren auf natiirliche Wei-
se in Sumpflandschaften, Reisfeldern, Meeren, Seen und Intestinaltrakten von S&ugern und Termiten
(Merlin Christy et al. 2014). Dieser Prozess wird sich in groRtechnischen Biogasanlagen industriell zu
Nutze gemacht, indem Gulle und Mist aus der Tierhaltung, nachwachsende Rohstoffe (,,NawaRo*) wie
Mais, Zuckerriiben oder Getreide sowie organische Abfalle und Abwaésser in einem Fermenter unter

anaeroben Bedingungen vergoren werden, um so energetisch wertvolles Biogas zu gewinnen.

Organische Substanz
Polymere Verbindungen

Kohlenhydrate Proteine Fette

1. Fakultativ anaerobe - Hydrolyse
Bakterien :

Monomere Verbindungen
Monosaccharide, Aminoséuren, Lipide

2. Acidogene Bakterien ................................... Primare Gérung .................................

!

Alkohole, Laktat, kurzkettige Fettsauren
(u.a. Propionat, Butyrat, Valerat, Caproat)
3. Acetogene Bakterien Sekundare Garung

\'4 ,/ Acetat-Oxidation \ Vv

H, + CO, > Acetat

Acetogenese

Methanogenese

CH, + CO,

Abbildung 2 Schematische Darstellung des mehrstufigen, anaeroben Fermentationsprozess von Biomasse in Bio-
gasanlagen unter Beriicksichtigung der verschiedenen Organismengruppen und Stofffliisse. Veran-
dert nach Merlin Christy et al. 2014; Schlémann und Reineke 2007.
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Grundsatzlich lasst sich der Prozess in vier mikrobiologische Abbauphasen untergliedern, welche durch
unterschiedliche Organismengruppen katalysiert und aufgrund ihrer Reaktionen oder Produkte als Hyd-
rolyse, Acidogenese, Acetogenese und Methanogenese bezeichnen werden.

1.2.1 Hydrolyse

Waéhrend der Hydrolyse werden zunéchst die komplexen, polymeren Bestandteile der eingebrachten
Gérsubstrate wie Kohlenhydrate, Fette und Proteine in kleinere, mono- und oligomere Spaltprodukte
zerlegt. Durch die Aktivitéat zahlreicher hydrolytischer Bakterien wie beispielsweise Vertreter der Gat-
tungen Clostridium, Streptococcus, Micrococcus, Escherichia, Lactobacillus, Staphylococcus,
Pseudomonas, Desulfovibrio, Selenomonas, Butyrivibrio oder Bacteriodes, welche in der wassrigen
Umgebung zahlreiche Exoenzyme wie Lipasen, Proteasen, Amylasen und Glucosidasen sekretieren,
kénnen die hochmolekularen Substrate geldst und fur weitere Organismen erschlossen werden (Schliter
et al. 2008; Cirne et al. 2007). Da insbesondere zellulare Struktursubstanzen wie Cellulose,
Hemicellulose, Pektin und Lignin nur sehr langsam zersetzt werden kénnen, kann die Hydrolysestufe je
nach eingebrachten Gérsubstraten zu dem geschwindigkeitsbegrenzenden Schritt in Biogasanlagen wer-
den (O'Sullivan 1997; Noike et al. 1985), weshalb vermehrt Enzyme sowie mechanische, chemische
oder thermische Zerkleinerungsverfahren unterstiitzend eingesetzt werden. Allerdings weisen hydrolyti-
sche sowie acidogene Bakterien signifikant hohere Wachstumsraten als methanogene Archaeen auf,
weshalb je nach Gérsubstrat auch die Methanogenese zum limitierenden Reaktionsschritt im anaeroben
Biomasseabbau werden kann (Khanal 2011; Bischofsberger 2005). Neben H, und CO,, welches direkt
von hydrogenotrophen methanogenen Archaeen zu CH, reduziert werden kann, ist insbesondere wéh-
rend der Fitterung proteinreicher Substrate auch eine Entstehung von NH; und H,S festzustellen. Wie
im Laufe der Arbeit zudem gezeigt werden wird, kann in der Hydrolysephase auch Methanol entstehen,

welches von methylotrophen methanogenen Archaeen reduziert werden kann.

1.2.2 Acidogenese

Aufgrund ahnlicher Spezies und Reaktionsprodukte ist der Ubergang zur Acidogenesestufe flieRend.
Dabei werden Zucker, Aminosduren und langkettige Fettsauren, welche wahrend der Hydrolyse gebildet
wurden, von primeren Gdrern in kleinere Produkte wie kurzkettige Fettsduren (u.a. Formiat, Acetat,
Propionat, Butyrat, Valerat und Caproat), Laktat, Succinat und Alkohole gespalten. Zudem entsteht
erneut H, und CO,, welche wiederum direkt als Methanogenesesubstrat genutzt werden kdnnen. Je nach
H,-Partialdruck und pH-Wert kann das Spektrum an Géarprodukten der acidogenen Bakterien variieren,
wobei insbesondere bei hohen Fiitterungsmengen an leicht fermentierbaren Substraten ein Uberschuss
an H, entstehen kann, welcher zu einer erhéhten Présenz von Garungswegen fiir C3- bis C7-Sduren
fiihren kann. Infolgedessen kann es zu einer Verséuerung des Prozesses kommen, welche die bevorzugt
im leicht basischen Milieu agierenden methanogenen Archaeen nachhaltig hemmen kann, sodass eine
regelméRige Uberwachung des Saurespektrums fiir die Gewahrleistung eines stabilen Fermentations-

prozess unverzichtbar ist. Da hydrolytische und acidogene Bakterien die effektivsten Abbauraten in
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einem sauren pH-Bereich zwischen 4,5 - 5,5 (Merlin Christy et al. 2014) aufweisen, wird in vielen Bio-
gasanlagen die Hydrolyse und Acidogenese in einem eigenen Fermenter durchgefihrt, wahrend in ei-
nem Folgereaktor mit einem leicht basischen pH-Wert zwischen 6,8 - 7,8 ideale Bedingungen flir aceto-

gene sowie methanogene Spezies gewahrleistet werden kénnen.

1.2.3 Acetogenese

Im néchsten Schritt werden die Abbauprodukte der Acidogenese von strikt anaeroben Bakterien tiber
verschiedene Garungswege zu Acetat, H, und CO, vergoren. Die sekundaren Garer in Biogasanlagen-
stammen unter anderem aus den Gattungen Acetobacterium, Clostridium, Syntrophomonas,
Propionibacterium, Peletomaculum, Syntrophospora, Smithella, Tepidanaerobacter oder Eubacterium
und sind aufgrund einiger Enzyme des Acetyl-CoA Weges sehr empfindlich gegeniiber O,. Zudem wei-
sen viele der acetogenen Spezies nur sehr langsame Wachstumsraten auf. Sie benétigen dabei aufgrund
einiger thermodynamisch unginstiger Garungswege eine produktseitig niedrige H,-Konzentration
(Thauer et al. 2008), weshalb sie auf syntrophe Gemeinschaften mit sulfatreduzierenden Bakterien oder
methanogenen Archaeen angewiesen sind, welche Uber einen ,,Inter-Species-Hydrogen-Transfer das
entstehende H, entfernen kénnen (Bok et al. 2004; Imachi et al. 2000; Schink 1997; Schmidt und
Ahring 1995). Hierbei verlauft insbesondere der Abbau von Propionsédure unter energetischen Gesichts-
punkten sehr unvorteilhaft, da pro Molekil Propionsaure drei H, entstehen, welche aus dem Reaktions-

gleichgewicht entfernt werden missen (Felchner-Zwirello 2014):

Propionatgarung: CHs;CH,COO +H*+2H,0 — CH;COO +H"+CO,+3H,

(AG” = +76,0 kJ / mol)

Aus diesem Grund konnen die meisten Reaktionen der Acetogenese nur unter niedrigen H-
Partialdriicken unterhalb von 10 bar exergon erfolgen (Bischofsberger 2005). Aufgrund der schlechten
Loslichkeit von H, in der wassrigen Phase ist daher eine nahe, rdumliche Lokalisation der acetogenen
Bakterien mit den H,-akzeptierenden Spezies fiir einen Abbau der Fettsauren unabdingbar (Sekiguchi et
al. 1998), sodass ein schnelles Entfernen des H, aus der Reaktion erfolgen kann. Ferner existieren zwei
Stoffwechselwege, die auch fir die Analyse der Isotopenverhdltnisse im CH,4 eine hohe Relevanz haben
kénnen, da tber sie eine gegenldufige Konversion potentiell methanogener Substrate erfolgen kann. So
oxidieren syntrophe Bakterien wie Tepidanaerobacter acetatoxydans Acetat zu CO, und H,, wéhrend
homoacetogene Bakterien wie Butyribacterium methylotrophicum wiederum CO, und H, zu einem Mo-
lekul Acetat umsetzen kénnen und somit entweder Substrat fir hydrogenotrophe, oder acetoklastische

methanogene Archaeen liefern:

Acetatoxidation: CH;COO + H" + 2 H,0 — 2CO,+4H, (AG” =-94,9 kJ / mol)
Acetogenese: 4H,+2CO, — CH3COO +H"+2H,0 (AG” =-94,9 ki / mol)
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1.2.4 Methanogenese

Die finale Biogasbildung findet durch methanogene Archaeen statt, welche die bislang einzigen bekann-
ten Spezies sind, die im Rahmen ihres Stoffwechsels CH, bilden kénnen. In Biogasanlagen wurden
bislang nur Vertreter der Euryarchaeota nachgewiesen, welche wiederum aus den Ordnungen Methano-
bacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales und Methanosarcinales stammten. Die strikt anaero-
ben methanogenen Archaeen verfuigen uber ein Substratspektrum aus C1 und einigen C2 Verbindungen,
welche unterschiedliche Methanogesewege metabolisiert werden kdnnen (Tabelle 1).

Tabelle 1 Uberblick tiber ausgewéhlte Stoffwechselreaktionen und Substrate methanogener Archaeen sowie der

dabei ermoglichte Energiegewinn als Gibbs’sche freie Energie (AG®) unter Standardbedingungen nach
Khanal 2011; Thauer et al. 2008; Keltjens und Vogels 1993.

Methanogenese Substrate Reaktion (k JA/Gn:oI)
hydrogenotroph  H, + CO; CO,+4H, — CH;+2H,0 -131,0
Formiat 4HCOO +4H" — CH4+3CO,+2H,0 -144,5

acetoklastisch Acetat CH3COO™+ H* — CH4+CO, -36,0
methylotroph Methanol 4 CH;0H + 2 H,O — 3CH4+CO;+4H,0 -106,5
CH30OH + H, — CH;+H,0 -112,5

Monomethylamin 4 CH3NH, + 2 H,0 — 3CH4+CO,+4NH; -76,7

Dimethylamin 2(CH3);,NH+2H,O0 — 3CH;+CO;+2NH; -74,8

Trimethylamin 4 (CH3)3N + 6 H,0 — 9CH;+3CO,+ 4 NH; -75,8

Methanthiol (CH3)SH + H, —  CHs+H,S -69,3

Dimethylsulfid 2 (CH3),S + 2 H,0 — 3 CH;+CO,+2H,S -53,1

Wahrend der hydrogenotrophen Methanogenese wird CO, zunachst an Methanofuran gebunden und
anschlieend Uber das Coenzym Tetrahydromethanopterin und Coenzym M schrittweise vom Formyl-
zum Methenyl-, Methylen- und schlielich Methylniveau reduziert. Die finale Bildung von CH, erfolgt
anschlielend durch die Methyl-Coenzym M-Reduktase, welche die an das Coenzym M gebundene Me-
thylgruppe 16st und reduziert, wahrend das nun oxidierte Coenzym M mit Coenzym B einen Heterodi-
sulfidkomplex bilden kann und anschlieBend durch H, wieder regeneriert wird. In der acetoklastischen
Methanogenese wird die Methylgruppe des Acetats zu CH, reduziert, wéhrend die Carboxylgruppe als
CO, frei wird. Dabei wird Acetat zundchst in der Zelle unter ATP-Verbrauch zu Acetyl-CoA aktiviert,
welches im Anschluss zu CoA, CO und Methyleinheiten, welche an das Enzym Kohlenmonooxyd-
Dehydrogenase / Acetyl-CoA-Synthase (CODH / ACS) gebunden sind, gespalten wird. Wahrend CO
unter Beteiligung von Wasser und einer Reduktion von Ferredoxin in Form von CO, frei wird, kann die
Methylgruppe tber weitere Cofaktoren auf Coenzym M transferiert werden, wobei die finale Reduktion
zu CH, wie in der hydrogenotrophen Methanogenese erfolgt. Obwohl an drei Stellen der acetoklasti-
schen Methanogenesereaktion ein Gradient durch Protonen- bzw. Na*-lonen erzeugt wird, welche zur
Energiegewinn uber die ATP-Synthase auf die duBere Membranseite gepumpt werden, ist der Netto-

Energieertrag aufgrund der initialen Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA deutlich geringer als in den
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anderen Methanogenesereaktionen. Auch in der methylotrophen Methanogenese erfolgt eine Dispropor-
tionierung der methylierten Verbindungen, wobei die Methylgruppen des Substrates zunéchst tber zwei
Methyltransferasen und ein Corrinoid-Protein auf Coenzym M (ibertragen werden. VVon dort aus werden
drei Viertel der Methylgruppen am Coenzym zu CH, reduziert, wahrend ein Viertel der Methylgruppen
gegenlaufig der hydrogenotrophen Methanogenese schrittweise zu CO, oxidiert wird, um Elektronen fiir
die Heterodisulfid-Reduktase vermittelte Regeneration der Coenzyme M und B bereitzustellen (Merlin
Christy et al. 2014; Thauer et al. 2008; Schlémann und Reineke 2007).

Innerhalb von Bioreaktoren kénnen die umfangreiche Ordnung Methanobacteriales, welche bis auf die
auf H, angewiesene, methylotrophe Gattung Methanosphaera nur hydrogenotrophe Spezies umfasst,
sowie die vorwiegend in marinen Sedimenten vorherrschende Ordnung Methanococcales H, / CO, und,
bzw. oder Formiat als Energiequelle nutzen. Die Ordnung Methanomicrobiales verfiigt hingegen, mit
Ausnahme von Methanospirillum hungatei, nur tber heterotrophe Spezies. Des Weiteren besteht die
Ordnung Methanosarcinales aus der ausschlieBlich Acetat verwertenden Familie Methanosaetaceae,
sowie der mixotrophen Familie Methanosarcinaceae. Letztere stellt die metabolisch vielseitigste Gruppe
methanogener Archaeen, welche in der Regel Uber mehrere Stoffwechselwege Energie gewinnen kon-
nen. So kann beispielsweise Methanosarcina mazei hydrogenotroph, acetoklastisch sowie methylotroph

kultiviert werden.

In der Biogasanlage reduzieren hydrogenotrophe methanogene Archaeen CO, aus den vorangegangenen
Abbaustufen mithilfe von H, zu CH,. Dabei wird vermutet, dass je nach Substrat rund 70 % des gesam-
ten in Biogasanlagen produzierten CH, aus der hydrogenotrophen Methanogenese entstammt, sodass
diesem Reaktionsweg eine hohe Bedeutung zukommt (Nettmann et al. 2010; Bauer et al. 2008). Ferner
wird Acetat von Methanosarcinales oder in Tandem-Reaktionen aus syntroph acetatoxidierenden Bakte-
rien und hydrogenotrophen Archaeen verwertet, wobei neben CH, auch gréfiere Mengen an CO, entste-
hen. Die Bedeutung des methylotrophen Methanogeneseweges in Biogasanlagen ist bislang wenig er-
forscht und gilt aufgrund einer kaum messbaren Konzentration an kurzkettigen, methylierten Verbin-
dungen als wenig relevant. Die Signifikanz sowie die Kohlenstofffliisse methylotropher Stoffwechsel-

wege wird am Beispiel von Methanol im Rahmen dieser Studie néher untersucht werden.

Zuletzt kdnnen die meisten Substrate der methanogenen Archaeen auch von sulfatreduzierenden Bakte-
rien genutzt werden, welche aufgrund der Mdglichkeit, S0,% als finalen Elektronenakzeptor zu nutzen,
eine hohere Affinitat zu den C-Quellen aufweisen und somit direkte Konkurrenten darstellen kénnen
(Plugge et al. 2011; Dar et al. 2008; Lovley et al. 1982).
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1.3 Betrieb und Prozessparameter von Biogasanlagen

Im Prinzip erfordert die Vergarung von Biomasse zu Biogas nur eine moglichst anaerobe Kammer und
Temperaturen von etwa 25 — 55 °C, um den mikrobiellen Fermentationsprozess starten zu kdnnen. Auf
diese Weise werden von Kleinbauern schon seit vielen Jahrzehnten auf der ganzen Welt einfache Biore-
aktoren betrieben, in denen tierische und hdusliche Nebenprodukte vergoren werden konnen, um Din-
ger sowie wertvolles Biogas zum Kochen, Heizen und Beleuchten zu erhalten. Alleine in China vermu-
tet man Uber 5 Millionen dieser Biogasanlagen, die hdufig nicht mehr als ein mit Folie oder Stroh zuge-
decktes Loch sind und neben der Bereitstellung von Energie auch flir eine verbesserte Hygiene durch
die Entsorgung organischer Abfélle sorgen kdnnen (Eder und Krieg 2012). Industrielle Biogasanlagen,
wie sie vorwiegend in westlichen Landern zu finden sind, streben hingegen eine maximale und konstan-
te Biogasausbeute an und verwandeln den grundsatzlich einfach Géarprozess in ein hochtechnisiertes
Verfahren. Fermenter, mit mehreren tausend m® Volumen, beheizbaren Wandungen und elektrischen
Ruhrwerken gehtren mittlerweile zum Standard (Abbildung 3). Um einen mdglichst konstanten Fermen-
tationsprozess aufrecht zu erhalten, werden haufig mehrmals am Tag oder kontinuierlich Substrate tber
einen Feststoffdosierer oder Forderschnecken in den Garraum eingebracht. Dabei werden bevorzugt
Stoffe vergoren, die eine hohe Biogasausbeute ermdglichen. Neben tierischen Exkrementen kommen
seit etwa 15 Jahren zunehmend gréRere Anteile pflanzlicher Substrate hinzu, die aufgrund ihrer hohen
Trockensubstanz (TS) einen wesentlich htheren Energiegehalt aufweisen. Die Nutzung nachwachsender
Rohstoffe ermdglicht signifikant héhere Biogasausbeuten, fihrt jedoch im Rahmen der h&ufig gefiihrten
,»Teller-Tank“-Diskussion zu Kontroversen in der Gesellschaft. Der Einsatz organischer Abfalle wie
Grinschnitt, Speisereste, Schlachtabfalle sowie Abwasser werden dabei in Zukunft eine immer hohere
Bedeutung erlangen.

Feststoff- Fermenter 1 Gérrestlager
Einbringung Gasbereich
Ruhrwerk
‘-"-
Heizwarme
Vorgrube flr
g BHKW Ausbringung als Diinger

Fllssigmist/ Gllle

O O
O N

Y
Einspeisung in das Stromnetz

Abbildung 3 Schematische Aufbau einer landwirtschaftlichen Biogasanlage, in der sowohl Flussigmist als auch
feste Garsubstrate wie nachwachsende Rohstoffe eingebracht werden.
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In der Regel erfolgt die anaerobe Vergarung der organischen Substrate in Biogasanlagen bei mesophilen
(37 - 42 °C) oder thermophilen (50 - 57 °C) Temperaturen, wobei letzteres Verfahren héhere Umsatzra-
ten, kirzere hydraulische Verweilzeiten des Garsubstrates sowie schnellere mikrobielle Wachstumsraten
ermdglicht. Allerdings gilt der thermophile Betrieb aufgrund einer geringeren Biodiversitét als storan-
falliger und weist zudem durch den erhdhten Wéarmebedarfs eine schlechtere Energiebilanz auf (Kalt-
schmitt 2009). Dagegen ist die hydraulische Verweilzeit, ein theoretisches MaR flr die Aufenthaltszeit
eines Substrates im Fermenter, im thermophilen Betrieb verkirzt. Je nach Reaktortyp kann die Verweil-
zeit zwischen 10 und mehr als 150 Tagen betragen. Entscheidend ist zudem der Grad der Raumbelas-
tung, welche angibt, wie viel kg organische Trockensubstanz (0TS) in den Fermenter je m® Nutzvolu-
men und Zeiteinheit (d) eingebracht werden. Dies kann je nach Substratmischung variieren, wobei sich
in NawaRo-Biogasanlagen Raumbelastungen zwischen 3 -4 kg oTS / (m3 x d) bewahrt haben (Fach-
agentur Nachwachsende Rohstoffe e.VV. 2013). Hohere Raumbelastungen kénnen zwar zu einer gréRe-
ren Ausbeute an Biogas filhren, haben aber die Gefahr, dass es aufgrund einer schnellen Hydrolyse und
Acidogenese zu einer vermehrten Bildung kurzkettiger Fettsduren kommen kann, die sich aufgrund
einer zunehmenden Hemmung der letzten beiden Prozessstufen im Reaktor ansammeln und so den Pro-
zess nachhaltig stéren konnen. Dabei reagiert der pH-Wert, welcher in der Regel im leicht basischen
Bereich zwischen pH 7 - 8 liegt, aufgrund der hohen Pufferkapazitat des Garsubstrates nur sehr trdge
und ist daher ein unzureichender Prozessparameter. Alternativ wird haufig die Konzentration an fllichti-
gen organischen Sauren (FOS) im Verhéltnis zur noch vorhandenen Pufferkapazitat, dem Gehalt an
,total anorganischem Carbonat“ (TAC) betrachtet. Eine weitere Stérung kann durch die Fitterung pro-
teinreicher Substrate auftreten, indem die Konzentration an fur die Mikroorganismen toxischem, freiem
NH; zunimmt. Aufgrund dessen wird an den meisten Anlagen routinemaRig der Gehalt an Ammonium-
stickstoff (NH4-N) gemessen, wobei aufgrund des pH- und temperaturbedingten Gleichgewichtes von
NH," und NH; der Gesamtgehalt an N, untersucht wird.

Haufig werden zwei Fermenter in Reihe betrieben, sodass im ersten Reaktor ein fiir die hydrolytischen
und acidogenen Bakterien optimierter, saurer pH-Wert aufrecht erhalten werden kann, wahrend im
zweiten Reaktor die wesentliche CH,4-Bildung in fir methanogene Archaeen idealen Bedingungen er-
folgen kann. Wéhrend der Gérrest am Ende der VVerweilzeit auf dem Acker als wertvoller, im Vergleich
zur unvergorenen Gulle weniger saurer Diinger ausgebracht werden kann, stehen zur Nutzung des Bio-
gases mehrere Option zur Verflgung. So kann das Gasgemisch nach einer Entschweflung und Trock-
nung direkt in einem Blockheizkraftwerk unter Gewinnung von Strom und Warme verbrannt werden,
oder aber weiter konzentriert und in das bestehende Erdgasnetz oder einen Gasspeicher eingeleitet wer-

den.
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1.4 Isotopenanalysen zum Nachweis von Stoffwechselwegen und C-Flissen

Ziel dieser Arbeit war es, die Ergebnisse einer kontinuierlichen Messung der C-Isotopenverhaltnisse im
produzierten CH, einer Biogasanlagen mikrobiologisch zu interpretieren und zu untersuchen, ob anhand
der Isotopensignaturen Rickschlisse auf potentiell dominierende, methanogene Stoffwechselreaktionen
gezogen werden koénnen. Hierzu soll zundchst kurz in das Gebiet der Isotopenanalysen eingefiihrt wer-
den.

Grundsatzlich bestehen Atome aus einer Elektronenhille und einem Atomkern, der bei leichten Atomen
mit Ausnahme von Wasserstoff in der Regel aus einer gleichen Anzahl positiv geladener Protonen und
ladungsfreier Neutronen zusammengesetzt ist. Das Atomgewicht eines chemischen Elements ist dabei
maRgeblich durch die Menge der in etwa gleich schweren Protonen und Neutronen bestimmt. Als Isoto-
pe (gr. icoc tomog = am gleichen Platz [im Periodensystem]) bezeichnet man chemische Elemente, die
bei gleichbleibender Anzahl an Protonen und Elektronen eine variierende Menge an Neutronen aufwei-
sen und dadurch in der Regel eine erhdhte Masse besitzen. In der Natur liegen nahezu alle Elemente als
ein Gemisch aus einer oder mehrerer isotopischer Formen vor. So sind beispielsweise neben dem stabi-
len Isotop **C mit 98,89 % Anteil rund 1,11 % des weltweiten Kohlenstoffs in Form des weiteren stabi-
len Isotopes *C und etwa 10° % als **C zu finden. Letzteres wird jedoch aufgrund seines radioaktiven
Zerfalls nicht zu den stabilen Isotopen gezéhlt (Mortimer et al. 2014; Mook und Rozanski 2000; Lieser
1991). Dabei kann die relative Haufigkeit der Isotope eines Elementes als das Isotopenverhéltnis R de-

finiert werden:

__ Haufigkeit des schwereren Isotopes

Haufigkeit des leichteren Isotopes

Bei Ubertragung auf Molekiile kénnen z.B. die Isotopenverhaltnisse von CH, beschrieben werden als

13 H4_

3R(CHy) = Tpore
( 4) 12CH4

2
2R(CH,) = %

Wiéhrend die chemische Charakteristik eines Elements und seiner Isotope nahezu identisch ist, weisen
Isotope deutlich verénderte physikalische Eigenschaften auf, die wiederum einen erheblichen Einfluss
auf die Kinetik biochemischer Reaktionen haben kénnen. Dies ist unter anderem auf eine niedrigere
Kollisionsfrequenz sowie auf eine erhdhte Bindungsenergie der schwereren Isotope mit anderen Ato-
men zurlckzufiihren, aufgrund dessen eine grofiere Aktivierungsenergie fir Reaktionen mit schweren
Isotopen erforderlich ist (Mook und Rozanski 2000; Lieser 1991). Mit Blick auf Stoffwechselvorgange
fiihrt dies neben einer verdnderten Diffusionsgeschwindigkeit auch zu einem héheren Umsatz isotopisch

leichterer Substrate in enzymatisch vermittelten Reaktionen. In Folge dieses kinetischen Effektes


https://de.wiktionary.org/w/index.php?title=%E1%BC%B4%CF%83%CE%BF%CF%82&action=edit&redlink=1
https://de.wiktionary.org/wiki/%CF%84%CF%8C%CF%80%CE%BF%CF%82#.CF.84.CF.8C.CF.80.CE.BF.CF.82_.28Altgriechisch.29
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kommt es zu einer sogenannten Isotopenfraktionierung, bei der sich zunehmend das schwere, reaktions-
trdge Isotop im Substrat anreichert, wahrend das leichtere Isotop vermehrt in das Produkt Gibergeht und
so langfristig eine Verschiebung des Isotopenverhdltnisses auftritt. Dieses Phdnomen betrifft vor allem
Elemente mit geringerem atomarem Gewicht, da hier die Massenunterschiede zu den schwereren isoto-
pischen Formen am deutlichsten sind. Da in der Natur die allermeisten Elemente in einer oder mehreren
isotopischen Grundformen vorliegen, bezeichnet man diese Verteilungsreaktionen auch als naturliche
Isotopenfraktionierung.

@ Produkt
.i @ zunehmend 13C abgereichert
i\ Reaktion (E,)

Substrat

zunehmend 13C angereichert

Abbildung 4 Schematische Darstellung der Kohlenstofffraktionierung in einer enzymatischen Reaktion. Das Enzym setzt be-
vorzugt das leichtere **C-Isotop um, sodass es zunehmend zu einer Verschiebung der Isotopenverhaltnisse im
Substrat und dem Produkt kommt.

Im Falle der Methanogenesereaktionen wurde dabei bereits in Studien an Reinkulturen festgestellt, dass
acetoklastische, methanogene Archaeen das *C-lIsotop etwas weniger diskriminieren als etwa hydroge-
notrophe Methanbildner. In der Folge treten geringfligig angereichertere Isotopenverhéltnisse im CH,
acetoklastischer Archaeen auf, wahrend bei hydrogenotrophen, methanogenen Spezies ein Kleinerer
Anteil an *CH, im Biogas gemessen wird (Conrad 2005; Whiticar 1999; Balabane et al. 1987). Auf-
grund dessen ist es grundsatzlich maglich, ber eine massenspektrometrische Analyse von Biogaspro-
ben den dominanten methanogenen Stoffwechselweg anhand seiner charakteristischen Isotopenverhalt-

nisse im CH, zu identifizieren.

Um selbst minimale Isotopenverhéltnisse in einer Probe beschreiben zu kdnnen, werden diese h&ufig
mit der bekannten isotopischen Zusammensetzung eines international anerkannten Standards vergli-
chen. Flr Kohlenstoff wird in der Regel die Isotopie des Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB) Standards,
fir Wasserstoff- und Sauerstoffisotopenverhéltnisse das Vienna Standard Mean Ocean Water
(VSMOW) verwendet. Um das absolute Isotopenverhéltnis R in einer Probe mit dem eines anerkannten
Isotopenstandards vergleichen zu kénnen, wird haufig der sogenannte Delta-Wert (8-Wert) in %o ange-
geben:

Rprobe —Rstandard
6 = —22& =Ancat x 1000 %o
Probe Rstandard
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So lasst sich beispielsweise das Isotopenverhiltnis 8**C (CH,) fir den Kohlenstoff in CH, wie folgt

berechnen:

(13CH4> y (13CH4)
12CH4~ Probe 12CH4 VPDB
(13(:1_14

813C (CH,) =
12CI_I4)VPDB

X 1000 %o

Auch die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Isotopenverhéltnisse im Biogas werden zur Vereinheit-
lichung und Vergleichbarkeit in Form der 5-Werte §*3C (CH,), 8**C (CO,) sowie 8*H (CH,) dargestellt.

1.5 Ziele der Arbeit

Mithilfe mikrobiologischer und molekularbiologischer Methoden sollte untersucht werden, ob anhand
von kontinuierlich ermittelten Isotopenverhaltnissen (§°C (CH,)) im Biogas eines Forschungsreaktors
Ruckschlisse auf aktuell dominierende mikrobielle Stoffwechselwege gezogen werden kdnnen. Ziel
war es, die Anwendbarkeit eines Laser-Absorptionsspektrometers als ein neues Verfahren zur Kontrolle
des mikrobiellen Fermentationsprozess zu Uberpriifen. Dabei sollte zundchst in Reinkulturanzuchten
verschiedener methanogener Isolate untersucht werden, ob eine substratspezifische C-Isotopensignatur
im CH, identifiziert werden kann, sodass eine Unterscheidung der hydrogenotrophen, acetoklastischen
sowie methylotrophen Methanogenese anhand der Isotopenverhéltnisse méglich ist. In einem néchsten
Schritt sollten die Ergebnisse mit der Isotopenfraktionierung in mit Reaktorsubstrat beimpften Batchan-
sétzen verglichen werden. Durch eine Kombination verschiedener bakterieller sowie methanogener
Isolate aus dem Forschungsreaktor galt es im Anschluss, weitere mikrobielle Interaktionen und C-Flisse
mittels isotopenmarkierter (**C, °H) Substrate und chromatographischer Verfahren (GC, HPLC) zu de-
tektieren, sodass zusétzliche, die Isotopenverhdltnisse potentiell beeinflussende Reaktionen aufgezeigt
werden konnen. Ein Schwerpunkt sollte dabei insbesondere auf den methylotrophen Stoffwechselwegen
liegen, deren Vorkommen und Verlauf in Biogasanlagen bislang ungeklart ist. Bei verschiedenen
Raumbelastungen im Fermenter sollte dartiber hinaus durch eine regelmaRige Analyse der Zusammen-
setzung der Reaktormikrobiota erforscht werden, ob ein Zusammenhang zwischen den Isotopenverhalt-
nissen im Biogas und der mikrobiellen Populationstruktur vorliegt, sodass Storungen in relevanten me-
thanogenen sowie bakteriellen Prozessen anhand der Echtzeit-Isotopenanalytik friihzeitig erkannt wer-

den kdnnen.
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2 Material und Methoden

Im Folgenden sind zunachst die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Gerate, Chemikalien, Gase und

Reaktionskits aufgefuihrt. Nicht weiter aufgefuhrte Laborausstattung entsprach den allgemein Gblichen

Laborstandards.

2.1 Gerate und Laborutensilien

Tabelle 2 In dieser Arbeit verwendete Gerate, Software und Laborutensilien.

Gerat

Hersteller

Modell

Anaerobenzelt

Coy Laboratory Systems

Vinyl Glove Box, Michigan, USA

Tecnomara Deutschland GmbH,

Autoklaven FVS/1

Fernwald

Systec GmbH, Wettenberg VX
Brutschrinke Kottermgn_n GmbH & Co. KG, 2736

Uetze/Hanigsen

Binder, Tuttlingen BD Serie

. Sub-Cell® Model 96

Elektrophorese Kammer Bio-Rad, Hercules, CA, USA Wide Mini-Sub®

Fluoreszenzfilter

FAHF Analysentechnik, Tibingen

HC-434/17, HC-BS 452, HC-458RS

Fluoreszenzmikroskop

Keyence, Neu-Isenburg

Biozero BZ8000

Gasaufbewahrung fur
Isotopenanalytik

Labco, High Wycombe

3,5 ml Exetainer

Gaschromatographen

Shimadzu, Koyoto, Japan GC-2010
Shimadzu, Koyoto, Japan GC-2014
Agilent, Santa Clara, USA HP 6890N

Gassammelséacke

Supelco Analytical, Bellefonte, USA

Supel™ Inert Foil Gas sampling bag

Geldokumentationseinheit

Vilber Lourmat, Eberhardzell

Bio Vision CN 300

Heizrihrplatte

Variomag, Daytona Beach, FL, USA

Multitherm + 40 ST Thermomodul

HPLC Shimadzu, Koyoto, Japan LC14A, RID-10A
IRMS ThermoQuest Finnigan, Bremen Delta™SXL
Kulturenschuttler New Brunswick Scientific, Edison, USA  Excella E24

Laborwaagen Sartorius AG, Gottingen Laboratory L610; Analytic A120S
pH-Messelektrode Mettler Toledo GmbH, Giellen Inlab Expert
pH-Messgerét Schott, Hofheim CG840

Photometer

Eppendorf AG, Hamburg

BioPhotometer Plus

Pipetten

Starlab International GmbH, Hamburg

ErgoOne

Reinstwasseranlage

Merck-Millipore, Darmstadt

RiOs inkl. Milli-Q Plus 185

Schiittel-Agitatoren

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Vibrofix VF1 electronic

Starlab International GmbH, Hamburg

Vortex Wizard

Schiittel-Heizbldcke

HLC BioTech, Bovenden

HTM 130

Eppendorf AG, Hamburg

Thermomixer Comfort
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Gerat Hersteller Modell

Software CLC bio, Aarhus, Danemark CLC Sequence Viewer 7.6
Geospiza Inc., Seattle, USA FinchTV 1.4
National Center for Biotechnology NCBI MegaBLAST,
Information, Bethesda, USA NCBI PrimerBLAST
Shimadzu, Koyoto, Japan GC Solution 2.32.00
Eppendorf AG, Hamburg realplex 2.2.

Spannungsgeber Bio-Rad, Hercules, CA, USA Power Supply Model 3000/300

Thermocycler / PCR

Eppendorf AG, Hamburg

Mastercycler gradient

Thermocycler / gPCR

Eppendorf AG, Hamburg

Realplex? epgradient S Mastercycler

Ultraschallbad

Bandelin Electronics, Berlin

Sonorex RK 106

Vacuum-Zentrifuge Eppendorf AG, Hamburg Concentrator 5301
Vakuumpumpe KNF Neuberger, Trenton, NJ, USA Laboport
Zentrifugen Eppendorf AG, Hamburg 5415D, 5430

VWR International GmbH, Darmstadt

Micro Star 17

2.2 Chemikalien

Tabelle 3 Im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Chemikalien und ihre Bezugsorte.

Substanz

Bezugsort

Agarose

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Aminobenzoeséure, p-

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ammoniumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

Ammoniumsulfat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ascorbinsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Borsaure

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Bromethansulfonsaure Natriumsalz, 2-

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Buttersaure

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Calziumchlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Cetyltrimethylammoniumbromid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Cobaltchlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Cobaltsulfat

Merck KGaA Darmstadt

Cystein-Hydrochlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

D-Calziumpantothenat

Merck KGaA, Darmstadt

Di-Kaliumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Eisenchlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Substanz

Bezugsort

Eisensulfatheptahydrat

Merck KGaA Darmstadt

Eisessig

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethanol, reinst (99 %)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

EDTA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Fluoracetat, Natrium- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Folsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Formamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Glucopyranose, 3-O-Methyl-D-

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Glucose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Hefeextrakt Marcor, New Jersey, USA
Isopropanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Kaliumaluminiumsulfat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Kaliumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Kupfersulfat

Merck KGaA, Darmstadt

Liponsdure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Lumazin 97 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Magnesiumchlorid x 6 H,O

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Magnesiumsulfat x 7 H,0

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Mangansulfat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Methanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumacetat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumcarbonat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumdithionit Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natrium-DL-Laktat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumhydrogencarbonat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriummolybdat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumselenit Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumsulfat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumsulfid x 9 H,0 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumthioglykolat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natronwasserglas Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Nikotinsaure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Pektin C, Veresterungsgrad ca. 70 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Substanz

Bezugsort

Polygalacturonséure > 85 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Propionséure

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

PVPP K25 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Pyridoxin-HCI Merck KGaA, Darmstadt

Resazurin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Riboflavin Merck KGaA, Darmstadt

Roti®-Mount FluorCare

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Schwefelsdure (96 %)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Thiamin-HCI Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
TRIS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Urea Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Vitamin By Merck KGaA, Darmstadt

Zinkdichlorid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Zinksulfat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

2.3 Gase fir die Kultivierung und Gaschromatographie

Fir die Kultivierung methanogener Archaeen und Bakterien wurden verschiedene Reinstgase sowie

Gasgemische von der Firma Westfalen AG, Miinster, bezogen (Tabelle 4).

Tabelle 4 Gase und ihre Reinheitsgrade fir die anaerobe Kultivierung sowie gaschromatographische Analysen.

Zusammensetzung /

Ca Reinheitsgrade
Formiergas 95 % N,, 5% H,
Helium 100 % He 5.0
Kohlendioxid C0,4.5

Methan CH, 4.5
Stickstoff N, 5.0

Stickstoff / Wasserstoff Gemisch 1

80 % Ny, 20 % H,

Stickstoff / Wasserstoff Gemisch 2

20 % N, 80 % H,

Stickstoff / Kohlendioxid Gemisch

80 % Ny, 20 % CO;,

Synthetische Luft

21 % O, 79 % N,

Wasserstoff

100 % H, 4.5

Wasserstoff / Kohlendioxid Gemisch

80 % Hy, 20 % CO;,
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2.4 Biochemikalien, Enzyme und Kits

Tabelle 5 Verwendete Biochemikalien, Enzyme und Reaktionskits.

Produkt

Hersteller

Konzentration / Produktname

Desoxynukleotid-Mix

Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Je 2,5 mM

DNA-Extraktions Kit

EURX Ltd., Danzig, Polen

GeneMATRIX Stool Purification Kit

DNA-Extraktions Kit

Qiagen, Venlo, Niederlande

DNeasy Blood & Tissue Kit

DNA-GroRenstandard

Thermo Fisher Scientific,
St-Leon-Rot

GeneRuler™

DNA-Ladepuffer

Thermo Fisher Scientific,
St-Leon-Rot

6 X

Gel-DNA-Extraktions Kit

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

GenElute™ Gel Extraction Kit

Klonierungs-Kit

Invitrogen™ by life technolo-
gies™, Carlsbad, CA, USA

TOPO® TA Cloning® Kit

PCR-DNA-Aufreinigung

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

GenElute™ PCR Clean-Up Kit

Affymetrix, Santa Clara, USA

EX0SAP-IT®

PCR-Reaktionspuffer

Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Reaktionspuffer Y for high yields

Pfu Polymerase

Thermo Fisher Scientific GmbH,

St-Leon-Rot

25U/l

Phosphatase

Thermo Fisher Scientific,
St-Leon-Rot

FastAP Thermosensitive alkalische
Phosphatase, 1 U / ul

Plasmid Préparations Kit

Peglab, Erlangen

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit 1

gPCR-Reaktionsgeféle, 8er
Streifen, weil3

Thermo Fisher Scientific,
St-Leon-Rot

EasyStrip shap tubes, 200 pl

gPCR-Reaktionskit

Bio-Rad, Hercules, USA

SsoAdvanced™ Universal SYBR®
Green Supermix

Thermo Fisher Scientific,

Restriktionsendonuclease Hhal 10U/l
St-Leon-Rot

Restriktionsendonuclease Mspl Thermo Fisher Scientific, 10U/ ul

(Hpall) St-Leon-Rot H

Restriktionsendonuclease Notl Thermo Fisher Scientific, 0uU/ul
St-Leon-Rot

Restriktionspuffer Thermo Fisher Scientific, Tango Puffer

St-Leon-Rot

Taq Polymerase

Peglab, Erlangen

peqGOLD Tag-DNA-Polymerase,
5U/ul
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2.5 Antibiotika

Fir die Isolierung methanogener Archaeen aus Reaktorproben wurden verschiedene Antibiotika zur
Hemmung des bakteriellen Wachstums eingesetzt. Diese ermdglichten auRerdem bei Klonierungs-
ansatzen ein selektives Anziehen von Zellen, die aufgrund einer erfolgreichen Transformation von re-
kombinanter DNA spezifische Antibiotikaresistenzen besal’en. Samtliche Antibiotika wurden bei Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, bezogen. Die sterile Antibiotikazugabe erfolgte nach dem Autokla-
vieren der Nahrmedien aus zuvor angesetzten Stammlosungen, deren Konzentrationen in Tabelle 6 an-
gegeben sind.

Tabelle 6 Eingesetzte Antibiotika und Konzentration ihrer Stammlésungen. Diese wurde in einer 1000fach ver-
dinnten Endkonzentration in den Nahrmedien eingesetzt.

Antibiotikum Konzentration der Stammlésung
Ampicillin (Natriumsalz) 100 mg / ml, gel6st in Reinstwasser
Cycloserin 50 mg / ml, geldst in Reinstwasser
Kanamycin 50 mg / ml, geldst in Reinstwasser
Tetracyclin 15 mg / ml, gelést in DMSO
Vancomycin-Hydrochlorid 50 mg / ml, gelést in DMSO

2.6 Medien fur die Kultivierung aerober Bakterien

2.6.1 LB-Nahrmedium

Die selektive Kultivierung von kompetenten E. coli erfolgte im Rahmen von Klonierungen auf flussi-
gem oder festem LB-Nahrmedium bei pH 7,0 (Tabelle 7). Die Zugabe des Antibiotikums Kanamycin
erfolgte nach dem Autoklavieren (20 min, 121 °C).

Tabelle 7 Zusammensetzung von LB-N&hrmedium mit Kanamycin fiir die Kultivierung nach Klonierungen.

Substanz Menge
Pepton 109
NaCl 10¢g
Hefeextrakt 5¢g
(Agar) 159
Kanamycin (50 pg / ml) 1ml

dH,0 ad 1000 ml




Material und Methoden 24

2.6.2 Nahrmedium flr die Anreicherung methanoxidierender Bakterien

Fur die Anreicherung methanoxidierender Bakterien aus Fermenterproben wurde Nitratmineralsalz
(NMS) 131-Medium (NCIMB 2015) verwendet, dessen Rezeptur in Tabelle 8 aufgefihrt ist.

Tabelle 8 Zusammensetzung von NMS 131-Medium (NCIMB 2015) zur Anreicherung methanoxidierender

Bakterien.

Ldsung Substanz Menge

Ldsung 1: 10x NMS-Salzl6sung KNO; 109
MgSO, x 6 H,0 109
CaCl, 29
dH,0 1000 ml

Losung 2: Eisen-EDTA FeEDTA 3890
dH,0 100 ml

Ldésung 3: Natriummolybdat Na,MoO, x 2 H,0O 260 mg
dH,0 100 ml

Ldsung 4: Spurenelemente CuSO,4 x 5 H,0 0,29
FeSO, x 7 H,0O 059
ZnS0O,4 x 7 H,0 0449
H,BO; 0,02 g
CoCl;, x 6 H,0O 0,05¢g
EDTA-diNatriumsalz 0,25¢
MnCl, x 4 H,0O 0,02¢g
NiCl, x 6 H,O 0,01g

Ldsung 5: Phosphatpuffer (pH 6,8) Na,HPO, x 12 H,0 71649
KH,PO, 26 g

Zur Herstellung des NMS 131-Mediums wurden 100 ml der L6sung 1 mit dH,O auf 1000 ml verdunnt.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 0,1 ml der Lésung 2 sowie je 1 ml der Lésungen 3 und 4. Nach
dem Autoklavieren bei 121 °C fiir 20 min wurden 10 ml des separat autoklavierten Phosphatpuffers
(L6sung 5) steril in das abgekiihlte Nahrmedium hinzugegeben. Zur Anreicherung methanoxidierender
Bakterien wurden 12 ml Anaeroben-Kulturrohrchen mit 5 ml N&hrmedium und eine Gasatmosphére aus
80 % CH, und 20 % synthetischer Luft bei einem Uberdruck von 1 bar gewahlt. Die Kultivierung er-
folgte anschlielend bei 39 °C in Kulturenschuttlern (180 rpm).
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2.7 Kultivierung anaerober Bakterien und Archaeen

Die Isolierung und Kulturhaltung anaerober Bakterien und methanogener Archaeen wurde in den
Nahrmedien DSM 63, 334, 287, 318 und 120 durchgefiihrt (DSMZ 2015a, 2015b, 20144, 2014b, 2014c)
die von der Deutschen Stammsammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braun-
schweig, empfohlenen wurden (Tabelle 9). Diese unterscheiden sich vornehmlich in ihrer Kohlenstoff-
guelle (C-Quelle) und dienten als Ausgangsbasis flir weitere Modifizierungen wie beispielswiese die
Zugabe stabiler Isotope oder weiterer C-Quellen. Zur Herstellung wurden samtliche Substanzen bis auf
Methanol und die reduzierenden Agenzien Cystein und Na,S x 9 H,0 in Serumflaschen zusammenge-
fiihrt und in dH,O gel6st. Nach einer Entgasung fur 1 h unter einem Exsikkator erfolgte die Einstellung
des jeweiligen pH-Wertes (Tabelle 9). Unter der Formiergas-Atmosphare (95 % N,, 5% H,) eines Anae-
robenzeltes (Coy Laboratory Products, Grass Lake, USA) erfolgte die Zugabe der reduzierenden Agen-
zien. Dadurch kam es zu einem Farbumschlag des blaufarbenen pH- und Redoxindikators Resazurin.
Dieser reagiert zunéchst irreversibel unter Abspaltung eines Sauerstoffatoms zu dem rosafarbenen
Resorufin. Unterhalb eines Redoxpotentials von -110 mV geht diese in die farblose Leukoform
Dihydroresorufin Uber (Ruziéka et al. 1966). Da letztere Reaktion reversibel ist, konnten spatere Sauer-
stoffeintrage in die Ndhrmedien anhand des Farbumschlages identifiziert werden — eine MalRnahme, die

inshesondere bei der Kultivierung der strikt anaeroben methanogenen Archaea unabkdmmlich erschien.

In der Regel wurden 20 ml Anaeroben-Kulturréhrchen mit 5 bzw. 10 ml Nahrmedium verwendet, wel-
che mithilfe von Butylstopfen und Schraubverschliissen gasdicht verschlossen wurden. Grofkere An-
zuchten erfolgten zu 20 ml in 100 ml Serumflaschen mit Butylstopfen und Aluminiumkrampe. In allen
Ansdtzen wurde eine Gasatmosphdre von 1,5 bar eingestellt, die je nach Nahrmedium variierte
(Tabelle 9). Fur die Kultivierung hydrogenotropher Archaeen sowie homoacetogener Spezies wurde die
C-Quelle in Form eines H, / CO,-Gasgemisches (Tabelle 4) angeboten, welche in taglichen bis wo-
chentlichen Abstanden erneuert wurde. Die Begasung der Kulturmedien erfolgte an einer in Kooperati-
on mit der Fa. Dréger, Libeck, entwickelten Begasungseinheit, tiber welche ein flexibles Zufiihren ver-
schiedener Gase und Driicke mdglich war. Die Begasung fand durch sterile Gasfiltereinheit Uber Ein-

weg-Kandlen statt, mit welchen die Butylstopfen der KulturgefaRe durchstochen werden konnten.
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2.7.1 Nahrmedien fur die anaerobe Kultivierung

Tabelle 9 Zusammensetzung der Néhrmedien flr die anaerobe Kultivierung auf Basis der von der DSMZ, Braunschweig empfohlen Konzentrationen (1DSMZ 2015a, 22015h, 32014a, “2014b,
52014c, ®2014d). Diese wurden in den meisten Fallen leicht modifiziert (,,-mod*). DSM 287-mod diente als Grundmedium fiir die Zugabe weiterer C-Quellen wie Pektin, Glucose oder
Formiat, wobei dann eine N,-Gasatmosphare eingestellt sowie auf die Zugabe von Natriumacetat verzichtet wurde.

Substanz DSM 287-mod® DSM 318-mod* DSM 334-mod? DSM 120-mod® DSM 63"
K,HPO, 0,3¢g - 0,35¢g 059
KH,PO, 0,3¢g 03¢ 03¢ 0,23 g

MgSO, x 7 H,O 0,15¢ - 059 20g
MgCl, x 6 H,O 01g 01g

NacCl 05¢ 0,6 ¢ 0,69 2,250 ¢

NaHCO; 409 209

FeSO, x 7 H,0O 2,0mg 059
Natriumacetat (2,09 6,89 259

Na,-EDTA 1,0 mg

Na,SO, 10g9
NH,CI 209 109 109 059 109
(NH,),SO, 039 :

CaCl, x 2 H,0 0,1g 0,089 0,089 0,259 0,19
KHCO; 200 4049

Methanol 5,0 ml 10,0 ml

Na-DL-Laktat 20g
Cystein-HCI 0549 054¢ 05¢g 05¢g

Na,S x 9 H,0 059 05¢g 059 059

Natriumthioglykolat 0,1lg
Ascorbinsdure 0,1lg
Vitaminlésung (DSM 141) 10,0 ml 10,0 ml 10,0 ml 10,0 ml 10,0 ml
Spurenelementldsung 10,0 ml (DSM 141°) 10,0 ml (DSM 318%) 10,0 ml (DSM 141°) 10,0 ml (DSM 1415 10,0 ml (DSM 1415
Resazurin 1,0 mg 1,0 mg 1,0 mg 1,0 mg 1,0 mg
dH.,0 1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml
Gasatmosphare (1,5 bar) (80 % H,,20 % CO,) 100 % N, 100 % N, 80 % H,, 20 % CO, 80 % N,, 20 % CO,
pH-Wert 7,0 6,8 7,0 6,8 7.8
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2.7.2  Vitamin-Stammlésung

Tabelle 10 Vitamin-Stammldsung, nach DSMZ Nahrmedium 141 (DSM 2014d). Einwaagen fir 1,0 I. Die Ldsung
wurde steril filtriert und bei 4 °C aufbewahrt.

Substanz Menge
Biotin 2,0 mg
Folsaure 2,0 mg
Pyridoxin-HCI 10,0 mg
Thiamin-HCI 5,0 mg
Riboflavin 5,0 mg
Nikotinsaure 5,0 mg
DL-Calcium-Pantothenat 5,0 mg
Vitamin By, 0,1 mg
p-Aminobenzoeséure 5,0 mg
Liponsdure 5,0 mg
Wasser (MilliQ, R = 18,2 mQ) 1000 ml

2.7.3 Spurenelement-Stammldsung

Tabelle 11 Spurenelement-Stammldsungen, nach den DSMZ-Nédhrmedien 141 (DSMZ 2014d) und 318 (DSMZ
2014b). Einwaagen flr 1,0 I. Die Ldsungen wurden steril filtriert und bei 4 °C aufbewahrt.

Substanz nach DSM 141 nach DSM 318
Nitrilotriessigsaure 159 12,8 ¢
MgSQO, x 7 H,O 3,09

MnSQO, x 2 H,0O 0549

MnCl, x 4 H,0 01g
NaCl 1049 1049
FeSO, x 7 H,0 01g

FeCl; x 6 H,0 1,35
CoS0O,4 x 6 H,0 0,189

CoCl, x 6 H,0 24,0 mg
CaCl, x2 H,0 0,10¢ 0,1g
CuCl, x 2 H,0 0,25¢g
ZnCl, 0lg
ZnS0O, x 2 H,O 0,189

CuSO, x5 H,0 10,0 mg

Kal(S0,), x 12 H,O 20,0 mg

H3;BO, 10,0 mg 10,0 mg
Na,MoQO, x 2 H,0O 10,0 mg 24,0 mg
NiCl, x 6 H,O 25,0 mg 0,12g
Na,SeO; x 5 H,O 0,3mg 26,0 mg

Wasser (MilliQ, R = 18,2 mQ) 1000 ml 1000 ml
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Samtliche Kultivierungsarbeiten fanden in der sauerstofffreien Gasatmosphare des Anaerobenzeltes
statt, wobei die Nahrmedien in der Regel mit Inokula zwischen 2,5 - 10 % v / v mithilfe steriler 1 ml
Spritzen und 1 '4° Kantlen beimpft wurden. Sofern gasférmige C-Quellen (CO,, CH,) appliziert wur-
den, erfolgte die Kultivierung in einem Kulturenschiittler bei 39 °C und 180 rpm. Alle Ubrigen Spezies
wurden als Standkultur bei 39 °C im Brutschrank angezogen.

2.8 Referenzstamme

Als Referenzstdmme fiir molekularbiologische Analysen sowie zur isotopengestiitzten Untersuchung
von Kohlenstofffliissen wurden methanogene Archaea aus vier Ordnungen bei der Deutschen Stamm-
sammlung fir Mikroorganismen GmbH, Braunschweig, bezogen (Tabelle 12). Dabei wurden Organis-
men ausgewahlt, deren Vorkommen in Biogasanlagen bereits haufig detektiert worden war (Stantscheff
et al. 2014; Kampmann et al. 2012; Klocke et al. 2008; Zhu et al. 2011; Klocke et al. 2008). Ferner
wurde das Methanosaeta concilii verwandte Isolat Mst1.3 (Stantscheff 2013) hinzugezogen. Die Kulti-
vierung erfolgte wie in Anschnitt 2.7 beschrieben. Dabei wurden die Spezies Methanobacterium formi-
cicum MF, Methanobacterium formicicum MF und Methanococcus thermolithotrophicus SN-1 in
Nahrmedium DSM 287-mod, Methanosarcina mazei S-6 in den Medien DSM 318-mod sowie
DSM 120-mod und Methanosaeta concilii FE bzw. Isolat Mst1.3 im Nahrmedium DSM 334-mod Kulti-
viert (Tabelle 9).

Tabelle 12 Uberblick und Charakteristika der verwendeten Referenzorganismen.
H = hydrogenotrophe, A = acetoklastische und M = methylotrophe Methanogenese, " = Typstamm.

Referenzstamm DSMZ-Nr. Morphologie Methanogenese
Methanobacterium formicicum MF 15357 Stébchen, oft in Ketten H
Methanobacterium formicicum MF 3045" UnregelmaRige Kokken H
Methanococcus thermolithotrophicus SN-1 20957 Kokken H
Methanosarcina mazei S-6 20537 Kokken in Paketen H A M
Methanosaeta concilii FE 3013 Lange Filamente A

Methanosaeta concilii Isolat Mst1.3" - Lange Filamente A

!Stantscheff 2013
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2.9 Chemische Analysen

2.9.1 Analyse von Gasen

Der Nachweis gasformiger Substrate und Produkte von Isolaten und Anreicherungen erfolgte mittels
Gaschromatographie (GC), wobei eine Methode entwickelt wurde, die eine prazise Detektion und
Quantifizierung der Gase H,, N,, CH4 und CO, ermdglichte. Dadurch konnte die Aktivitdt methanoge-
ner Archaea sowie methanotropher, syntropher und homoacetogener Bakterien anhand der CH,- und
CO,-Konzentration in den Kulturgefaien und Batchreaktoren ermittelt werden. Die Messung erfolgte an
einem Gaschromatographen (GC 2014, Shimadzu, Duisburg) mit Warmeleitfahigkeitsdetektor und
Autosampler Uber eine Supelco SII 100 / 120 Carbosieve Séaule (30 m x 0,25 mm, Sigma Aldrich, St.
Louis, USA). Hierfur wurde folgendes isotherme Programm verwendet: Injektor 170 °C, Séule
170 °C, Detektor 200 °C; Tragergas 25 ml / min He. Dabei wurden jeweils 3 ml Gasprobe (ber eine
gasdichte 10 ml Spritze mit Absperrventil (Hamilton, Reno, NV, USA) aus den KulturgefaRen entnom-
men und unter Einstellen eines leichten Uberdrucks in gasdichte 1,5 ml ProbengefaRe (Gewindeflaschen
N 9 mit PTFE / Silikon-Septum, Macherey-Nagel, Diren) transferiert. Hiervon wurde Uber einen Auto-
sampler 0,2 ml in die Séule injektiert. Dabei konnte H, nach 1:15 min, CH, nach 4:55 min und CO,

nach 8:40 min Retentionszeit quantifiziert werden.

2.9.2 Analyse von Methanol

Um neben den acetoklastischen und hydrogenotrophen Methanogenesewegen auch methylotrophe
Stoffwechselvorgénge im Fermenter untersuchen zu kdnnen, wurde eine gaschromatographische Me-
thode entwickelt, die einen Nachweis von Methanol im Promille-Bereich ermdglichte. Die Auftrennung
fand hierbei an einer Optima WaxPlus (30 m x 0,25 mm, Macherey-Nagel, Diuren) Kapillarsaule mit
einer polaren Phase aus Polyethylenglykol, in einem Gaschromatographen (GC2010 Plus, Shimadzu,
Duisburg) mit Optic-4 Injektor und Flammenionisationsdetektor (FID) statt.

Die Messung erfolgte bei 260 °C Injektor- und Detektortemperatur, wahrend die Sdule mit einem Gra-
dienten von 12 °C / min von 40 °C auf 260 °C temperiert wurde. Zur Analyse wurden 0,1 ul der Probe
von einem Autosampler in den Injektor eingespritzt und ein Split von 1:50 eingestellt. He diente als
Trégergas, fur den FID wurden zusétzlich 40 ml/min H,, 400 ml/min synthetische Luft und
30 ml / min N, als Make-up Gas verwendet. Nach einer Retentionszeit von 2:35 min konnte Methanol

und nach 2:45 min Ethanol getrennt und quantifiziert werden.

Vor der Messung mussten die Proben zunachst aufgereinigt werden. Hierzu wurden 1 ml der fliissigen
Kulturmedien oder Reaktorproben fiir 2 min bei 16.000 x g (5415D, Eppendorf AG, Hamburg) zentri-
fugiert. Anschliefend wurde der flissige Uberstand tber einen 0,2 um Cellulosefilter weiter bereinigt
und in 1,5 ml Probengefalle (Macherey-Nagel, Diren) Uberfiihrt. Fir spatere Analysen wurden die Pro-
ben bei -20 °C aufbewahrt. Wurden héhere Methanolkonzentrationen (> 0,1 g /1) erwartet, wurden die

Messungen mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) durchgefiihrt (2.9.3).
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2.9.3 Analyse von Sauren und Alkoholen

Zur Charakterisierung verschiedener bakterieller Isolate wurde auch das fermentationstypische Séure-
spektrum analysiert. Dabei standen vor allem die Bildung bzw. der Abbau von Essigsaure im Interesse.
Bei Batchversuchen mit Reaktorsubstrat konnte zudem noch der Anteil an Propion- und Buttersdure,
Laktat sowie in geringerer Sensitivitdt Methanol und Ethanol ermittelt werden. Die Analyse fand hierbei
mittels HPLC (LC14A, Shimadzu, Duisburg) an einer Aminex HPX87H Saule (300 x 7.8 mm, Bio-Rad,
Hercules, USA) und einem Brechungsindexdetektor (RI-Detektor, RID-10A, Shimadzu, Duisburg) statt.
Dabei erfolgte die Auftrennung isokratisch mit 0,005 M H,SO, als Laufmittel, welches die auf 65 °C
temperierte Sdule bei einer Flussrate von 0,6 ml / min durchlief. Die Vorbereitung der Proben erfolgte

wie in 2.9.2 beschrieben.

2.10 Isotopenanalytik

2.10.1 Einsatz stabiler Isotope

Wahrend dieser Arbeit wurden zur Identifizierung der Kohlen- und Wasserstoffflisse ebenfalls isoto-
penmarkierte Substanzen eingesetzt (Tabelle 13), die an definierten Atompositionen mit Isotopen be-
setzt sind. Dadurch war es moglich, den Weg der C-/H-Atome wahrend einer Reaktion
nachzuverfolgen. Sofern nicht anders vermerkt, wurden diese immer in einem Masseanteil von 5 %
eingesetzt, indem sie mit der gleichen, unmarkierten Substanz vermischt wurden. Isotopenmarkierte
Gase wurden zu 0,1 bar Uberdruck in den KulturgefaBen vorgelegt und anschlieBend durch eine Zugabe
von 2 bar unmarkierten Gases verdunnt.

Tabelle 13 Eingesetzte **C und *H markierte Verbindungen fiir isotopische Analysen der Kohlen- und Wasser-

stofffliisse. Samtliche isotopenmarkierte Substanzen wurden bei der Firma Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, bezogen.

Substanz Markierung Formel

L3¢ Acetat Bc CH;"*COONa
2-BC Acetat Bc CH;COONa
L3¢ Formiat Bc H*CHOONa
113¢ Methanol B¢ *CHOH
13CO2 13C 13CO2

Y, ’H “H,

’H,0 ’H ’H,0
Formiat-*H ’H ’HCOONa

Ameisensaure 2H 24, 2fach HCOO’H
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2.10.2 Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie

Die Isotopenverhéltnisse in den Biogasproben verschiedener methanogener Spezies wurden am Institut
fiir Geowissenschaften der Universitadt Heidelberg (Prof. Dr. Frank Keppler) gemessen. Dabei wurden
mithilfe einer gasdichten, verschlieRbaren 10 ml Spritze (Hamilton, Reno, NV, USA) Gasproben a 5 ml
aus den Kulturréhrchen oder Batchfermentern entnommen und bis zur Analyse in evakuierten 3,5 ml
Glasgefallen mit Septum (Exetainer, Labco, High Wycombe, GroRbritannien) aufbewahrt, wobei ein
leichter Uberdruck in den GefaRen angestrebt wurde. Die Analyse von §"°C und 8°H im Biogas erfolg-
ten an einem Gaschromatographen (HP 6890N, Agilent, Santa Clara, CA, USA) mit CP-PoraPLOT Q
Kapillarsaule (Varian, Palo Alto, CA, USA) (27.5 m x 0.25 mm), der tber ein GC Combustion 11 Inter-
face (ThermoQuest Finnigan, Bremen) mit einem Delta™"SXL (ThermoQuest Finnigan, Bremen) Isoto-
penverhaltnis-Massenspektrometer (IRMS) verbunden war. Die Messung wurde isotherm bei einem
Split von 10:1, einer Temperatur von 200 °C im Injektor und 30 °C im Saulenofen und einem Flow von
1,8 m / min He als Tragergas durchgefihrt. Weitere Details zur Analytik konnen in Keppler et al. 2010

eingesehen werden.

2.11 Betrieb und Untersuchungen an der Forschungsbiogasanlage

Samtliche Untersuchungen im Rahmen des Forschungsprojektes wurden an der Forschungsbiogasanlage
(FBGA) des Deutschen Biomasseforschungszentrums (DBFZ), Leipzig, durchgefiihrt. Neben der Isola-
tion von Reinkulturen aus Gérproben und quantitativen, molekularbiologischen Analysen der Reaktor-
mikrobiota diente der Fermenter zur Erprobung eines Massenspektrometers fir die Echtzeitanalyse des

Isotopenverhltnis §°C (CH,) im Biogas.

2.11.1 Anlagen- und Betriebsparameter

Der Betrieb des kontinuierlich durchmischten, 207 m3 grofRen Forschungsfermenters (CSTR-Typ) des
DBFZ erfolgte im mesophilen Bereich bei 40 °C. Mehrmals taglich wurde Maissilage (TS - 29,4 %) und
flissige Rindergulle (TS 7,6 %) als Garsubstrate zugefuhrt. Zur Untersuchung des Einflusses variieren-
der Raumbelastungen (OLR) auf die Zusammensetzung der Mikrobiologie sowie auf die Isotopenver-
héltnisse im Biogas wurde der Fermenter uber einen mehrmonatigen Zeitraum bei unterschiedlichen
Raumbelastungen betrieben. Dabei wurden sowohl mehrtédgige Hungerperioden als auch starke futte-
rungsbedingte StoRbelastungen getestet, wobei Raumbelastungen zwischen 0.4 - 13.5 kgors / (m®x d)
erreicht wurden. Ferner wurden unterschiedliche Anteile von Maissilage (0 - 7.000 kg / d) und Rinder-
giille (0,5 - 2 m® / d) bei der taglichen Substratzufuhr erprobt. Die durchschnittliche Verweildauer
(HRT) des Gérsubstrates betrug 41 Tage.
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Abbildung 5 Tagliche Substratzufuhr (Maissilage und Rindergiille) in kgors / (m® x d) in den Fermenter der For-
schungshiogasanlage des Deutschen Biomasseforschungszentrums, Leipzig.

Neben einer permanenten Analyse der Gaszusammensetzung (CH,, CO,, O,, H,, H,S) und der Gaspro-
duktionsrate wurden an allen Werktagen Laboranalysen des Fermenterinhaltes durchgefiihrt. Seitens des
DBFZ wurden dabei die Parameter pH-Wert, NH4-N, TS, 0TS, das Saurespektrum und das FOS / TAC-
Verhaltnis bestimmt. Die Zeitpunkte der Probennahmen fiir molekularbiologische quantitative Untersu-
chungen (2.15) sind in Abbildung 5 orange markiert. Hierflir wurden die Reaktorproben direkt nach der
Beprobung bei -20 °C in sterilen 50 ml Zentrifugenréhrchen (Labcon North America, Petaluma, CA,
USA) gelagert. Zusétzlich wurden fir die Isolation von Reinkulturen in regelméBigen Abstanden Reak-

torproben entnommen und binnen weniger Stunden als Inokulum verwendet.

2.11.2 DNA-Extraktion aus Fermenterproben

Fir die DNA-Extraktion aus Reaktorproben wurde sowohl eine Vielzahl kommerzieller Kits als auch
klassischer DNA-Extraktionsmethoden evaluiert. Ziel war es, neben einer maximalen Ausbeute an DNA
ein moglichst reprasentatives Abbild der Fermenter-Mikrobiologie wahrend molekularbiologischer
Analysen zu erhalten. Dabei wurde festgestellt, dass DNA-Extrakte SDS- und Lysozym basierter Auf-
schlussmethoden vornehmlich DNA der Gattung Methanoculleus aufwiesen, wahrend die stabilen Zell-
strukturen von Methanosarcina hingegen weitestgehend ungedffnet blieben. Die besten Resultate wur-
den (ber die kombiniert mechanische und chemische Aufschlussmethode des GeneMATRIX Stool
DNA Purification Kit (Eurx Ltd., Danzig, Polen) erzielt. Fir die Extraktion wurden die Reaktorproben
bei Raumtemperatur aufgetaut, auf einem Vortex-Schiittler fir 30 s homogenisiert und zu 200 mg in die
Bead-Tubes des Kits tberfuhrt. Alle weiteren Schritte erfolgten nach Herstellerangaben, wobei die fina-

le Elution der DNA in 200 pl des beiliegenden Elutionspuffers stattfand.
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2.11.3 Kontinuierliche Isotopenanalytik 8*C (CH,) an der Forschungsbiogasanlage

Seitens des Institut fir Geowissenschaften der Universitat Heidelberg (AG Prof. Dr. Frank Keppler)
wurde ein portables 3'°C (CH,) Spektrometer (Isometric Instruments, Victoria, Kanada) an der Biogas-
leitung des Fermenters 3.1 der FBGA des DBFZ installiert (Abbildung 7). Anhand spezifischer Absorp-
tionslinien im nahinfraroten Bereich konnte so die relative Haufigkeit der **CH,- und **CH,-Isotopologe
im Biogas gemessen werden (Baer et al. 2002). Die Messung erfolgte alle 20 s, sodass auch kurzfristige
futterungs- und prozessbedingte Verinderungen im Isotopenverhiltnis 5°C (CH,) detektiert werden
konnten. Insgesamt zeichnete das Gerét in einem Zeitraum von sechs Monaten kontinuierlich Isotopen-
daten auf, wobei gezielt der Einfluss verschiedener Raumbelastungen und Substratzusammensetzungen

(2.11) auf die Isotopie untersucht wurde.

— — Fermenter

Referenzgas
60 % CH,, 40 % CO,
2 Mengenregler Druckkontrolle {
% 100 ml / min Membranpumpe 1-2 bar
F
3 AN
s ~
Pumpvarrichtung
Gastrocknung \_ J
- . N [3/2-Weg Ventil| |
']
&3C (CH,) Spektrometer
(CH,) Sp 714. W
-
I
Umgebungsluft Automatische Verdiinnung @
—

Zeitschaltuhr

(0 &
Kompressor Luftfilter Druckkontrolle
1-2 bar

Abbildung 6 Versuchsaufbau zur kontinuierlichen Analyse von 8'3C (CH,) an der Forschungsbiogasanlage des
Deutschen Biomasseforschungszentrums, Leipzig. Das Biogas wurde zunéchst entfeuchtet und dann
Uber eine Membranpumpe in das Isotopen-Spektrometer bei einer Flussrate von 100 ml / min und 1 -
2 bar Uberdruck iberfiihrt. Aufgrund der hohen CH,-Konzentration musste das Biogas zuvor iiber
ein automatisches Verdinnungssystem (Isometric Instruments, Victoria, Canada) mit Umgebungsluft
auf den Messbereich (= 9000 ppm) des Spektrometers verdiinnt werden. Uber eine Zeitschaltuhr
wurde alle drei Stunden fiir 10 min ein Referenzgas (60 % CH,, 40 % CO,) mit bekannter Isotopen-
signatur (8"*Ccpa = 41,6 %o + 0,3 %o) zur Kalibrierung der Messdaten in das Spektrometer zugefiihrt.
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2.12 Isolierung von Reinkulturen aus der Forschungsbiogasanlage

Im Rahmen der Forschungsarbeiten wurden verschiedene bakterielle und methanogene Stamme aus den
Reaktorproben des DBFZ-Versuchsfermenters isoliert. Ziel war es, die Kohlenstoffflisse im Reaktor
mit Organismen aus der tatsachlich vorherrschenden Reaktor-Mikrobiota durchzufihren. Isolate aus
Biogasanlagen weisen oftmals eine bessere Anpassung an die dynamischen Umweltbedingungen eines
Fermenters auf, wobei sie sich selbst auf genetischer Ebene im Laufe der Zeit verdndern kdnnen (Stant-
scheff et al. 2014). Um mdglichst anlagenspezifische, prozessnahe Bedingungen zu gewahren, wurden
aus diesem Grund in samtlichen Kulturexperimenten nur Eigenisolate aus der FBGA eingesetzt. Mit
einem Fokus auf die Substrate der letzten Stufe des anaeroben Fermentationsprozesses wurden neben
methanogenen Archaeen auch Bakterien isoliert, die methanogene C1- (Formiat, CO,, Methanol) und
C2- (Acetat) Substrate bilden kénnen. Ferner wurden bakterielle Spezies isoliert, die aufgrund eines
ahnlichen Substratspektrums mdgliche Konkurrenten fiir die methanogenen Archaeen darstellen kénn-
ten. Durch eine breite Auswahl verschieden metabolisch aktiver Isolate sollte so das Verstandnis des
Zusammenspiels der verschiedenen mikrobiellen Stoffwechselwege wie Methanogenese, Homoaceto-

genese oder syntropher Acetatoxidation ermdglicht werden.

2.12.1 Mikroskopische Untersuchungen

Die Isolierung von Reinkulturen wurde durch mikroskopische Uberpriifungen des Reinheitsgrades und
der Morphologie begleitet. Parallel zu einer Phasenkontrastmikroskopie wurde das Vorkommen metha-
nogener Archaea mithilfe eines Fluorenszenzmikroskopes (Biozero BZ8000, Keyence, Neu-Isenburg)
untersucht. Hierfiir wurde die Autofluoreszenz des bei der Methanogenese essentiellen und damit bei
Methanbakterien ubiquitér verbreiteten Cofaktors F,y genutzt. Wird dieser mit Licht einer Wellenldnge
von 420 nm angeregt, emittiert der Cofaktor charakteristisch blaugriines Licht einer Wellenlange von
520 nm (Cheeseman et al. 1972), sodass selbst in komplexen, teils Chlorophyll bedingt fluoreszierenden
Matrizes wie Reaktorproben eine Detektion von Methanbakterien moglich ist. Neben einer Differenzie-
rung von Bakterien und methanogenen Archaea in Mischkulturen gewdéhrt diese Methode auch eine
grobe Einschatzung der Vitalitdt methanbildender Kulturen, da die F,y vermittelte Redoxreaktion aus-
schliellich in lebenden Zellen stattfindet. Eine Ausnahme bilden dabei strikt acetoklastische Vertreter
wie Methanosaeta concillii, die aufgrund ihres geringen Anteils von F4, eine geringere Fluoreszenz-

Intensitat aufweisen.

2.12.2 DNA-Extraktion aus Reinkulturen

Fir molekularbiologische Arbeiten sowie zur ldentifizierung der Eigenisolate wurde zunéchst die ge-
nomische DNA aus den Flissigkulturen extrahiert. Hierfir wurden je nach Zelldichte 0,5 - 1 ml be-
wachsenen N&hrmediums entnommen und in sterilen 1,5 ml EppendorfgefdBen fur 10 min bei
10.000 x g zentrifugiert. Der flissige Uberstand wurde verworfen, wihrend das Zellpellet zweimal mit

einer sterilen Ringerldsung bei erneuter Zentrifugation fiir 3 min bei 10.000 x g gewaschen wurde. Das
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gereinigte Zellpellet konnte anschliefend flr die DNA-Extraktion eingesetzt werden. Flr methanogene
Archaea wurde das Aufschlussverfahren des GeneMATRIX Stool DNA Purification Kit (Eur,, Danzig,
Polen) gewdhlt, wéahrend bakterielle DNA mithilfe des auf SDS, Proteinase K und Lysozym basierenden
Qiagen Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden) extrahiert wurde. Die VVorgehensweise entsprach dabei den

jeweiligen Herstellerprotokollen.

2.12.3 Ildentifizierung und Reinheitskontrolle mittels PCR

Zur Identifizierung der Isolate auf molekularbiologischer Ebene wurde die konservierte Region des
16S rRNA Genes hinzugezogen. Dies erforderte zundchst die Amplifikation der 16S rDNA innerhalb
der genomischen DNA-Extrakte (2.12.2) mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung

domanenspezifischer Primerkombinationen (Tabelle 14 - Tabelle 17).

Tabelle 14 Charakteristika der verwendeten Primern zur spezifischen Amplifizierung der 16S rRNA-Gensequenz
von Archaea und Bakterien.

Doméne Primer Sequenz Twm Produkt  Referenz
Archaea  Met86f GCTCAG TAACACGTGG 51°C 1444bp  Wright und Pimm 2003
Arl530r  GGA GGT GATCCAGCCG 56 °C Mori et al. 2008

Bakterien PurEubak3 AGA AAG GAGGTGATCC 54°C 1536bp  Pfannebecker 2008
PurEubak5 AGA GTT TGATCM TGGCT 53°C

Tabelle 15 Zusammensetzung eines 50 ul PCR-Reaktionsansatzes.

Komponente Menge [ul] Finale Konzentration
DEPC-Wasser 37,8

10 x High Yield Puffer (20 mM MgCl,) 5,0 1x

Primer forward (10 uM) 2,0 0,4 uM

Primer forward (10 pM) 2,0 0,4 uM

dNTP-Mix (40 mM) 1,0 0,2mM

Taqg Polymerase (5 U / pl) 0,2 0,02U

DNA-Extrakt 2,0 10-40ng
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Tabelle 16 PCR-Programm fir die Amplifizierung Tabelle 17 PCR-Programm fiir die Amplifizierung
der 16S rDNA von Archaeen. der 16S rDNA von Bakterien.

T[°C] Dauer [min] Zyklen T [°C] Dauer [min] Zyklen

95 05:00 1 95 05:00 1

95 00:30 95 01:00

55 21 56,5 00:45 15 56 01:00 35

72 01:30 72 01:30

95 00:30 72 10:00 1

56 00:45 20

72 01:30

72 05:00 1

Der Erfolg einer PCR wurde durch eine 1 % TBE Agarosegelelektrophorese bei 100 V und 40 min
Laufzeit Oberpruft. Dabei wurde zusétzlich ein DNA-Grolen- und Konzentrationsstandard zur Kontrolle
der Amplifikatlangen mitgefuhrt. Die Visualisierung der DNA-Banden im Gel erfolgte nach einer 30-
minutigen Anfarbung in 1 % (v /v) Ethidiumbromid unter dem UV-Licht einer Geldokumentationsein-
heit.

AnschlieBend wurde die DNA von uberschissigen PCR-Reagenzien mithilfe des GenElute™ PCR
Clean-Up Kits (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) nach Herstellerangaben aufgereinigt und schlieflich bei
-20 °C aufbewahrt.

2.12.4 Sequenzierung und ldentifizierung mittels Gendatenbanken

Sequenzierungauftrage wurden extern an die Firma StarSEQ GmbH, Mainz, vergeben. Da erfahrungs-
gemal die Genauigkeit von Sequenzierungen mit zunehmender Amplifikatlange abnimmt, wurden die
PCR-Produkte auf beiden Strangseiten unter Verwendung des forward bzw. reverse Primers sequen-
ziert. Die Auswertung der Sequenzierergebnisse erfolgte zunéchst mithilfe der Software FINCH TV
1.4.0 (Geospiza inc., Seattle, USA, http://lwww.geospiza.com/Products/finchtv.shtml, zuletzt abgerufen
am 26.06.2015). Sofern eine eindeutige Sequenz vorlag, konnte die Identifizierung mittels in silico
Gendatenbankabgleich tber die BLAST Funktion des National Center for Biotechnoloy Information
(NCBI, Bethesda, USA, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, zuletzt abgerufen am 26.06.2015)

durchgefihrt werden.

2.12.5 Isolation eines hydrogenotrophen Archaeons

Die Anreicherung und Isolierung eines methanogenen Archaeons der Gattung Methanobacterium er-
folgte im direkten Anschluss an eine Beprobung der FBGA des DBFZ. Zuvor durchgefihrte fluores-
zenzmikroskopische Untersuchungen der frischen Reaktorproben lielen bereits aufgrund einer hohen

Prasenz an fluoreszierenden Stdbchen ein potentielles Vorkommen von Methanobacterium erwarten,
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weshalb eine zielgerichtete Isolation auf diese Art vorgenommen wurde. Als selektiv hydrogenotrophe
C-Quelle wurde Formiat gewahlt, welches zu 0,1 mol als Natriumformiat in DSM 287-mod Medium
(Tabelle 9) eingewogen wurde. Auf eine Zugabe von Acetat wurde hingegen fiir eine erhthte Selektivi-
t&t verzichtet, wobei zusétzlich bakterielles Wachstum durch die Zugabe von 15 pg / ml Tetracyclin und
100 pg / ml Vancomycin unterbunden wurde. Die Beimpfung erfolgte zu einem Inokulum von 5 % mit
homogenisierten Reaktorsubstrat, wobei 20 ml Anaeroben-Kulturréhrchen mit einer Gasatmosphére von
1 bar Uberdruck N,/ H, (v/v 80/ 20) eingesetzt wurden. Hiervon ausgehend wurden Verdiinnungsrei-
hen zu 10- 10" angesetzt, die bei 39 °C und 180 rpm im Schiittler kultiviert wurden.

Unter Begleitung regelmagiger mikroskopischer Untersuchungen wurden die Anreicherungen alle zwei
Wochen je zu 5 % in frisches Nahrmedium Gberimpft, wobei sich bereits nach dem zweiten Uberim-
pfungsintervall zunehmend eine einheitliche Morphologie durchsetzte. Nach acht Wochen und insge-
samt vier Uberimpfungsschritten konnte eine Reinkultur vermutet werden, weshalb eine DNA-
Extraktion zur molekularbiologischen Identifizierung durchgefuhrt wurde (2.12.2 - 2.12.4).

2.12.6 Isolation eines methylotrophen Archaeons

Frisches Reaktorsubstrat aus dem Fermenter der Biogasanlage des DBFZ Leipzigs wurde zu 5°% Inoku-
lum auf DSM 318-mod (Tabelle 9) Nahrmedium in 20 ml KulturgefaRen gesetzt. Zur Selektion gegen
Bakterien wurden die Antibiotika Tetracyclin (15 pg/ ml) und Vancomycin (100 pg/ ml) nach dem
Autoklavieren eingesetzt. Die Kultivierung erfolgte in 100 ml Serumflaschen mit 20 ml Nahrmedium
unter 1 bar N, Gasatmosphare als Standkultur im 39 °C Brutschrank. Im Zeitraum von acht Wochen
wurden diese Vorkulturen alle 14 Tage erneut zu 5 % Inokulum in das gleiche, antibiotikahaltige Nahr-
medium Uberimpft. Auch hier konnten bereits nach vier Wochen zahlreiche, in gréReren Zellpaketen
wachsende Zellen einheitlicher Morphologie identifiziert werden, die sich im weiteren Verlauf weiter

durchsetzten.

2.12.7 Isolation eines methylotrophen Bakteriums

Neben der Isolierung eines methylotrophen Archaeon (2.12.6) aus dem Forschungsreaktor wurden eben-
falls Bakterien gesucht, die zur methylotrophen Lebensweise beféhigt sind. Um diesem Stoffwechsel-
weg und etwaigen Organismen nachzugehen, wurde wiederum methanolhaltiges DSM 318-mod Medi-
um (Tabelle 9) mit 5 % Reaktorsubstrat beimpft. Statt Antibiotika wurde diesmal zur Hemmung von
methanogenen Archaea 2-Bromethansulfonsdure (BES) zu 50 mM in die N&hrmedien hinzugegeben.
Das weitere VVorgehen entsprach dem der Isolierung von methylotrophen Archaeen (2.12.6), wobei zu-
nehmend ein stabchenférmiger Organismus auftrat. Nach vier weiteren Uberimpfungschritten konnte
eine Reinkultur vermutet werden, sodass eine DNA-Extraktion und die genetische ldentifizierung an-

hand der 16S rRNA Gensequenz erfolgen konnte.
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2.12.8 Isolation eines H,/ CO, verbrauchenden Bakteriums

Ein Groliteil des CH, aus Biogasanlagen entsteht wéhrend der methanogene Reduktion von CO,. Einige
Bakterien sind auch in der Lage, unter Angebot von H, und CO, zu wachsen und dabei Acetat zu bilden
(Homoacetogenese), wovon wiederum acetoklastische methanogene Archaeen profitieren kdnnen. Dies
kann einen Einfluss auf das Isotopenverhaltnis 8**C (CH,) im Biogas haben, sodass statt der Isotopen-
signatur der hydrogenotrophen die der acetoklastischen Methanogenese zu messen ist. Um dies in
Mischkulturexperimenten zu untersuchen, wurde gezielt die Isolierung eines H, / CO, verbrauchenden
Bakteriums aus Reaktorschlamm angestrebt. Die Isolierung erfolgte wie zuvor fiir methylotrophe Bakte-
rien (2.12.7) beschrieben wurde, jedoch in acetatfreiem DSM 287-mod N&hrmedium (Tabelle 9) unter
einer regelmagigen Begasung mit 2 bar H, / CO,. Die Anreicherung wurde bei 39 °C Schiittler bei 180
rpm kultiviert. Weitere Uberimpfungen wurden im zweiwdchigen Intervall durchgefiihrt, bis nach etwa
zehn Wochen eine einheitliche Morphologie erhalten werden konnte. Die genetische Identifizierung
erfolgte wieder nach einer Sequenzierung der 16S rRNA Gensequenz (ber einen Gendatenbankab-

gleich. Die anschlieRende Kultivierung des Isolates erfolgte in Nahrmedium DSM 63-mod (Tabelle 9).

2.12.9 Isolation eines syntroph acetatoxidierenden Bakteriums

Aus Bioreaktoren wurden bereits einige syntroph acetatoxidierende Bakterien isoliert, wie beispielswei-
se Tepidanaerobacter acetatoxydans (Westerholm et al. 2011), Syntrophaceticus schinkii (Westerholm
et al. 2010), Thermacetogenium phaeum (Hattori et al. 2000) und Clostridium ultunense (Schnurer et al.
1996). Da die Isolierung dieser Spezies uber ein reines Anbieten der C-Quelle Acetat ohne die externe
Zugabe eines Elektronenakzeptors nicht méglich ist, wurde im Folgenden die Aminosdure Cystein, wel-
che als Substrat fur alle oben aufgefiihrten Isolate beschrieben wurde, als selektives Substrat fiir die

Isolierung erprobt.

Als Ausgangsbasis fiir die Isolierung diente DSM 287-mod Medium (Tabelle 9), welches ohne die Zu-
gabe von Acetat hergestellt wurde. Bei einer Gasphase von 1 bar N, lag somit, bis auf das regulér einge-
setzte Cystein, keine weitere C-Quelle im N&hrmedium vor. Die Kultivierung erfolgte bei 39 °C in
100 ml Kulturengefalen mit je 20 ml Nahrmedium, welche mit 2 - 5 % Inokulum mit einer Reaktorpro-
be beimpft worden waren. Methanogenes Wachstum wurde erneut durch 50 mM BES gehemmt. Auf-
grund der oben beschriebenen, potentiellen Vielzahl Cystein verwertender Bakterien erfolgte die weitere
Isolierung mithilfe der Tiefagar-Verdiunnungsmethode. Diese ermdglicht durch das Separieren von Kul-
turen innerhalb eines agarhaltigen, festen Nahrmediums das Picken einzelner Kolonien und damit etwa-
iger Reinkulturen. In 20 ml Rollrandreagenzgldsern wurden unter der sauerstofffreien Atmosphére des
Anaerobenzeltes je 5 ml acetatfreies DSM 287-mod Medium vorgelegt. Dabei wurden zusétzlich 75 mg
Agar in jedes Rohrchen eingewogen, sodass eine finale Endkonzentration von 1,5 % (w/v) Agar er-
reicht wurde. Danach wurden die RollrandgefdRe mit einem Butylstopfen und einer Aluminium-
Lochkappe verschlossenen und eine Gasatmosphére von 1 bar N, eingestellt. Bei der anschlieRenden

Autoklavierung wurden die Nahrmedien wéhrend des Abkiihlvorgangs nach beendeter Sterilisations-
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phase bereits bei 80 °C entnommen. Die Medien mit dem durch den Erhitzungsprozess noch fllssigen
Agar wurden direkt in einen auf 50 °C vorgeheizten Brutschrank im Anaerobenzelt tbertragen, sodass
eine Beimpfung zu 5 % mit der Vorkultur erfolgen konnte. Diese wurde durch ein kurzes Schiitteln in
den Nahrmedien verteilt und anschlieRend in seriellen Verdiinnungsreihen bis 10 in ebenfalls noch
flussigen Medien weiter verteilt. Zur Verfestigung des Agars wurden die Kulturgefale fur wenige Se-
kunden in einem Eisbad abgekiihlt. Bereits nach einer Woche Kultivierung bei 39 °C konnten zahlreiche
Kolonien im Agar identifiziert werden. Um ein weiteres Transferieren einzelner Kolonien zu ermdgli-
chen, wurden die Rollrandgefale vorsichtig im Anaerobenzelt aufgebrochen. Unter Verwendung steriler
Kanulenspitzen wurden jeweils fiinf Kolonien aus dem Agar gepickt und in fliissiges DSM 287-mod
Medium ohne Acetat Ubertragen. Diese wurden wiederum fir eine Woche kultiviert, wobei sich zuneh-
mend der Bewuchs einer einheitlichen, stabchenférmigen Morphologie durchsetzte. Um einen héheren
Reinheitsgrad zu gewaéhrleisten, wurden diese Flussigkulturen erneut als Inokulum fur Tiefagar-
Verdlnnungsreihen eingesetzt. Erneut konnten nach einer Woche Kolonien gepickt und in fllssiges
Néhrmedium Ubertragen werden, sodass nach einer weiteren, mehrtagigen Kultivierung und einer fina-
len Reinheitskontrolle mittels Mikroskopie die DNA-Isolierung und Sequenzidentifizierung erfolgen

konnte.

2.12.10 Isolation eines pektinolytischen Bakteriums

Die pflanzliche Geristsubstanz Pektin gilt als eine der bedeutendsten natiirlichen Quellen von Metha-
nol, welches durch die Aktivitat der Pektin-Methylesterase geldst werden kann (Mohnen 2008; Nultsch
2001; Palmisano und Barlaz 1996; Siragusa et al. 1988; Schink und Zeikus 1980). Da viele Biogasanla-
gen mit nachwachsenden Rohstoffen wie Mais, Zuckerriben und Getreide betrieben werden, wurden
der mikrobielle Abbau von Pektin und damit die Entstehung von Methanol ndher untersucht. Zur Isolie-
rung eines potentiell pektinolytischen Stamm wurde acetatfreies DSM 287-mod (Tabelle 9) mit 5 g /|
Citrus-Pektin (Pectin C, Veresterungsgrad ca. 70 %, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe) herge-
stellt. Um zu vermeiden, dass die Methoxygruppen des Pektins bereits wahrend des Autoklavierens der
Né&hrmedien abgespalten werden kénnten, wurde das Pektin getrennt sterilisiert. Hierfur wurden je 0,5 ¢
Pektin in 2 ml EppendorfgefaRen eingewogen, mit 1 ml 99 % Ethanol tberschichtet und bei maximaler
Umdrehung auf einem Vortex vermischt. Anschliefend wurde das Ethanol durch 3 min Zentrifugation
bei 18.000 x g separiert und verworfen. Nach einer Wiederholung dieses Waschschrittes konnte das
Pektin in einem SpeedVac Konzentrator (Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg) bei 45 °C und 240 x

g fur 45 min getrocknet werden. AbschlieBend erfolgte eine UV-Bestrahlung fiir dreimal 30 min.

Das pektinhaltige Ndhrmedium wurde zu 5 % mit einer Reaktorprobe beimpft. Die Isolierung erfolgte
bei 39 °C als Standkultur in 20 ml Anaeroben-Kulturréhrchen mit 1 bar N,-Gasatmosphére. Wachstum
methanogener Archaeen wurden durch 50 mM BES gehemmt. Aufgrund eines sehr schnellen Bewuch-
ses der Medien wurden wéchentliche Uberimpfungen bei 2,5 % Inokulum sowie Verdiinnungsreihen bis

10" durchgefiihrt, bis sich nach rund sechs Wochen ein einheitlicher Zelltypus durchzusetzen schien.
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2.13 Messung der naturlichen Isotopenfraktionierung im Biogas

2.13.1 Analyse der Kohlenstofffraktionierung im CH4, methanogener Reinkulturen

Bislang wurde in den meisten Isotopenstudien auf bekannte 8**C (CH,)-Werte von Isolaten aus Reisfel-
dern oder Boden zuriickgegriffen. Um die habitatspezifischen Isotopenverhaltnisse im CH, eines anae-
roben Reaktors zu erhalten, wurde im Rahmen dieser Arbeit zunéchst grundlegende Untersuchungen der
naturlichen Kohlenstofffraktionierung an Isolaten aus Biogasanlagen durchfiihrt. Dabei sollte tberprift
werden, ob sich die drei Methanogenesewege (hydrogenotroph, acetoklastisch, methylotroph) anhand
ihrer Kohlenstofffraktionierung im CH, unterscheiden lassen. Diese womdglich fiir jeden Methanogene-
sepfad spezifischen §*3C (CH,)-Werte sollten spéter fiir eine Interpretation der in Echtzeit an der Bio-
gasanlage des DBFZ ermittelten Isotopendaten (2.11.3) hinzugezogen werden konnen, sodass quantita-
tive Rilckschlisse Uber den Anteil der drei Stoffwechselwege ermdglicht werden. Im Labor wurden
daher verschiedene methanogene Isolate mit je einer spezifischen C-Quelle kultiviert, um so eine etwai-
ge spezies- und substratspezifische Isotopenfraktionierung im CH,4 zu erhalten. Repréasentativ fiir den
hydrogenotrophen Weg wurden das Isolat Methanobacterium formicicum Mbfl (3.1.1.1) sowie Metha-
noculleus bourgensis Stamm MS2 (DSM 3045", Tabelle 12) in Triplikaten unter H, / CO,-Atmosphére
in DSM 287-mod (Tabelle 9) angezogen. Um eine durch Substratlimitation bedingte Veranderung der
Kohlenstoffisotopie zu vermeiden, wurden die 100 ml KulturgefaRe tiglich ohne Entfernen der vorherr-
schenden Gasatmosphére auf 1 bar Uberdruck begast. Die Isotopensignatur der hydrogenotrophen Me-
thanogenese von Methanobacterium formicicum Mbfl wurde zusétzlich auch mit Wachstum auf For-
miat untersucht, wobei DSM 287-mod Medium (Tabelle 9) mit 5 g/ | Natriumformiat fur die Kultivie-

rung eingesetzt wurde. In diesen Medien wurde eine Gasphase von 1 bar N, aufrecht gehalten.

Die Isotopenfraktionierung der methylotrophen und acetoklastischen Methanogenese wurde an den Iso-
laten Methanosarcina mazei Mscl (3.1.2) bzw. dem Methanosaeta concilii verwandten Isolat Mst1.3
(Stantscheff 2013) untersucht. Die Anzucht erfolgte in den Nahrmedien DSM 318-mod und DSM 334-
mod (Tabelle 9) unter 1 bar N,, wobei mit rund 4 g / | Methanol bzw. 6,8 g/ Acetat eine Substratlimi-

tation wahrend des Versuchszeitraums ausgeschlossen werden sollte.

Die Organismen wurden je nach Wachstumsrate fiir mindestens 14 Tage, ab der ersten messbaren CH,-
Bildung im Schnitt alle zwei Tage beprobt. Hierbei wurde zunéchst die Gasbildung der einzelnen Kultu-
ren gaschromatographisch ermittelt (2.9.1), bevor anschlieBend je 5 ml Gasprobe fir die Isotopenanaly-
se entnommen wurden. Um konstante Dricke in den KulturgefaRen zu gewéhrleisten, erfolgte nach den

Probenahmen eine erneute Begasung auf den Ausgangsdruck.
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2.13.2 Analyse substratspezifischer **C (CH,)-Werte in Reaktorproben
Neben der Analyse der 5°C (CH,)-Werte von methanogenen Isolaten auf spezifischen C-Quellen
(2.13.1) wurde die Isotopenfraktionierung von Reaktorproben und somit der ,,gesamten* Fermenter-
Mikrobiologie unter Angebot selektiver Methanogenese-Substrate untersucht. Dies erschien notwendig
fir eine Evaluation der Ubertragbarkeit von Reinkultur-Isotopenexperimenten auf das komplexe, hoch-
diverse Habitat eines Fermenters, in welchem neben dem Vorkommen einer Vielzahl verschiedener
Spezies auch die methanogenen Reaktionen beeinflussenden Stoffwechselwege homoacetogener synt-
roph Acetat oxidierender oder sulfatreduzierender Bakterien vorherrschen kénnen. Hierzu wurden 100
ml Gérsubstrat aus dem Fermenter des DBFZ entnommen, anaerob in eine 1.000 ml Serumflasche mit
Butylstopfen und Gassammelbehélter tberfihrt und fur drei Tage bei 39 °C im Wasserbad inkubiert.
Dies sollte gewahrleisten, dass die Reaktorprobe aushungert und die Konzentration von noch im Gér-
substrat vorhandener methanogener Substrate abnimmt. Ein weiteres Verdiinnen erfolgte mit dem Be-
impfen der Nahrmedien, wobei 5 g Reaktorprobe in 45 ml DSM 287-mod Medium (Tabelle 9) ohne
Carbonaten und Acetat in einer 150 ml Serumflasche mit Rihrfisch zusammengefiihrt wurden. An-
schliefend wurde reprasentativ fiir je einen Methanogeneseweg eine spezifische C-Quelle zugefiihrt
(Tabelle 18). Zur Untersuchung des Einflusses bakterieller Acetatoxidation sowie homoacetogener Re-
aktionen auf die Isotopie von CH,4 wurden zudem Antibiotika in drei Ansdtzen mit Acetat als C-Quelle
eingesetzt. Nach der Substratzugabe erfolgte eine Einstellung des pH-Wertes auf pH 7,0 mittels
2 M H;/ SO,. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt. Um Verdiinnungseffekte
aufgrund zunehmender Biogasbildung in den Batchgefaen zu vermeiden, wurden (ber Kanilen und
Tygon®-Schlauche (Tygon, Saint-Gobain, Frankreich) flexible 1 | Gassammelsécke angeschlossen, so-
dass ein konstant niedriger Druck in den Serumflaschen gewéhrleistet werden konnte. Diente eine Gas-
phase aus H,/ CO; als Substrat, wurde auf diese Malinahme verzichtet, wobei diese Ansétze taglich auf
1 bar Uberdruck begast wurden. Die Kultivierung erfolgte auf einer beheizbaren Magnetriihrplatte bei
39 °C unter 120 rpm Durchmischung.
Tabelle 18 Zugabe methanogener Substrate zur Analyse stoffwechselspezifischer §**C (CH,) mit Reaktorproben
beimpften Nahrmedien. Hierfur wurden 5 g Reaktorprobe in 45 ml DSM 287-mod Medium (Tabelle

9) ohne Carbonaten und Acetat in einer 150 ml Serumflasche mit Ruhrfisch zusammengefihrt und
liber 7 Tage hinweg Gasproben fur die Messung der Isotopenverhéltnisse entnommen.

Methanogenese Substrat Gasphase Antibiotika
Acetoklastisch Acetat,2g /1 N,, 0,1 bar -
Acetoklastisch Acetat,2g /1 N,, 0,1 bar 15 pg / ml Tetracyclin

100 pg / ml Ampicillin

Methylotroph Methanol, 2 g/ 1 N, 0,1 bar -

Hydrogenotroph H,/ CO,, 1 bar H,/ CO,, 1 bar -
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Abbildung 7 Versuchsaufbau zur Untersuchung einer substratspezifischen Isotopenfraktionierung 5*C (CH,) in Batchreaktoren
mit 5 % Reaktorsubstrat unter Angebot einer methanogenen C-Quelle.
a) Acetat, b) Acetat und Antibiotika, c) Methanol, d) H,/ CO,.
1) Heizruhrplatte, 2) Magnetrihrfisch, 3) Serumflasche, gasdicht verschlossen mit einem Butylstopfen, 4) Kanlle
mit Gasschlauch, 5) Gassammelsack zum Druckausgleich (Supelco Analytical, Bellefonte, USA).

Zur 8°C (CH,)-Analyse wurden in einem Zeitraum von sieben Tagen Gasproben aus den GefaBen ge-
zogen und zur Aufbewahrung in 3,5 ml Exetainern tberfuhrt. Die Isotopenanalyse erfolge mittels
GC-C-IRMS (2.10.2).

2.14 Untersuchung mikrobieller C- und H,-Flisse in Biogasanlagen

Bisherige Studien, die sich mit den komplexen mikrobiellen Stoffwechselvorgéngen in Biogasanlagen
beschéftigen, stiitzen sich in der Regel auf stéchiometrische Abbaubilanzen einzelner Géarprodukte so-
wie auf die Konzentration quantitativ nachweisbarer Substrate und Produkte im Reaktor. Ein Biogas-
fermenter ist jedoch aufgrund seiner hohen mikrobiellen Diversitdt und Interaktionen, kurzfristiger
metabolischer Zwischenprodukte, Substratvielfalt und Storanfalligkeit ein so hochdynamisches System,
dass bisherige, rechnerisch entwickelte stochiometrische Bilanzen aus der Literatur nur teilweise Uber-
tragbar sind. Im Folgenden sollten daher mithilfe von Rein- und Mischkulturen aus Biogasanlagen, dem
Einsatz stabiler Isotope sowie molekularbiologischer Methoden einige bislang giiltige Annahmen auf

ihre Ubertragbarkeit im System Biogasanlage Gberpriift werden.

2.14.1 Isotopischer Nachweis einer an die acetoklastische Methanogenese gekoppelten
hydrogenotrophen Methanbildung

Ausgehend von der stochiometrischen Annahme, dass Acetat wéhrend der Methanogenese zu gleichen
Teilen in CH, und CO, gespalten wird, kam wahrend der Isotopenanalyse am Fermenter die Vermutung

auf, dass die freiwerdende Carboxylgruppe grundsétzlich einer daran anschlieRenden, hydrogenotrophen
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Methanogenese zur Verfligung stehen kénnte, da H, aufgrund einer Vielzahl syntropher Reaktionen, in
denen H; entsteht, konstant im Reaktor verfugbar ist. In diesem Falle wiirde H, die Stéchiometrie der
Methanbildung aus Acetat deutlich beeinflussen:

Bilanz ohne H,: CH;COO + H* — CH,+CO,
Annahme: CHSCOO' +H +4 H, — CH; + CH, + 2 Hzo — 2 CH4+ 2 Hzo

Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden verschiedene Experimente mit markiertem ~**C Acetat
(CH5"™COOH) durchgefiihrt, um das C-Atom der Carboxylgruppe und sein vermuteter Ubergang in CH,
massenspektroskopisch zu verfolgen. Hierzu wurde das obligat acetoklastisches Isolat, Methanosaeta
concilii Mst1.3 in Kokultur mit je einer strikt hydrogenotrophen Spezies kultiviert (Tabelle 19). Als
gemeinsames N&hrmedium diente eine 1:1 Mischung der Nahrmedien DSM 287-mod und DSM 334-
mod (Tabelle 9) unter Zugabe von 6,8 g/ | Natriumacetat mit einem Anteil 5 % *-3C Markierung. Als
Gasphase wurde ein Gemisch aus 50 % H, und 50 % N, mit 1 bar Uberdruck auf die 20 ml Kulturgefa-
Re gegeben. Weiterhin wurde Methanosarcina mazei Mscl (3.1.2), der aufgrund seiner Fahigkeit zur
acetoklastischen sowie hydrogenotrophen Methanogenese auch alleine das vermutete Schema bestreiten
kénnte, in selbigem Medium kultiviert. Zur Kontrolle wurde dabei ein Triplikat-Ansatz ausschlieBlich
mit 100 % N, begast, sodass kein H, fir eine etwaige hydrogenotrophe Methanogenese zur Verflgung
stand.
Tabelle 19 Rein- und Mischkulturansatze zur Untersuchung einer hydrogenotrophen Reduktion der bei der aceto-
klastischen Methanogenese freiwerdenden Carboxylgruppe. Die Kultivierung erfolgte in einer 1:1 Mi-

schung der Nahrmedien DSM 287-mod und DSM 334-mod (Tabelle 9) unter Zugabe von 6,8 g / | Nat-
riumacetat mit einem Anteil 5 % *~**C Markierung. Stantscheff 2013, vgl. 3.1.1, *vgl. 3.1.2.

Kultur 1 Kultur 2 Gasphase
Methanosaeta concilii Isolat Mst1.3* - (Kontrolle) H, / Ny
Methanosaeta concilii Isolat Mst1.3 Methanobacterium formicicum Isolat Mbf12 H, / Ny
Methanosaeta concilii Isolat Mst1.3 Methanoculleus bourgensis DSM 30457 H, / Ny
Methanosarcina mazei Isolat Msc1® - (Kontrolle) N,
Methanosarcina mazei Isolat Mscl - H, /N,

Um den hydrogenotrophen, methanogenen Archaeen in den Mischkulturansatzen eine Mindestmenge an
CO, zu bieten, wurde Methanosaeta concilii Mst1.3 zunéchst fir vier Wochen alleine im isotopenmodi-
fizierten Nahrmedium kultiviert. An Tag 29 und Tag 40 wurden mit einem Inokulum von 5 % die jewei-
ligen hydrogenotrophen Spezies (Tabelle 19) in die bereits dicht angewachsenen Methanosaeta concilii
Mst1.3 Kulturen beimpft und erneut mit dem H,/ N,-Gemisch begast. Als Kontrolle wurde in drei An-
sdtzen zu Methanosaeta concilii Mst1.3 keine weitere Kultur Gberimpft. Flr die Isotopenanalyse wur-

den in regelméRigen Abstdnden Gasproben gezogen.
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2.14.2 Evaluation des Einflusses von H; und CO, auf die Stéchiometrie der hydrogeno-
trophen Methanogenese mit Formiat

Obwohl kaum in Reaktorproben nachweisbar wird die Bedeutung von Formiat als kurzfristiges Inter-
mediat und Elektronencarrier schon seit einiger Zeit diskutiert. Formiat entsteht in Biogasanlagen unter
anderem wahrend der Oxidation von Butter- und Propionsdure durch acetogene Bakterien sowie auf-
grund der Aktivitat der Pyruvat-Formiat-Lyase zahlreicher Spezies, welche in Gegenwart von CoA die
Spaltung von Pyruvat zu Acetyl-CoA und Formiat katalysiert (Crable et al. 2011; Bok et al. 2006; Dong
und Stams 1995). Seitens hydrogenotropher Archaeen erscheint die Stdchiometrie bezuglich der erfor-
derlichen Substratmenge fur die Bildung eines CH4 Molekiils vergleichsweise unglinstig, liefert ein Mo-

lekiil Formiat doch nur ein H* bzw. e” fiir die methanogene Reduktion von CO..
4 HCOO +4H* — CH,;+3CO, + 2 H,0 (AG” =-135 kJ / mol)

Aufgrund der Verflgbarkeit von H, in Biogasanlagen wurde vermutet, dass die Reaktion dartber hinaus
auch anderen Schemata folgen kdénnte. Im Folgenden sollte daher der Einfluss von externem H, auf die
Stochiometrie untersucht werden, wobei zu priifen galt, ob hydrogenotrophe Archaeen H* und e nur aus
dem Formiat selbst, oder auch aus der Gas- oder wassrigen Phase ziehen kdnnen. Dabei wurde das Iso-
topenverhaltnis 8°H (CH,) sowie 8**C (CH,) des Isolates Methanobacterium formicicum Mbf1 (3.1.1)
bei Wachstum in Nahrmedien mit unterschiedlich isotopisch markiertem Formiat untersucht. Als Aus-
gangsmedium diente DSM 287-mod (Tabelle 9), wobei auf die Zugabe von NaHCOj; verzichtet wurde,
um ein mogliches Abfangen von H, und CO, im Carbonatpuffer zu verhindern. Dabei wurden jeweils 5

% des eingesetzten Formiats in der isotopenmarkierten Form zugegeben (Tabelle 20).

Tabelle 20 Zugabe von stabilen Isotopen (**C, ?H) in DSM287-mod Nahrmedium ohne NaHCO; (Tabelle 9) zur
Untersuchung der Kohlen- und Wasserstofffllisse bei der hydrogenotrophen Methanogenese ausgehend
von Formiat. 5 % der Gesamtmenge an Formiat wurden in der jeweiligen isotopenmarkierten Form im
Medium eingesetzt. Zur Isotopenmarkierung der wassrigen Phase wurde 1 % des Wassers als *H,0 zu-
geben, bei Markierung mit °H, wurde selbiges mit 0,05 bar vorgelegt, anschlieBend mit 0,8 bar H, und
schlieBlich auf 1 bar mit N, begast.

Formiat / Markierung Gasphase (1 bar)
H*COONa N,

H*COONa 80% H, / 20% N,

’HCOONa N,

’HCOO’H N,

HCOONa + “H,0 N,

HCOONa + °H, 5°06 °H, / 75°% H, [ 20°% N,

Die Kultivierung erfolgte in anaeroben 15 ml Kulturréhrchen bei 39 °C im Kulturenschiittler bei

180 rpm. Als Inokulum diente eine einheitliche, auf Formiat angezogene Vorkultur, welche jeweils zu
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5 % in die Triplikate Uberimpft wurde. Zu Beginn (,,Startwert™) und nach 14 Tagen wurden je 5 ml aus
der Gasphase der Kulturréhrchen entnommen und anschlieBend mittels GC-C-IRMS (0) 8°H sowie §°C
in CH, analysiert.

2.14.3 Untersuchung einer bakteriellen Freisetzung von Methanol aus Pektin

Im Rahmen dieser Arbeit wurde vermutet, dass Methanol als kurzfristiges, schnelles Metabolit mit kur-
zer Verweilzeit in Biogasanlagen eine Relevanz haben kénnte. Um einen tieferen Einblick in den Weg
von Methanol in einem Reaktor zu bekommen, galt es, vier Fragestellungen nachzugehen:

Zunéchst wurde untersucht, ob das Isolat die veresterten Methoxygruppen (—OCHjs) an der Polygalactu-
ronsaurekette des Pektins abspalten und dadurch Methanol freisetzen kann. In Triplikaten wurde hierzu
das Isolat Streptococcus bovis StrepBovl (3.1.6) mit 2,5 % Inokulum in DSM 287-mod Medium
(Tabelle 9) unter Zugabe von 5 g/ | sterilisiertem Citrus-Pektin (2.12.10) beimpft und bei 39 °C und 1
bar N, Gasatmosphére anaerob kultiviert. Direkt nach dem Beimpfen, sowie nach 1, 4, 6 und 24 Stun-
den wurden je 0,5 ml der Flissigkultur zur Untersuchung der Methanolkonzentration im N&hrmedium
entnommen. Die Analyse erfolgte gaschromatographisch wie zuvor unter Abschnitt 2.9.2 beschrieben.
Weitere Fermentationsprodukte des Isolates Streptococcus bovis StrepBov1 bei Anzucht auf pektinhal-
tigen Nahrmedien wurden mittels HPLC (2.9.3) sowie GC (2.9.1) ermittelt.

Wéhrend bei Pektin die Methoxygruppe (ber eine Esterbindung an der Polygalacturonséurekette ver-
knipft ist, kénnen Methylgruppen zudem auch (ber Etherbindungen an Molekiile gebunden sein
(Abbildung 8). Ob Streptococcus bovis StrepBovl auch letztere Bindungsart in Form von Methanol
abspalten kann, wurde in parallelen Ansétzen auf 3-O-Methylglucose untersucht. Die Kultivierung er-
folgte auf DSM 287-mod Néhrmedium mit 5 g / | 3-O-Methylglucose, wobei in den gleichen Zeitinter-
vallen wie zuvor in den Anzuchten mit Pektin, die Freisetzung von Methanol sowie weiterer Stoffwech-

selprodukte analysiert wurde.

COOCH; HO
OH O 0
OH OCHj
OH OH OH
OH

Abbildung 8 links: a-D-Galacturonséure mit veresterter O-Methylgruppe,
rechts: 3-O-Methylglucose mit Etherbindung zu einer Methylgruppe.
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2.14.4 Isotopischer Nachweis methylotropher Methanogenese in Batchreaktoren

Um zu untersuchen, ob und wie schnell Methanol zur Methanbildung in Biogasanlagen beitragen kann,
wurde ein Batchexperiment mit einer iber drei Tage ausgehungerten Reaktorprobe durchgefihrt. In 120
ml Anaeroben-Kulturgefallen wurden je 45 ml acetatfreies DSM 287-mod Medium (Tabelle 9) und
0,4 g Methanol als selektive C-Quelle gegeben. Zum Nachvollziehen der Kohlenstofffliisse von Metha-
nol zu CH4 wurden dabei 5 % des eingesetzten Methanols in 3C markierter Form eingesetzt. Nach der
Zugabe von je 5 g Reaktorprobe als Inokulum wurde die Gasphase der Kulturgefae mit N, gespiilt und
anschlieBend ein leichter Uberdruck von 0,2 bar eingestellt. Die Kultivierung erfolgte bei 39 °C unter
180 rpm im Kulturenschittler, wobei tiber einen Zeitraum von 21 Tagen je 5 ml Gasprobe zur Analyse

von 8"°C (CH,) und 8*3C (CO,) entnommen wurden.

2.14.5 Isotopischer Nachweis methylotropher Methanogenese fiir das Isolat Methanosar-
cina mazei Mscl bei Angebot mehrerer C-Quellen

Dariiber hinaus wurde untersucht, ob das Isolat Methanosarcina mazei Mscl (3.1.2), welches sowohl
methylotroph als auch hydrogenotroph und acetoklastisch Energie gewinnen kann, auch dann Methanol
reduziert, wenn neben diesem zusétzlich H, / CO, und Acetat in groRen Mengen zur Verfligung stehen.
Dies war von besonderen Interesse, da in Biogasanlagen in der Regel parallel mehrere methanogene C-
Quellen verfligbar sind, welche wiederum in ihrer Konzentration je nach eingebrachten Gérsubstrat,
Futterungsintervall und Verweildauer im Fermenter deutlich variieren kénnen. Zur methylotrophen
Charakterisierung des Isolates unter diesem Gesichtspunkt wurde daher ein Ndhrmedium auf Basis von
DSM 120-mod (Tabelle 9) mit je 5 g/ | Acetat und Methanol hergestellt. Zusétzlich wurde durch re-
gelmaRiges Begasen eine Gasphase von 2 bar H,/ CO, aufrecht gehalten. Somit standen dem Isolat
parallel drei C-Quellen, reprasentativ fiir je einen Methanogenesepfad zur Verfligung. Methanol wurde
zur isotopischen Verfolgung im entstehenden CH, zu 5 % “*C-markiert hinzugegeben. Sofern Methanol
als Methanogenesesubstrat genutzt werden sollte, ware dieses daher isotopisch im Biogas identifizier-
bar. Die Kultivierung erfolgte nach 5 % Inokulum in 5 ml Nahrmedium in anaeroben 12 ml Kulturréhr-
chen bei 39 °C und 180 rpm. Die Gasbeprobung zur anschlieBenden Isotopenuntersuchung fand tber 21
Tage hinweg statt, wobei in der ersten Woche zunéchst tdglich und in den Folgewochen alle zwei Tage

Proben entnommen wurden.

2.14.6 Untersuchung der Stoffwechselprodukte methylotropher Bakterien
Mit dem Isolat Butyribacterium methylotrophicum ButMet1 (3.1.3) wurde ein methylotrophes Bakteri-

um 0ber das Angebot von Methanol als selektive C-Quelle aus dem Biogasfermenter isoliert werden.
Zur ldentifizierung weiterer méglicher methylotropher Bakterien wurden daher auch das Isolat Desulfo-
tomaculum ruminis DesRum1l (3.1.4) und das Isolat Tepidanaerobacter acetatoxydans TepAcl (3.1.5)
auf methylotrophes Wachstum untersucht. Hierflir wurden diese Isolate zu 2,5 % Inokulum in das
methanolhaltige Ndhrmedium DSM 318-mod (Tabelle 9) Uberimpft und unter 1 bar N,-Gasatmopshare

in 12 ml Kulturenréhrchen bei 39 °C kultiviert. Neben regelméRigen mikroskopischen Untersuchungen
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des Wachstums wurde auch der Abbau des Methanols im N&hrmedium sowie die dabei entstehenden
Stoffwechselprodukte (Séuren, Gase) mittels HPLC und GC (2.9) untersucht. Hierfur wurden je 0,5 ml
aus den FlUssigkulturen entnommen, abzentrifugiert und der Uberstand in 1,5 ml Autosampler-
Probengeféale uberfiihrt. Sd&mtliche Kulturansatze und Messungen erfolgten in Triplikaten.

2.14.7 Untersuchung bakterieller und methanogener Konkurrenzen um Methanol
Sollte Methanol tatséchlich als Substrat in Biogasreaktoren entstehen, so stellte sich die Frage, ob bei
dessen ohnehin niedriger Konzentration im Gérsubstrat eine bakterielle oder methanogene Verwertung
dieser C1-Verbindung erfolgt. Um dies zu erforschen, wurden Kokulturen aus den bakteriellen Isolaten
Butyribacterium methylotrophicum ButMetl bzw. Desulfotomaculum ruminis DesRuml und Methano-
sarcina mazei Mscl bzw. Methanobacterium formicicum Mbfl angesetzt (3.1.1 - 3.1.4). Fur die ge-
meinsame Kultivierung wurde hierfur ein ,,Kokultur Nahrmedium (Tabelle 21) entwickelt, welches eine
optimale Vitamin- und Spurenelementversorgung fir das Wachstum von Archaeen als auch (sulfatredu-
zierenden) Bakterien gewahrleisten sollte.
Tabelle 21 Zusammensetzung des entwickelten ,,Kokultur“-Nahrmediums fur die gemeinsame Kultivierung von
methylotrophen Bakterien und Archaeen zur Untersuchung einer moglichen Konkurrenz um die C-
Quelle Methanol. Dargestellt sind die Einwaagen fur 1 I. Die Herstellung erfolgte wie fiir anaerobe

Né&hrmedien in 2.7 beschrieben, die Spurenelement- und Vitaminstammldsungen entsprechen DSM
141 Medium nach *DSMZ 2014d (Tabelle 10Tabelle 11)

Substanz Menge
K,HPO, 03¢
KH,PO, 03¢
MgSQO, x 7 H,O 054
MgCl, x 6 H,O 0,1g
NaCl 0,6 ¢
FeSO, x 7 H,0 01g
Na,SO, 059
NH.CI 109
(NH,),SO,4 039
CaCl, x 2 H,0 01lg
Methanol 509
Cystein-HCI 059
Natriumthioglykolat 0,05¢
Ascorbinsiure 0,07 g
Vitaminlésung DSM 141* 10,0 ml
Spurenelementldsung DSM 141* 10,0 ml
Resazurin 1,0 mg
dH,0 1,01
Gasatmosphére (1,5 bar) 80 % H,, 20 % CO,

pH-Wert 7,0
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Als einzige C-Quelle wurde 5 g / | Methanol eingesetzt. Dabei wurden jeweils zwei Isolate gemeinsam
kultiviert, wobei die bakteriellen Spezies zu 5 %, die Archaeen zu 10 % Inokulum hinzugegeben wur-
den. Ferner wurde als Kontrolle das Isolat Methanosarcina mazei Mscl ohne eine bakterielle Kokultur,
sowie das Isolat Butyribacterium methylotrophicum ButMetl ohne eine weitere methanogene Spezies
auf der C-Quelle Methanol kultiviert. Sdmtliche Anzuchten erfolgten in 5 ml N&hrmedium in anaeroben
12 ml Kulturgefalien unter 1 bar N,-Gasatmosphéare bei 39 °C.

Zusatzlich wurden mogliche Konkurrenzen zwischen Kokulturen aus dem Sulfatreduzierer Desulfoto-
maculum ruminis DesRuml oder dem syntroph acetatoxidierenden Tepidanaerobacter acetatoxydans
TepAcl und einer methanogenen Spezies auf den C-Quellen Acetat bzw. H, / CO, untersucht
(Tabelle 22 ). Statt Methanol wurde in diesen Ansatzen 5 g /| Natriumacetat bzw. eine H, / CO, Gas-
phase von 1 bar, welche regelmaRig erneuert wurde, angeboten. Dadurch sollte tberpriift werden, ob
eine mogliche Konkurrenz zwischen den beiden Doménen nur bei einer Kultivierung auf Methanol,
oder zusatzlich auch bei den C-Quellen Acetat oder H,/ CO, zu verzeichnen ist.

Tabelle 22 Bakterielle und methanogene Kokulturen zur Untersuchung einer méglichen Konkurrenz um eine C-

Quelle. Methanol bzw. Natriumacetat wurden zu 5 g /I, H, / CO, mit 1 bar Uberdruck als jeweils ein-
zige C-Quelle in ,,Kokultur“-Medium (Tabelle 21) angeboten. Die Isolate sind in 3.1 ndher beschrie-

ben.

Bakterielles Isolat Methanogenes Isolat C-Quelle
Desulfotomaculum ruminis DesRum1 Methanosarcina mazei Mscl Methanol
Butyribacterium methylotrophicum ButMet1 Methanosarcina mazei Mscl Methanol
- (Kontrolle) Methanosarcina mazei Mscl Methanol
Butyribacterium methylotrophicum ButMetl - (Kontrolle) Methanol
Tepidanaerobacter acetatoxydans TepAcl Methanobacterium formicicum Mbfl Acetat
Desulfotomaculum ruminis DesRum1 Methanosarcina mazei Mscl Acetat
Desulfotomaculum ruminis DesRum1 Methanobacterium formicicum Mbfl H,/CO,

- (Kontrolle) Methanobacterium formicicum Mbfl H,/CO,

Neben regelméRigen hellfeld- und fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde zusatzlich das
methanogene Wachstum anhand der Bildung von CH, in den Kulturréhrchen bestimmt.. Uber einen
Zeitraum von 28 Tagen wurden hierfir wochentlich 3 ml Gasphase enthommen und mittels GC analy-
siert (2.9.1). Um zu identifizieren, ob Methanosarcina mazei Mscl die Stoffwechselprodukte von Buty-
ribacterium methylotrophicum ButMet1 bei Anzucht auf Methanol nutzen kann, wurde fiir diese Ansét-

ze zusétzlich eine HPLC Messung am letzten Versuchstag durchgeftihrt.
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2.14.8 Anreicherung methanoxidierender Bakterien in Biogasanlagen

In Biogasanlagen hat man bislang aufgrund der nahezu anoxischen Bedingungen (O, « 1 %) ein Vor-
kommen methanoxidierender Bakterien ausgeschlossen. Da diese Arbeit jedoch auch einen Fokus auf
bislang unerwartete mikrobielle Kohlenstoffflisse im Umfeld der Methanogenese legen mdchte, wurde
zundchst versucht, eine Anreicherung methanotropher Bakterien aus Reaktorsubstrat durchzufiihren.
Hierzu wurden 100 ml KulturgefaRen mit je 20 ml Nitratmineralsalz-Medium NMS 131 (Tabelle 8) ein-
gesetzt, welche zu 2 -5 % Inokulum mit einer Reaktorprobe beimpft wurden. Die methanotrophe C-
Quelle wurde in Form eines Gasgemisches aus CH, und synthetischer Luft (v/v, 80 / 20) bei einem
Uberdruck von 2 bar angeboten. Die Anreicherung erfolgte bei 39 °C in Kulturenschittlern bei 180 rpm,

wobei die Gasphase wdchentlich erneuert wurde.

Bereits nach 14 Tagen konnte ein zunehmender Bewuchs mit verschiedenartiger Morphologie in den
Nahrmedien festgestellt werden. Flr eine weitere Anreicherung wurden diese Ansétze als Inokulum zu
2 % in unbeimpftes DSM 131-Medium eingesetzt. Zur Untersuchung einer potentiellen Abnahme von
CH, aufgrund des Wachstums methanoxidierender Bakterien wurden zusétzlich regelmaRig Gasproben

entnommen, um gaschromatographisch die CH, Konzentration in den Kulturgefaien zu ermitteln.

2.14.9 Molekularbiologische Analyse der methanotrophen Population im Fermenter

Um zu prufen, ob es sich bei den Anreicherungskulturen tatsachlich um methanotrophe Bakterien han-
delt und zusétzlich zu untersuchen, welche methanotrophen Spezies in einem Biogasfermenter zu finden
sind, wurde eine Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) durchgefiihrt. Durch diese
Methode kénnen selbst komplexe Umweltproben, in denen eine Vielzahl verschiedener Spezies vor-
liegt, auf Artniveau aufgeldst werden. Dabei wird zunachst eine spezifische Gensequenz innerhalb der
Probe mittels PCR amplifiziert, diese anschlieend in einen Vektor ligiert und in einen kompetenten
Stamm transformiert. Da in der Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors jeweils nur ein zufélliges
DNA-Fragment aus dem PCR-Produkt binden kann, tragt jeder Vektor die spezifische Gensequenz ei-
nes bestimmten Zielorganismus. Wéchst die kompetente Zelle, wird auch der Vektor mit dem dort ein-
gefuigten DNA-Abschnitt vervielféltigt, sodass sich auf einer Agarplatte Kolonien ausbilden, die sich
jeweils nur im DNA-Insert der MCS des Vektors unterscheiden. Die Kolonien kdnnen daraufhin ge-
pickt, die in den Vektor ligierte DNA erneut amplifiziert und anschlielend Uber eine Sequenzierung
einer bestimmten Art zugeordnet werden, sodass komplexe mikrobielle Populationen charakterisiert

werden kdnnen.

Fir die Analyse der methanotrophen Population der beprobten Biogasanlage wurden zunéchst 20 ml der
ersten, 14 Tage alten Anreicherungskultur tGber einen Faltenfilter vorfiltriert, sodass die pflanzlichen
Anteile aus den mit Reaktorsubstrat beimpften Nahrmedien entfernt werden konnten. AnschlieRend
wurde das Filtrat mit Hilfe eines 0,45 um Cellulose-Filters weiter bereinigt und bei 10.000 x g fur 5 min

abzentrifugiert. Im Zentrifugenréhrchen konnte dabei ein braunliches Zellpellet gewonnen werden, wel-
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ches Uber zwei weitere Waschschritte mit steriler Ringerlésung (0,9 % NaCl) und Zentrifugation erneut
geldst und weiter aufgereinigt werden konnte. Dies erschien notwendig, um die Vielzahl natirlicher
PCR-Inhibitoren wie etwa Huminsduren aus der Reaktoranreicherungskultur zu entfernen. Das hierbei
entstandene Zellpellet konnte nun fir die DNA-Extraktion mit dem GeneMATRIX Stool DNA
Purification Kit eingesetzt werden.

Spezifisch fur methanoxidierende Bakterien ist der Besitz der Methan-Monooxygenase (pMMO), einem
aus vier Untereinheiten aufgebauten Multiproteinkomplex, der den Oxidationsschritt von CH4 zu Me-
thanol katalysiert (Basch et al. 1999; Lieberman und Rosenzweig 2005). Die fur die Untereinheiten
codierenden Gensequenzen gelten als &hnlich konserviert wie die Sequenzen des 16S rRNA Gens und
sind bislang nur in methanotrophen Bakterien detektiert worden. Fir die Charakterisierung der metha-
notrophen Mikrobiota des Fermenters wurde daher die Gensequenz der pMMO Untereinheit A, kurz
pmoA, hinzugezogen (Pester et al. 2004; Kolb et al. 2003; Cheng et al. 1999; McDonald und Murrell
1997). Die Amplifizierung der pmoA Gensequenz im DNA-Extrakt der methanotrophen Anreicherung
erfolgte mit den Primern pmofl und pmor (Cheng et al. 1999) und dem PCR-Programm nach Pester et
al. 2004 (Tabelle 15,Tabelle 23 undTabelle 24).

Tabelle 23 Charakteristika der Primer zur Amplifizierung der spezifischen pmoA Gensequenz zur ldentifizierung

methanoxidierender Bakterien (Cheng et al. 1999). Die Primerpaar pmofl / pmor wurde fiir die Klo-
nierung, Primerpaar pmof2 / pmor2 fiir die nested-PCR eingesetzt.

Zielgen  Primer Sequenz 5¢ — 3¢ Tu°C Amplifikatlange
pmoA pmofl GGG GGA ACT TCT GGG GIT GGAC 71,5 330 bp

pmof2 TTC TAY CCD RRC AAC TGG CC 59,0 178 bp

pmor GGG GGR CIACGT CIT TACCGA A 62,2

Tabelle 24 PCR-Programm zur Amplifizierung der pmoA Gensequenz.

T [°C] Dauer [min] Zyklen
95 05:00 1
94 01:00

45 01:00 35
72 01:00

72 10:00 1

Fir eine Erhdhung der DNA-Ausbeute wurden vier parallele PCR-Ansétze miteinander vereinigt und
gemeinsam tiber eine Sdule des GenElute™ PCR Clean-Up Kits (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
aufgereinigt, wobei die finale Elution in 40 pl Elutionspuffer erfolgte. Cheng et al. 1999 empfehlen eine
nested-PCR zum definitiven Nachweis, ob die amplifizierte 330 bp Sequenz dem pmoA Gene ent-

stammt, weshalb 2 pl des aufgereinigten PCR-Produktes als Template fiir eine PCR mit einem weiteren
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forward-Primer, pmof2, aber gleichbleibenden reverse-Primer pmor durchgefiihrt wurde (Tabelle 23
und Tabelle 24). Mittels Gelelektrophorese konnte ein distinktes 178 bp Amplifikat identifiziert werden,
welches die Spezifitat des ersten, 330 bp langen PCR-Produktes verifizierte. Da sich gezeigt hatte, dass
eine hohe Reinheit der DNA den Klonierungserfolg deutlich verbesserte, wurde das PCR-Produkt (ber
eine Gelelektrophorese in einem 1,5 % Agarosegel bei 80 V und 1,5 h Laufzeit erneut aufgetrennt. Die
dabei entstandene Gelbande auf der Hohe von 330 bp wurde nun mit einem sterilen Skalpell aus dem
Gel geschnitten und eine DNA-Extraktion mit dem GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) vorgenommen.

Die Klonierung erfolge mit dem TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen™ by life technolgies™,
Carlsbad, CA, USA) iiber pCR® 11-Topo® Vektoren in chemisch kompetente E. coli. Fiir die Klonierung
wurden 4 pl PCR-Produkt und 1 pl Vektor zusammengefiihrt, diese fir 5 min bei Raumtemperatur li-
giert und anschlieRend 2 pl der Reaktion zu den kompetenten Zellen gegeben. Die Transformation er-
folgte nach einem 30 min Eisbad uber einen Hitzeschock, indem das Zell-Vektorgemisch fur 30 s in
einen auf 42 °C vorgeheizten Heizblock uberfihrt und anschlielend ziigig zurlick in das Eisbad gestellt
wurde. Alle weiteren Schritte erfolgten nach Herstellerangaben, wobei die Zellen in verschiedenen
Inokula von 15 - 100 pl auf LB-Platten (

Tabelle 7) mit 50 pg / ml Kanamycin ausplattiert wurden. Nach einer Kultivierung bei 37 °C (iber Nacht
wurden am Folgetag insgesamt 72 Klone gepickt und in jeweils 30 ul hochreinem Wasser eluiert. Zur
Amplifizierung der klonierten DNA-Sequenz in den Vektoren wurden 10 pl dieser Zellsuspension als
Template fiir eine PCR eingesetzt, wobei mit den Primern T3 und T7 zwei die MCS flankierende Pri-
merpaare verwendet wurden (Tabelle 25 und Tabelle 26).

Tabelle 25 Charakteristika der Primer zur Amplifizierung des klonierten DNA-Fragments im pCR® 11-Topo® Vek-

tor. Die Primer flankieren die Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors. Die PCR-Produktlénge ist
bedingt durch die L&nge der klonierten Sequenz.

Ziel Primer Sequenz 5¢ — 3¢ Twm Referenz
MCS T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA 47,7 °C (Invitrogen™ 2014)
T7 AAT ACG ACT CACTAT AGG G 46,8 °C

Tabelle 26 PCR-Programm zur Amplifikation des klonierten DNA-Fragments im pCR® 11-Topo® Vektor.

T [°C] Dauer [min] Zyklen
95 10:00 1
95 01:00

45 01:00 40
72 02:00

72 10:00 1
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Zum Vergleich der klonierten pmoA Gensequenzen wurden anschlieBend ein zweifacher Restriktions-
verdau mit den Enzymen Mspl (CACGG) und Hhal (GCG*C) (beide Thermo Scientific™, Waltham,
MA, USA) durchgefiihrt, wobei 10 pl des PCR-Produktes, 1 pl Enzym und 1 pl Tango-Puffer zusam-
mengeflhrt und fiir 1,5 h bei 37 °C inkubiert wurden. Die Inaktivierung der Restriktionsenzyme erfolgte
bei 80 °C fur 20 min. Der gesamte 12 pl Ansatz wurde anschlielend mit 5 pl Ladepuffer vermischt und
zur Analyse der Schnittmuster auf ein 2 % TBE-Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei
60 V fur 3 h, sodass nach einer 30 min Farbung im 1 % Ethidiumbromidbad die Auswertung der Frag-
mente erfolgen konnte. Alle Klonierungsansatze, die in mindestens einer der beiden Restriktionsverdaue
ein neuartiges Schnittmuster ergaben, lieBen eine weitere Art vermuteten, weshalb 5 pl der jeweiligen
PCR-Produkte mit dem Primer pmof1 sequenziert wurden.

2.15 Analyse mikrobieller Populationsdynamiken im Fermenter

Die Isotopensignatur von CH,4 wird weitestgehend durch die beteiligten methanogenen Archaeen und
ihren Methanogenesewegen bestimmt. Mithilfe von Isolaten aus Biogasanlagen (2.13.1) sowie Batch-
fermentern (2.13.2) wurde bereits die natirliche Isotopensignatur der hydrogenotrophen, acetoklasti-
schen sowie methylotrophen Methanogenese untersucht. Fiir ein besseres Verstandnis der kontinuierlich
an der Biogasanlage des DBFZ gemessenen Isotopenverhéltnisse (8*°C (CH,)-Werte) wird im Folgen-
den die methanogene sowie partiell die bakterielle Fermenter-Mikrobiologie in einem Zeitraum von 70
Tagen unter verschiedenen Raumbelastungen im Reaktor untersucht. Dadurch sollte herausgefunden
werden, wie dynamisch die methanogene Population auf variierende Prozessbedingungen (Fitterung,
Substratzusammensetzung, Saurekonzentration, etc.) reagiert und damit das Isotopenverhaltnisse im
Biogas beeinflussen kann. Zur Untersuchung wurden daher in einem etwa wochentlichen Intervall ins-
gesamt neun Reaktorproben gezogen und eine DNA-Extraktion (2.11.2) vorgenommen. Die Probezeit-
punkte und die aktuelle Raumbelastung wéhrend der Untersuchungsperiode wurden bereits in Abbil-
dung 5 in Kapitel 2.11 dargestellt. Die Analyse der Mikrobiota erfolgte mittels quantitativer real-time
PCR (gPCR).
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2.15.1 Entwicklung eines einheitlichen Quantifizierungsstandards fur gPCR-Analysen
QPCR-Untersuchungen erfordern fiir eine quantitative Detektion von Zielorganismen in Umweltproben
das Mitfuhren eines vorher definierten Zellzahl-Standards mit bekannter Kopienanzahl, welcher wah-
rend der Amplifikation in einer Reihe von mindestens flinf dekadischen Verdinnungsstufen mitgefuhrt
wird. Die Voraussetzung ist hierbei, dass die eingesetzten spezifischen Primer sowohl an die zu quanti-
fizierenden Zielorganismen in der Umweltprobe als auch an den Zellzahl-Standard binden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher ein neuer und einheitlicher Standard zur Quantifizierung der
Kopienanzahl verschiedener Zielorganismen in Reaktorproben entwickelt, indem ein 508 bp langer
synthetischer DNA-Strang kreiert wurde, der die Primerbindesequenzen von insgesamt elf mikrobiellen
Zielgruppen in jeweils passender Amplifikatlange tragt (Tabelle 27). Aufgrund des Fokus auf die
Methanogenesestufe wurden spezifische Primer fiir die 16S rRNA Gensequenz der Ordnungen Metha-
nobacteriales, Methanomicrobiales, Methanococcales und Methanosarcinales sowie der Familien Me-
thanosarcinaceae und Methanosaetaceae ausgewahlt. Dariiber hinaus wurden Primer fiir die Quantifizie-
rung der Gesamtbakterienzahl hinzugezogen. Da die Methanogenese in einer Biogasanlage zudem durch
eine Vielzahl verschiedener Bakterien beeinflusst wird, die entweder konkurrierend oder aber als sym-
biotische Partner agieren kénnen, wurden beispielhaft die Zellzahlen sulfatreduzierender Bakterien so-
wie propionsaureabbauender Bakterien bestimmt. Da erstere Spezies Sulfat als finalen Elektronenakzep-
tor nutzen kdnnen, weisen sie im Vergleich zu methanogenen Archaeen eine héhere Affinitat zu Acetat,
H,/ CO, und Formiat auf, weshalb sie insbesondere bei niedrigen Substratkonzentrationen deutliche
Vorteile gegeniber den Methanbildnern aufweisen kénnen (Moestedt et al. 2013; Rabus et al. 2013;
Lovley und Klug 1983). Ihr Anteil im Reaktor wurde anhand des fur sie charakteristischen
dissimilatorischen Sulfatreduktase Gens dsrB untersucht. Propionsdureabbauende Bakterien hingegen
sind in der Acetogenesestufe des Fermentationsprozesses zu finden und liefern dabei nicht nur grofe
Mengen Acetat fur acetoklastische Archaeen, sondern setzen zudem erhebliche Konzentrationen an H,
frei, die sie aus thermodynamischen Griinden in Form syntropher Gemeinschaften an hydrogenotrophe
Methanbakterien weitergeben kénnen. Ihr Vorkommen wurde mithilfe spezifischer Primer fir das Pro-
pionat Transferase Gen pct untersucht (Li et al. 2013; Schweiger und Buckel 1984). Weiterhin wurde
das Auftreten methanoxidierender Bakterien, die bereits unter 2.14.8 angereichert werden konnten, mit

Primern flr die pmoA Gensequenz untersucht.

Die Spezifitdt jedes Primerpaares wurde mithilfe der Primerblast Option (http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast, zuletzt abgerufen am 03.07.2015) anhand der NCBI nr-
Sequenzdatenbank Uberprift. Zudem wurde Uber einen Sequenzvergleich mit mindestens einem potenti-
ellen Zielorganismus der NCBI Gensequenz Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=,

zuletzt abgerufen am 03.07.2015) die Amplifikatlange jedes Primerpaares ermittelt.
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Die Entwicklung und Herstellung des synthetischen DNA-Standards ist in Abbildung 9 Uberblickhaft
dargestellt. Zunéchst wurden die ausgewahlten Primersequenzen in einer einzelstrangigen Form in silico
hintereinander platziert (Tabelle 28). Um zu gewahrleisten, dass der synthetische Standard wéhrend der
Amplifizierung die gleichen PCR-Produktldngen wie die Zielorganismen in der Reaktorprobe ausbilden,
wurden die jeweiligen forward- und reverse-Primerpaare im Abstand der zuvor ermittelten Amplifikat-
langen des jeweiligen Ziel-Referenzstammes platziert (Tabelle 27). Teilweise mussten hierfur auch
,,Platzhalter-Basen® (,,Spacer”) im synthetischen DNA-Strang platziert werden (Tabelle 28), um die
Primerpaare entsprechend ihrer Amplifikatlangen voneinander entfernen zu kdnnen. Um spéter doppel-
strangige PCR-Produkte ausbilden zu kénnen, musste jeweils eine der beiden Sequenzen eines Primer-
paares in revers-komplementarer Weise im Strang platziert werden. Zuletzt wurde an den beiden flan-
kierenden Strangenden die Restriktionssequenz von Notl platziert. Nach einer finalen Kontrolle, ob
durch das Zusammenfiigen der Primersequenzen etwaige Restriktionsschnittstellen oder weitere Pri-
merbindestellen entstanden sind, wurde das synthetische DNA-Fragment tber den Standard Gen Syn-
theseservice der Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, bezogen. Dort wurde das 508 bp lange DNA-
Fragment synthetisiert, in einen pEX-A2 Vektor kloniert und anschlieRend in einen dam® / dem” E. coli
transformiert. Die Auslieferung erfolgte in Form einer mit Glycerin stabilisierten Flussigkultur, welche
direkt auf einer LB Platte mit 100 g / ml Ampicillin ausgestrichen wurde. Die Kultivierung erfolgte bei
37 °C Uber Nacht.
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Tabelle 27 Charakteristika der eingesetzten Primer fir jPCR-Analysen der Fermentermikrobiota und Platzierung der Primerbindesequenzen im synthetischen DNA-Strang als Kopien-Standard.
Tw = Schmelztemperatur des Primers, T, = Annealingtemperatur im PCR-Amplifizierungszyklus.
. . . . v Lange Twm Ta Primerbindesequenzim Amplifikat _Primerpostion (bp)

Zielorganismen Primer Primer Sequenz 5' — 3 (bp) (°C) (°C) synthetischen DNA-Strang Lange (bp)  von bis Referenzstamm Quelle

Bakterien BAC338F ACT CCT ACG GGA GGC AG 17 57,3 57,6 ACT CCT ACG GGA GGC AG 466 19 35 Cupriavidus necator Yu
BACB805R GAC TAC CAG GGT ATC TAATCC 21 57,9 GGA TTA GAT ACC CTG GTAGTC 464 484 DSM545 etal. 2005

Sulfatreduzierer DSRp2060F CAA CAT CGT YCA YAC CCA GGG 21 61,8 60,1 CAACATCGTCCACACCCAGGG 350 114 134 Desulfotomaculum ruminis Moestedt
DSR4R GTG TAG CAG TTACCG CA 17 52,8 TGC GGT AAC TGC TAC AC 447 463 DSM21547 etal. 2013

Propionséureabbauer PCT-C1F CCAGAACGACGGCAARTCC 19 59,9 59,8 CCAGAACGACGGCAAATCC 229 76 94 Syntrophobacter sulfatireducens  Li
PCT-C1R CAC GAA CGT CTT CAAWCC CAC 21 59,8 GTG GGATTG AAG ACGTTCGTG 284 304 DSM16706 etal. 2013

Methanoxidierer Al89F GGN GAC TGG GAC TTC TGG 18 59,4 60,2 GGT GAC TGG GAC TTC TGG 508 1 18 Methylococcus capsulatus Kolb 2003
M661R CCGGMG CAACGTCYTTACC 19 61,0 GGT AAG GAC GTT GCG CCG G 490 508 ATCC19069

Archaeen 931F AGG AAT TGG CGG GGG AGC A 19 61,6 60,0 AGG AAT TGG CGG GGG AGC A 169 95 113 Methanobacterium formicicum Einen
M1100R BGG GTC TCG CTC GTT RCC 18 58,4 GGC AAC GAG CGA GAC CCG 246 263 DSM1535" etal., 2008

Methanomicrobiales® MMB749F  TYC GAC AGT GAG GRA CGA AAG CTG 24 65,2 554 CAGCTT TCG TCC CTC ACT GTC GAA 84 195 218 Methanoculleus bourgensis Yu
MMB832R  CAC CTA ACG CRC ATH GTT TAC 21 57,5 CAC CTA ACG CGC ATAGTT TAC 135 155 DSM3045" etal. 2005

Methanobacteriales® MBT857F CGW AGG GAAGCT GTT AAGT 19 55,0 552 CGAAGGGAAGCTGTTAAGT 90 156 174 Methanobacterium formicicum Yu
MBT929R TCC ACG CGT TGT GGT GCT 18 58,4 AGC ACC ACA ACG CGT GGA 228 245 DSM1535" et al. 2005

Methanococcales MCC686F TAG CGG TGR AATGYG TTGATCC 22 60,3 56,8 GGATCAACACATTTCACCGCTA 152* 305 326 Methanococcus maripaludis Yu
MCC832R  CAC CTAGTY CGC ARAGTT TA 20 553 CAC CTAGTT CGC AAAGTT TA 175 194 DSM2067 etal. 2005

Methanosarcinales MSL860F AGG GAA GCC GTG AAG CGARCC 21 65,3 61,3 AGG GAA GCC GTG AAG CGA GCC 300 55 75 Methanosarcina mazei Yu
MSL1159R  GGT CCC CAC AGW GTACC 17 57,3 GGT ACT CTG TGG GGA CC 338 354 DSM2053" et al. 2005

Methanosarcinaceae MSC380F GAA ACC GYG ATA AGG GGA 18 54,8 53,6 GAA ACC GTG ATA AGG GGA 408 36 53 Methanosarcina mazei Yu
MSC828R  TAG CGARCA TCG TTT ACG 18 525 CGT AAA CGA TGC TCG CTA 426 443 DSM2053" etal. 2005

Methanosaetaceae MST702F TAATCC TYG ARG GAC CAC CA 20 56,4 552 TAATCC TTG AAG GAC CACCA 160 264 283 Methanosaeta concilii Yu
MST862R CCT ACG GCA CCRACM AC 17 54,9 GTT GTC GGT GCC GTA GG 408 424 DSM3013 et al. 2005

*Sequenzabgleich mit dem Referenzstamm Methanococcus maripaludis DSM2067 ergibt ein 147 bp Fragment
! Mégliche falsche Positivergebnisse: Methanococcoides sp. SBAK-TMA-1, Methanobacterium formicicum str. 20-2, Methanomethylovorans (9 Stamme, 2 Klone)
2 Mogliche falsche Positivergebnisse: Methanococcus (18 Stimme), Methanothermococcus (3 Stamme)
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Tabelle 28 Platzierung und Sequenzen der jeweiligen Primerbindestellen im synthetischen DNA-Strang zur Herstellung des gPCR-Quantifizierungsstandard. Als Spacer bezeichnete Sequenzen sind
Platzhaltermit zufallig gewahlter Basenfolge zur Gewahrleistung der spezifischen Amplifikatlangen der jeweiligen Primerpaare. Zusammengehdorige Primerpaare (Tabelle 27) sind mit der-

selben Farbe markiert.

[1] A189 [2] BAC338F [3] MSC380F Spacer [4] MSL860F
1 18|19 35|36 53|54 54 | 55 75
GGT GAC TGG GAC TTC TGG ACT CCT ACG GGA GGC AG GAA ACC GTG ATA AGG GGA T AGG GAA GCC GTG AAG CGA GCC
[5] PCT-C1F [6] 931F [7] DSRp2060F [8] MMBS832R [9] MBTS857F
76 94|95 113|114 134 | 135 155 | 156 174
CCAGAACGACGGCAAATCC AGG AAT TGG CGG GGG AGC A CAA CAT CGT CCA CAC CCA GGG CAC CTA ACG CGC ATAGTT TAC CGA AGG GAAGCTGTTAAGT
[10] MCC832R MMB749F [8] Spacer MBT929R [9] M1100R [6]
175 194 | 195 218 | 219 227 | 228 245 | 246 263
CACCTAGTTCGC AAAGTTTA | CAGCTTTCG TCC CTC ACT GTC GAA GCT TAACTT AGC ACC ACA ACG CGT GGA GGC AAC GAG CGA GAC CCG
[11] MST702F PCT-CIR [5] MCC686F [10] Spacer MSL1159R [4]
264 283 | 284 304 | 305 326 | 327 337 | 338 354
TAATCC TTG AAG GAC CAC CA GTG GGATTG AAG ACGTTC GTG GGATCAACACATTTCACCGCTA TGTCACTACTT GGT ACTCTG TGG GGA CC
Spacer MST862R [11] Spacer MSC828R [3]
355 407 | 408 406 | 407 407 | 426 443
TCG CTT CAA CAA GCC TCC TAG GTG GCA TTT CAG GAG GGG CCC GCA GGG AGG AA GTT GTC GGT GCC GTA GG T CGT AAACGATGC TCG CTA
Spacer DSR4AR [7] BAC805R [2] Spacer M661R [1]
444 446 | 447 463 | 464 484 | 485 489 | 490 508
GTA TGC GGT AAC TGC TAC AC GGA TTA GAT ACC CTG GTAGTC CTATA GGT AAG GACGTT GCG CCG G
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1. Primerauswahl |:> 2. Ermittlung der I:> 3. In silico Platzierung der Primerbindesequenzen im
Amplifikatlangen Abstand ihrer Amplifikatlangen
Primer 1 fw
Primer 1 rw (a Primer 1 fw Primer2 fw | Spacer | AU TJsWNd Mg Jawld
_') NCBI bp 1 18|19 39/40 51|52 73[74 91
Primer 2 fw
Primer BLAST
Primer 2 rw
< eurofins <& eurofins 7
. Ausstrich auf LB
|:> 4. Fragmentsynthese |:> 5. !(Ionlerung der Sequenz |:> 6. Transformation in E. coli Ampicillin Agarplatte
° . in pEX-A2 Vektor
$% eurofins -/\,\/ ;
37°C/12h
8. Picken einer Kolonie, 9. Pelletisieren der 10. Plasmidpraparation 11. Restriktion des
Start einer FlUssigkultur Flussigkultur Inserts aus der MCS
_/ C]w i
Notl
37°C/12h
12. PCR mit Insert- :> 13. Gelektrophorese, DNA |:> 14. Messung der DNA :> 15. Errechnung der Kopienzahl und
flankierendem Primerpaar Extraktion aus der Bande Konzentration Anlegen einer Verdiinnungsreihe
'Y
Primer 1 fw =" 9 260 nm ﬁ U
Primer 2 rw E
- 108 107 106

Abbildung 9 Schematische Darstellung der Herstellung des synthetischen DNA-Kopienstandards fiir qPCR-Analysen. Das Verfahren ist im Text unter 2.15 néher erldutert.
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Am Folgetag wurde eine Kolonie gepickt, um eine neue Kultur in flissigem LB Medium (100 pg / mg
Ampicillin) zu starten. Nach 12 h Kultivierung bei 37 °C wurde das dicht bewachsene Nahrmedium fir
2 min bei 3.500 x g abzentrifugiert und das Pellet fur eine Plasmidpraparation mit dem E.Z.N.A.
Plasmid Miniprep Kit 1 (Peglab, Erlangen) eingesetzt. Um nun das synthetisierte Insert aus der MCS
des Vektors zu schneiden, wurden 0,5 pl der Plasmidpréparation mit 16 pl hochreinem Wasser, 2 pl
Restriktionspuffer 0 sowie 1,5 pl Enzym Notl (beides Thermo Fisher Scientific, St-Leon-Rot) zusam-
mengeflhrt und fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Zur Deaktivierung des Enzyms wurde der Ansatz an-
schlieflend fur 20 min auf 80 °C temperiert. Im Anschluss erfolgte eine PCR mit dem das klonierte In-
sert flankierenden Primerpaar A189R / M661R (Tabelle 27 und Tabelle 28), wobei eine Pfu Polymerase
(Thermo Fisher Scientific, St-Leon-Rot) mit besonders niedriger Fehlerrate gewéhlt wurde. Die PCR
startete mit einer initialen Denaturierung bei 95 °C flir 3 min, gefolgt von 30 Zyklen Denaturierung bei
95 °C/ 30 s, Annealing bei 57,6 °C / 30 s sowie einer Elongation bei 72 °C / 1 min. Die Amplifikation
endete mit einem finalen Elongationsschritt fiir 10 min bei 72 °C. Zur Aufreinigung wurde das komplet-
te PCR-Produkt auf ein 1% (w/v) TBE-Agarosegel aufgetragen und fir 45 min bei 100 V auftrennt,
wobei anhand eines mitgefiihrten DNA-Groenstandards ein 508 bp langes Fragment im Gel identifi-
ziert werden konnte. Nachdem dieses mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel geschnitten wurde, er-
folgte eine DNA-Extraktion aus dem Gelstiick mithilfe des GenElute™ Gel Extraction Kits (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim). Zur Herstellung einer Verdinnungsreihe mit dem Standard wurde
die Konzentration der DNA photometrisch bei 260 nm bestimmt (BioPhotometer Plus, Eppendorf AG,
Hamburg), sodass aufgrund der bekannten Amplifikatlange (508 bp) die Anzahl an Kopien / ul PCR-
Produkt tber folgende Gleichung ermittelt werden konnte (Godornes et al. 2007):

Kopien cpna X Np

Ml PCR- Produkt IAmplifikat X Mpol / bp

Cona = photometrisch ermittelten DNA-Konzentration in g / pul; Na = Avogadro-Konstante;
| ampiifikat = PCR-Amplifikatlange; My pp = durchschnittlichen Masse eines bp (Mol /bp)

Zur Berechnung der Kopienzahl wurde das Produkt aus der photometrisch ermittelten DNA-
Konzentration (Cpna) in g/ pl und der Avogadro-Konstante (Na) durch das Produkt der PCR-
Amplifikatlange (lampiifika) iN bp und der durchschnittlichen Masse eines bp (Mmor/ np) VOn 660 Da / bp
dividiert, sodass mit dem PCR-Produkt eine Verdiinnungsreihe von 10° bis 10? Kopien / pl in hochrei-

nem Wasser angelegt werden konnte.
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2.15.2 Evaluierung des entwickelten qPCR-Quantifizierungsstandards

Die Spezifitat der ausgewahlten Primersets sowie ihre Bindekapazitdt an dem entwickelten, syntheti-
schen DNA-Standard wurden tber eine PCR und anschlieBendem Amplifikatlangenvergleich mittels
Gelelektrophorese tiberpriift. Hierzu wurde fiir jedes Primerpaar eine PCR mit der 10° Kopien / pl Ver-
diinnung des Standards sowie eines Referenzstamms (Tabelle 27) durchgefihrt. Die PCR erfolgte bei
95 °C /5 min initialer Denaturierung und 40 Zyklen aus Denaturierung bei 95 °C / 15 s, Annealing bei
optimaler Schmelztemperatur des jeweiligen Primersets (Tabelle 27) fir 30 s und Elongation bei
72 °C/ 20 s. Eine finale Elongation bei 72 °C / 10 min beendete die Amplifikation. Die Spezifitat und
die Produktlangen der PCR wurden anschlieflend in einem 1 % (w / v) TBE Agarosegel (60 V fur 1,5 h)
bestétigt.

2.15.3 Durchfihrung der gPCR zur mikrobiellen Analyse der Reaktorproben
Samtliche gPCR-Analysen erfolgten als SYBR Green Assay in einem realplex? ep gradinet S

Mastercycler der Firma Eppendorf, Hamburg. Fir die Auswertung der Messergebnisse wurde die Soft-
ware realplex 2.2. aus der gleichen Firma hinzugezogen. Pro qPCR-Reaktion wurden 10 pl iQ™
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), jeweils 0,75 pl der Primer (Endkonzentration
400 mM) und 7 pl hochreines Wasser in den PCR-ReaktionsgefaRen (EasyStrip snap tubes, Thermo
Fisher Scientific, St-Leon-Rot) vorgelegt. Die Template-DNA des Standards bzw. der Reaktorproben
wurden zu 1,5 pl in die Deckeln der ReaktionsgefaRe pipettiert, wodurch aufgrund der visuellen Kon-
trolle ein deutlich préziseres Zugeben der DNA gewéhrleistet werden konnte. Anschlieend wurden die
Proben fur 1 min bei 2.204 x g zentrifugiert. Alle Verdiinnungsstufen und Fermenter DNA-Extrakte
wurden als Vierfach-Ansétze gemessen. Die gPCR erfolgte dabei bei 95 °C / 5 min initialer Denaturie-
rung und 40 Zyklen aus Denaturierung bei 95 °C / 15 s, Annealing bei optimaler Schmelztemperatur des
jeweiligen Primersets (Tabelle 27) fir 30 s und Elongation mit Fluoreszenzmessung bei 72 °C / 20 s.
Zur Analyse unspezifischer Fehlbindungen wurde eine Schmelzkurvenanalyse in 1 °C / min Schritten

von 65 - 95 °C angefugt.

Indem die Anzahl an Zyklen, die jede Verdiinnungsstufe des Standards bendtigte, um einen definierten
Fluoreszenzschwellenwert (cT-Wert ,,cycle threshold”) zu erreichen, gegen die bekannte Kopienanzahl
der jeweiligen Verdlnnungsstufen aufgetragen wurde, konnte eine Kalibriergerade errechnet werden.
Anhand dieser lassen sich nun die Zellzahlen der unbekannten Population in den Fermenterproben able-
sen. Zur Kontrolle wurde ferner die Effizienz E der Amplifikation tber die Steigung der Standardkurve
nach E = 10"/ 5%9" _1 sowie das BestimmtheitsmaR R? der aus den Verdiinnungsstufen konstruierten
Kalibriergeraden errechnet. Es ist zu erwéhnen, dass aufgrund der VVerwendung von Primersets auf Ord-
nungs- und Familienebene die variable Kopienanzahl der Zielgene einzelner Spezies nicht beriicksich-

tigt werden konnte, sodass eine Kopie des Standards als eine Zelle in der Reaktorprobe definiert wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Isolate aus der FBGA des DBFZ

Zur néheren Untersuchung der Kohlenstofffliisse im Fermenter der FBGA des DBFZ, Leipzig, wurden
verschiedene methanogene und bakterielle Spezies isoliert. Mithilfe analytischer Methoden wie dem
Einsatz stabiler Isotope wurden mdgliche mikrobielle Interaktionen und Substratflisse anhand von
Rein- und Mischkulturansatzen untersucht. Der Schwerpunkt lag dabei auf den Kohlenstofffliissen ent-
lang der letzten Stufe des anaeroben Abbaus, der Methanogenese. Daher wurde das Wachstum bakteri-
eller Isolate gezielt nur auf Substraten erprobt, die auch von methanogenen Archaea genutzt werden
kdnnen, sodass auch etwaige Konkurrenzen oder Symbiosen festgestellt werden konnten. Ziel war es,
ein besseres Verstandnis der prozessbedingten isotopischen Verianderungen (8**C (CH,)) im Biogas zu
erlangen und damit die Mdglichkeiten einer online Isotopenuntersuchung als einen neuen Monitoring-
Parameter zur Uberwachung des Fermentationsprozesses in Biogasanlagen zu evaluieren. Um die Be-
deutung und den Verlauf des methylotrophen Stoffwechselpfades ausgehend von Methanol zu identifi-
zieren wurden ferner mit Pektin und 3-O-Methylglucose Substrate angeboten, die als mogliche Quellen

von Methanol im Reaktor vorliegen kénnten. Einen ersten Uberblick tiber die Isolate gibt Tabelle 29.
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Tabelle 29 Uberblick tiber die Isolate aus der Forschungsbiogasanlage des DBFZ, Leipzig und ihrer Stoffwechselprodukte bei ausgewihlten Substraten, die zur Untersuchung der Kohlenstofffliisse um
das Substrat Methanol relevant erschienen.
3-0O-MGI = 3-O-Methylglucose; M/DMa = Mono- bzw. Dimethylamin; + = Wachstum verzeichnet; *in Kokultur mit hydrogenotrophen methanogenen Archaeen.

Isolat Néachster Verwandte_r nach Identitat | Substrate Produkte
16S rRNA Genabgleich (NCBI) CO, | CH, | Formiat/H, | Methanol | Essigsdure Butterséure Laktat
Mbf1 Methanobacterium formicicum MF 100% |H,/CO;, +
(DSM1535") Formiat + +
Mscl Methanosarcina mazei S-6 100 % | Methanol + +
(DSM2053") H,/ CO, +
Acetat + +
M/DMa + +
ButMetl | Butyribacterium methylotrophicum 100 % | Methanol + + +
Stamm Marburg (DSM34687) H,/ CO, + +
Formiat + +
Glucose + + +
DesRuml | Desulfotomaculum ruminis DL 100 % | Methanol +
(DSM2154) H,/ CO, +)
Acetat +
Formiat +
Laktat +
Pektin +
TepAcl Tepidanaerobacter acetatoxydans 99 % Methanol + +
Rel’ (DSM21804) oder T1 H,/ CO, +
Acetat * +*
Pektin + +
3-0-MGl + +
Glucose + +
Cystein + +
StrepBovl | Streptococcus bovis Gruppe 99 % Pektin + + +
3-0-MGlI + + +
Glucose + + +
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3.1.1 Hydrogenotroph: Isolat Methanobacterium formicicum Mbfl

Mit Methanobacterium formicicum Mbfl konnte ein obligat hydrogenotrophes, methanogenes
Archaeon isoliert werden, indem zur Isolierung Formiat als singuldre C-Quelle angeboten wurde. Die
Identifizierung erfolgte Ober eine beidseitige Sequenzierung der 16S rRNA Gensequenz mit den Pri-
mern Met86f und Arl530r (Tabelle 14), sodass eine 1444 bp Sequenz rekonstruiert und mit der Genda-
tenbank des NCBI verglichen werden konnte. Dies ergab eine 100 % Sequenzidentitiat mit Methanobac-
terium formicicum Stamm MF (DSM1535"). Die héchsten Wachstumsraten konnten bei 39 °C und
180 rpm unter 2 bar H, / CO,-Gasatmosphére verzeichnet werden, sodass nach 2 - 3 Tagen bereits dich-
te Kulturen erreicht werden konnten. Je nach Wachstumsphase der stdbchenformigen, etwa
5-8 um langen Kulturen konnte eine Formation von Ketten beobachtet werden (Abbildung 10). Eine
Kultivierung war auf den C-Quellen H,/ CO, und Formiat méglich. Acetat konnte als alleiniges Sub-
strat nicht verwertet werden, begiinstigte jedoch das Wachstum auf den zuvor genannten C-Quellen.

Abbildung 10 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Isolates Methanobacterium formicicum Mbf1.
Oben links ist ein sich teilendes Stabchen dargestellt. Der Mafstab entspricht 5 um.

3.1.2 Mixotroph: Isolat Methanosarcina mazei Mscl

Durch das Angebot von Methanol als selektiver C-Quelle konnte das Isolat Methanosarcina mazei
Mscl aus der Reaktorprobe isoliert werden. Die DNA-Isolierung und Amplifizierung eines 1444 bp
langen Fragments des 16S rRNA Gens ergab bei der Sequenzierung eine 100 % Sequenziibereinstim-
mung zu Methanosarcina mazei Stamm S-6 (DSM2053"). Die etwa 3 - 8 um groRen, unregelmaBigen
Kokken traten zu allen Wachstumsphasen in bis zu 2 mm umfassenden, mehrdimensionalen Zellaggre-
gaten auf, die bereits mit dem Auge zu erkennen waren (Abbildung 11). Ein Wachstum konnte auf den
Substraten H,/ CO,, Acetat, Mono- bzw. Dimethylamin sowie mit Methanol erzielt werden
(Tabelle 29), wobei die héchsten Zelldichten bei methylotrophen Wachstum festzustellen waren. Hier
konnte bereits nach zwei Tagen eine dicht bewachsene Kultur erhalten werden. Die Zugabe von Hefeex-
trakt steigerte die Wachstumsrate dartiber hinaus deutlich, erhdhte jedoch auch die Anfalligkeit gegen-

Uber bakteriellen Infektionen.
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Abbildung 11 Hellfeldmikroskopische Aufnahmen des Isolates Methanosarcina mazei Mscl. Es ist eine deutliche Bildung von
Zellpaketen zu sehen, die sich aus bis zu mehreren hundert Einzelzellen zusammensetzen kénnen.
Der Maf3stab in den Bildern entspricht jeweils 5 pm.

3.1.3 Methylotroph und homoacetogen: Isolat Butyribacterium methylotrophicum ButMetl
Indem methanogenes Wachstum durch die Zugabe von 50 mM BES zur Isolierung methylotropher Bak-
terien unterbunden wurde, konnte nach rund acht Wochen selektiven Angebots von Methanol eine
Reinkultur des Isolates Butyribacterium methylotrophicum ButMetl erhalten werden. Ein NCBI Genda-
tenbank-Sequenzabgleich eines 1536 bp langen Amplifikates der 16S rDNA Gensequenz ergab eine
100 % Ubereinstimmung mit Butyribacterium methylotrophicum Stamm Marburg (DSM3468). Die
Morphologie des etwa 2 -3 um langen, Gram-positiven Bakteriums erscheint unter dem Mikroskop
hdchst variabel. So sind einzelne als auch mehrere (ibereinander gelagerte, verzweigte oder verbundene
Stabchen in unterschiedlich gebogener oder rundlicher Form zu identifizieren. Zellwachstum konnte auf
den Substraten Glucose, Methanol, Formiat sowie H, / CO, festgestellt werden, wobei die Zugabe von
Acetat das Wachstum zusatzlich begunstigte, jedoch nicht als alleinige Energiequelle verwertet werden
konnte. Je nach C-Quelle wurde eine Bildung von CO,, Acetat sowie Buttersdure gemessen
(Tabelle 29). Im Reaktor nimmt damit das Isolat ButMet1 die Rolle eines Homoacetogenen ein, der die
gleichen C1-Substrate wie viele methanogene Archaeen fermentieren kann.

3.1.4 Sulfatreduzierend und acetatoxidierend: Isolat Desulfotomaculum ruminis DesRum1

Ein Gram-negatives, sulfatreduzierendes Bakterium wurde mit Desulfotomaculum ruminis DesRum1l
durch Angebot von H, / CO, isoliert. Ein Sequenzabgleich nach einer beidseitigen Sequenzierung eines
1536 bp langen, 16S rRNA Genabschnittes ergab eine 100 % Ubereinstimmung mit Desulfotomaculum
ruminis Stamm DL (DSM2154). Im Mikroskop lassen sich dabei etwa 2 - 4 um lange, stabchenférmige
Bakterien beobachten, die haufig in langeren Ketten miteinander verbunden sind. In Anwesenheit von
Sulfat als Elektronenakzeptor zeigte das Isolat auf Methanol, Formiat sowie auf Laktat eine deutliche
Bildung von Acetat. Bein Wachstum mit H, / CO, konnte nur eine geringe Entstehung von Acetat de-
tektiert werden. Zudem wurde in Anzuchten auf Acetat oder Laktat eine Freisetzung von CO, gemessen.

Insofern kann das Isolat DesRuml im Reaktor sowohl zur Bildung von Acetat als auch zu dessen Oxi-
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dation beitragen und hat damit ebenfalls ein ahnliches Substratspektrum wie viele methanogenen
Archaea in der Biogasanlage.

3.1.5 Syntroph acetatoxidierend: Isolat Tepidanaerobacter acetat-oxydans TepAcl

Auf der Suche nach einem syntroph acetatoxidierenden Stamm konnte Tepidanaerobacter acetatoxy-
dans TepAcl isoliert werden. In der Regel kann die Oxidation von Acetat nur in Kokultur mit einem H,
zehrenden, methanogenen oder sulfatreduzierendem Organismen erfolgen. Da jedoch der Erhalt einer
Reinkultur angestrebt worden war, erfolgte die Isolierung Uber ein selektives Angebot der C-Quelle
Cystein, die bereits als Substrat vieler syntroph acetatoxidierend Spezies beschrieben worden war
(Westerholm et al. 2011, 2010; Hattori et al. 2000; Schnurer et al. 1996). Uber einen Abgleich eines
1199 bp Fragmentes der 16S rRNA Gensequenz konnte dabei eine 99 % ldentitat zu Tepidanaerobacter
acetatoxidans Stamm Rel" (DSM21804") festgestellt werden. Beide Stdimme konnten erstmals 2011
aus einem Laborfermenter isoliert werden (Westerholm et al. 2011). Die Morphologie des Gram-
positiven Isolates erscheint stabchenférmig bei etwa 1 um Lange. Neben Cystein konnte Wachstum auf
den Substraten Methanol, H, / CO, und Glucose beobachtet werden. Zur Untersuchung der Methanol-
Entstehung im Reaktor wurde das Isolat dariiber hinaus erfolgreich auf Pektin und 3-O-Methylglucose
(Abbildung 8) kultiviert, wobei ein sehr dichtes Wachstum, jedoch keine Bildung von Methanol nach-
gewiesen werden konnte. Bei allen getesteten Substraten entstand Essigsaure im N&hrmedium. Zudem
konnte TepAcl in Kokultur mit Methanobacterium formicicum DSM1535" auf Acetat kultiviert wer-
den, wobei vorwiegend CH,, aber auch geringe Konzentrationen an CO, in der Gasphase detektiert

werden konnten.

3.1.6 Pektinolytischer Methanol-Lieferant: Isolat Streptococcus bovis StrepBov1l

Zur Untersuchung, wie Methanol in Biogasanlagen entstehen kann, wurde mit dem Stamm StrepBovl
eine Reinkultur isoliert, welche die an die Polygalacturonsaureketten von Pektin veresterten Methoxyg-
ruppen abspalten und dadurch Methanol freisetzen kann. Die Isolierung erfolgte unter Angebot der C-
Quelle Pektin und einem Anlegen mehrstufiger Verdinnungsreihen. Hierbei konnte sich das Isolat auf-
grund einer sehr schnellen Wachstumsrate zunehmend durchsetzen. Ein Abgleich einer 1446 bp langen
DNA-Sequenz mit der Gendatenbank des NCBI ergab mehrere Treffer mit 99 % Ubereinstimmung zu
verschiedenen Stdmmen von Streptococcus bovis. Die oval bis rundlichen, teilweise in Ketten assoziier-
ten Zellen des Gram-positiven Isolates konnten erfolgreich auf Cellulose, D-Xylose, Arabinose, Gluco-
se, Manose, Galactose, Starke, Rhamnose sowie Laktose unter Bildung von Laktat, Acetat und CO,
kultiviert werden. Ferner konnte in Anzuchten auf Pektin bzw. 3-O-Methylglucose die Entstehung von
Methanol nachgewiesen werden. Abbildung 12 zeigt dabei die durchschnittliche Freisetzung von Me-
thanol dreier paralleler Anzuchten in Nahrmedium mit 5 g / | Pektin. Wéhrend in den als Kontrolle mit-
gefiihrten, unbeimpften Pektinndhrmedien auch nach mehreren Wochen kein Methanol nachzuweisen
war, konnte in den Kulturen mit Strepbovl bereits 30 min nach der Beimpfung rund 0,04 g / | Methanol

gemessen werden. Ein deutlicher Anstieg der Methanolkonzentration konnte zwischen 4 - 6 h Kultivie-
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rung detektiert werden, wobei im weiteren Zeitverlauf nur noch eine geringfiigige Zunahme festzustel-
len war. Das Isolat war damit offenbar in der Lage, innerhalb von 6 h nahezu alle veresterten Methoxy-
gruppen an den Galacturonsdureketten des Pektins zu I6sen und Methanol als Substrat fiir methylotro-
phe Spezies bereitzustellen. Die Firma Sigma Aldrich, Steinheim, gibt fur das eingesetzte Pektin C (Art.
Nr. P9135) einen Massenanteil von 6,7 % Methoxygruppen im Trockengewicht an, sodass bei der ein-
gesetzten Menge von 5 g / | Pektin in den N&hrmedien rund 0,335 g/ | Methoxygruppen vorliegen. Die-
se Konzentration stimmt auch weitestgehend mit der gemessenen Menge an Methanol gegen Versuchs-
ende Uberein und bestétigt die schnelle Freisetzung von Methanol durch das Isolat StrepBov1 auf Pek-

tin.
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Abbildung 12 Entstehung von Methanol bei der Kultivierung des Isolates StrepBovl auf Ndhrmedium DSM 287-
mod (Tabelle 9) mit 5 g/ | Citrus-Pektin (Veresterungsgrad ca. 70 %) innerhalb von 24 h. Die Pro-
benentnahme fur den Zeitpunkt O erfolgte direkt nach dem Beimpfen der pektinhaltigen Néhrme-
dien. Die Fehlerbalken indizieren die Schwankungsbreite.
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3.2 Nachweis methanogener Stoffwechselwege tber Isotopenanalysen

3.2.1 Substratspezifische "*C (CH4)-Werte von Reinkulturen
Fir eine erste Interpretation der an der Forschungshiogasanlage des DBFZ im Biogas gemessenen 1Iso-
topenverhiltnisse (5"°C (CH,)) wurde die Isotopenfraktionierung verschiedener Reinkulturen unter An-
gebot einer spezifischen C-Quelle untersucht. Dabei sollte ermittelt werden, ob der hydrogenotrophe,
acetoklastische sowie methylotrophe Methanogeneseweg anhand der Isotopensignatur im entstehenden
CH, voneinander unterschieden werden kdnnen, sodass der aktuelle Anteil der drei Reaktionspfade im
Reaktor (ber eine Isotopenmessung des Biogases ermittelt werden kann. Tabelle 30 stellt die in einem
Zeitraum von 7 - 21 Tage gemessenen, durchschnittlichen 8**C (CH,)-Werte verschiedener Reinkultu-
ren bei Anzucht auf einer spezifischen C-Quelle dar.
Tabelle 30 Organismus- und substratspezifisches Isotopenverhaltnis im CH,, dargestellt als durchschnittliche §*3C
(CH,)-Werte inkl. Schwankungsbreite verschiedener methanogener Reinkulturen wahrend eines mehr-

tagigen Beprobungszeitraumes.Die Anzucht erfolgte in modifizierten DSMZ-Nahrmedien (Tabelle 9)
mit je einer spezifischen C-Quelle.

13
Organismus C-Quelle N&hrmedium 60 C (CH,)
[/)OVPDB]
Methanobacterium formicicum Mbfl H,/CO, DSM287-mod -53+5
Methanoculleus bourgensis DSM3045"  H,/ CO, DSM287-mod 56 + 6
Methanobacterium formicicum Mbfl Formiat DSM287-mod 48+ 4
Methanosaeta concilii Mst1.3 Acetat DSM334-mod 42 +1
Methanosarcina mazei Mscl Acetat DSM334-mod 42 +4
Methanosarcina mazei Mscl Methanol DSM318-mod -99+1

Bis auf Methanoculleus bourgensis DSM3045", welcher urspriinglich aus Klarschlamm isoliert wurde
(Ollivier et al. 1986), wurden nur Isolate aus Biogasanlagen untersucht. Die Ergebnisse zeigzen eine je
nach eingesetztem Substrat unterschiedliche Isotopensignatur, sodass insgesamt eine Methanogenese-
weg-spezifische Isotopenfraktionierung festzustellen war. Insbesondere die Isotopensignatur der methy-
lotrophen Methanogenese von Methanosarcina mazei Mscl war aufgrund der stirksten Fraktionierung
mit 5"°C (CH4) ~ -99 %o deutlich von den beiden anderen Reaktionswegen zu unterscheiden. Die héchs-
te Anreicherung von *CH, konnte in den Reinkulturansatzen von Methanosarcina mazei Mscl sowie
Methanosaeta concilii Mst1.3 auf Acetat gemessen werden. Dabei zeigten beide Spezies im Schnitt mit
8"°C (CH,) = -42 %o die gleichen Isotopensignaturen wihrend der acetoklastischen Methanogenese. Die
8"C (CH,)-Werte des hydrogenotrophen Methanogeneseweges aus H, / CO, wiesen im Versuch hierzu
ein um mehr als 10 %o stéirker fraktioniertes Isotopenverhiltnis auf. Ferner unterschied sich die Signatur
geringfligig zwischen den beiden Spezies Methanoculleus bourgensis und Methanobacterium formici-
cum. Im Vergleich zu H, / CO, war zudem fiir die hydrogenotrophe Methanogenese aus Formiat eine

etwas geringe Diskriminierung des schwereren Kohlenstoffisotopes im CH, zu messen. Es lasst sich
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daher zusammenfassen, dass die drei Methanogenesewege grundsétzlich anhand ihrer Isotopensignatur
im CH, zu unterscheiden sind, wobei 3**C (CH,)-Werte im Biogas um 48 - 56 %o auf eine hydrogenot-
rophe, um 42 %o auf eine acetoklastische sowie bei etwa -99 %o auf eine methylotrophe Methanogenese

hinweisen konnten.

3.2.2 Substratspezifische §'°C (CH,4)-Werte in Batchreaktoren

Vergleichend zu der Betrachtung der "3C (CH,)-Werte einzelner Spezies und C-Quellen wurde zusétz-
lich die Isotopenfraktionierung der gesamten Fermenter-Mikrobiologie in Batchansatzen betrachtet.
Dabei galt es herauszufinden, ob die zuvor bei Reinkulturen festgestellten, Methanogeneseweg-
spezifischen Isotopenverhaltnisse auch in selektiven Nahrmedien zu messen sind, welche mit zuvor
ausgehungerten Reaktorproben beimpft worden waren. Dadurch lagen neben einer Vielzahl methanoge-
ner Archaeen auch mit diesen interagierende Bakterien in den Ansétzen vor. Ihr Einfluss auf die Isoto-
pensignatur wurde stellvertretend anhand des Substrates Acetat untersucht, indem in einer parallelen
Reihe zusatzlich Antibiotika in die Nahrmedien gegeben wurden, um so beispielsweise eine syntrophe
Acetatoxidation zu hemmen. Abbildung 13 zeigt hierbei die in einem Zeitraum von einer Woche ge-
messenen &°C (CH,)-Werte aus mit Reaktorsubstrat beimpften Batchansatzen unter Angebot einer der
C-Quellen H, / CO,, Acetat oder Methanol.
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Abbildung 13 Messung substratspezifischer 5'3C (CH,)-Werte in Batchansitzen mit 5 % Reaktorsubstrat in
DSM287-mod Néhrmedium (Tabelle 9) mit einer selektiven C-Quelle (Tabelle 18). Reprasentativ
fir die drei Methanogenesewege (hydrogenotroph, acetoklastisch und methylotroph) wurde je ein
Substrat (H,/ CO,, Acetat oder Methanol) angeboten und das Isotopenverhiltnis §**C (CH,) im
Biogas bestimmt.

Es zeigte sich, dass je nach verfligbarem Substrat deutliche Variationen in der CH,-Isotopensignatur der
der Batchansatzen auftraten. Dabei dhnelte zundchst der 5"°C (CH,)-Wert von -54 %, in den Ansétzen

mit H, / CO, den zuvor bei den Spezies Methanoculleus bourgensis DSM3045" und Methanobacterium
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formicicum Mbfl (Tabelle 30) ermittelten Isotopenverhaltnissen. Im weiteren Verlauf (Tag 4) war im
CH, der Reaktoransitze eine zunehmende Anreicherung von **C zu detektieren, wahrend die Isotopen-
signatur der hydrogenotrophen Reinkulturen durchgehend konstante §'*C (CH,)-Werte gezeigt hatten.
Wurde Acetat als singuldre C-Quelle angeboten, war zu Beginn kaum ein isotopischer Unterschied zu
den parallelen Ansatzen mit Antibiotika zu identifizieren. So waren mit 3'3C (CH,)-Werten bei -44 %o
zundchst nur minimal abgereichertere Isotopenverhéltnisse wie in der ebenfalls auf Acetat kultivierten
Reinkultur von Methanosaeta concilii Mst1.3 zu messen (Tabelle 30). Dabei war der Einfluss der Anti-
biotika auf den mikrobiellen Abbau von Acetat erst ab Tag 4 in der Isotopie festzustellen. Ab diesem
Zeitpunkt ist in diesen Ansétzen ein deutlicher Trend der "3C (CH,)-Werte in Richtung der Isotopen-
signatur der hydrogenotrophen Methanogenese zu beobachten, sodass an Tag 7 Uber 6 %o abgereicherte-

re 5"3C (CH,)-Werte als in den Parallelen ohne Antibiotika zu messen waren.

Im Gegensatz zu den 8*C (CH,)-Werten um -99 %o, welche fiir das Isolat Methanosarcina mazei Mscl
bei Angebot von Methanol zu messen waren (Tabelle 30), zeigte die Isotopensignatur der Reaktoranrei-
cherungen mit selbiger C-Quelle §*C (CH,)-Werte um -42 %o wéhrend der ersten beiden Messtage.
Diese entsprachen damit vielmehr der Isotopensignatur des acetoklastischen Isolates Methanosaeta con-
cilii Mst1.3 (Tabelle 30). Ab Tag 4 kam es hingegen in den Ansatzen mit Methanol zu einer deutlichen
Abreicherung des schweren C-Isotopes im CH,, sodass zu Versuchsende ein 8**C (CH4)-Wert von rund

-57 %o nachzuweisen war.

3.2.3 Futterungsbedingte Isotopenfraktionierung im DBFZ Forschungsfermenter

Mit einem an der Gasleitung des 207 m3® Forschungsreaktors installierten Laser Absorptionsspektrome-
ter wurden {ber einen mehrmonatigen Zeitraum die Isotopenverhaltnisse 8**C (CH,) im Biogas aufge-
zeichnet. Bei einem Messintervall von 20 s war es dadurch maoglich, selbst kurzzeitige Schwankungen
der 8°C (CH,)-Werte, die insbesondere nach Fiitterungsintervallen auftraten, zu detektieren. Um den
Einfluss der Raumbelastung auf die Mikrobiologie und die Isotopie des Biogases zu untersuchen, wur-
den wahrend des Versuchszeitraumes verschiedene Fltterungsszenarien getestet, wobei Raumbelastun-
gen zwischen 0,4 - 13,5 kgqrs / (M x d) erreicht wurden. Abbildung 14 zeigt die mittleren 5"°C (CHy)-
Werte pro Tag in einem 90-tdgigen Zeitraum bei unterschiedlicher Substratzufuhr. Zusétzlich ist in
stiindlichem Intervall das mittlere Isotopenverhéltnis wéhrend der ersten drei Versuchstage (Tag 0 - 2)
aufgefuhrt (Abbildung 15).
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Abbildung 14 Online Isotopenmessung im Biogas an der Forschungsbiogasanlage des DBFZ unter variierenden
Raumbelastungen (OLR). Dargestellt sind die mittleren §*3C (CH,)-Werte in %o pro Tag.
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Abbildung 15 Mittlere 8**C (CH,)-Werte in %o pro Tag pro Stunde in einem Zeitraum von 72 h im Biogas des
Forschungsreaktors. Griin markiert sind die Zeitpunkte der Substrateinbringung in den Fermenter.

Die tagesdurchschnittlichen 3'*C (CH,)-Werte im Biogas des Forschungsreaktors bewegten sich im
Untersuchungszeitraum zwischen -51,0 und -58,5 %0 und zeigten dabei eine hohe Dynamik
(Abbildung 14). Diese scheint in einem Zusammenhang mit der aktuellen Raumbelastung zu stehen, da
abgereichtere 8'°C (CH,)-Werte sowohl bei einem sehr hohem, (OLR > 10 kgyrs / (m? x d)) als auch bei
einem verminderten Substratinput (OLR < 3 kgors / (m® x d)) auftraten. Dies ist insbesondere wéhrend
der beiden ,,Hungerperioden* zwischen Tag 18 und 25 sowie ab Tag 80, wie auch wahrend der Stol3be-
lastung zwischen Tag 73 und 76 bei bis zu 14 kgors / (M3 x d) Substratzufuhr, zu sehen. Die starkste

Anreicherung von *CH, ist hingegen wahrend der ersten beiden Analysewochen zu beobachten, wobei



Ergebnisse 70

bei einer Raumbelastung zwischen 4,7 - 6,8 kgors / (M3 x d) §"°C (CH,)-Werte bis -51,0 %o gemessen
wurden. Auch in der stiindlichen Auflésung der Isotopensignatur wéhrend der ersten drei Versuchstage
(Abbildung 15) ist eine hohe Varianz im Isotopenverhéltnis von CH,; zu beobachten. Dabei konnten
8"°C (CH,)-Werte zwischen -49,8 und -53,0 %o detektiert werden, welche offenbar in einem signifikan-
ten Zusammenhang mit der Substrateinbringung standen. So konnte nach jeder Fitterung, die taglich
gegen 02:00 h nachts erfolgte, ein deutlicher Riickgang an **CH, verzeichnet werden, wobei sich die
8'*C (CH,)-Werte im Schnitt innerhalb von vier Stunden von -50 auf -53 %o verschoben haben. An-
schlieffend kam es zwischen 08:00 — 13:00 h zu nahezu keiner Veranderung im Isotopenverhéltnis. Erst
im weiteren Tagesverlauf konnte wieder eine fortschreitende Anreicherung von **CH, im Biogas nach-

gewiesen werden, welche bis zum néchsten Fltterungsereignis zunahm.

3.3 Untersuchung neuartiger Stofffltsse von C und H,

3.3.1 Acetat: Methanogene Reduktion der Carboxylgruppe von Acetat

Wahrend der acetoklastischen Methanogenese entstehen in gleichen Anteilen CH, und CO,. Aufgrund
der Tatsache, dass die wéhrend der online Analyse ermittelten Isotopenverhéltnisse im Bioreaktor
(Abbildung 14 und Abbildung 15) durchweg eher im Bereich der Isotopensignatur der hydrogenotrophen
Methanogenese auftraten (Tabelle 30), wurden die Kohlenstoffflisse der acetoklastischen Methanogene-
se noch einmal néher untersucht. Durch die Verfugbarkeit von H, in Biogasanlagen wurde vermutet,
dass das freiwerdende CO, iiber eine anschliefende hydrogenotrophe Methanogenese zusétzlich genutzt
werden koénnte. Neben einer erhdhten Ausbeute an CH, pro Molekil Acetat wirde dies in Hinblick auf
das online Isotopenmonitoring zu einer Mischsignatur aus der isotopisch stérker fraktionierenden
hydrogenotrophen, sowie der das Isotop **C weniger diskriminierenden, acetoklastischen Methanogene-
se fiihren. Infolge dessen wiirden abgereichertere §°C (CH,)-Werte im Biogas gemessen werden. Um
dies zu untersuchen, wurden zwei Experimente mit Rein- und Mischkulturen bei Angebot von *-*C
Acetat und H, durchgefihrt.

Abbildung 16 zeigt die 8**C (CH,)-Werte fiir CH, sowie CO, in Reinkulturanzuchten von Methanosar-
cina mazei Mscl in mit *-**C Acetat markiertem Nahrmedium DSM334-mod (Tabelle 9). Wahrend in
den Kontrollansatzen 1 bar N, als Gasphase angeboten wurde (rote Graphen), lag in den Parallelen ein
Gemisch aus 50% H, und 50 % N, vor (blaue Graphen).
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Abbildung 16 Isolat Methanosarcina mazei Mscl reduziert die wéhrend der acetoklastischen Methanogenese frei-
werdende Carboxylgruppe in Gegenwart von H, zu CH,4. Im Versuch wurde Mscl in acetathaltigen
Nahrmedium DSM334-mod (Tabelle 9) mit 5 % CH5"COO™ (*-*C Acetat) unter N, (rot) bzw. H,
(blau) Gasatmosphére kultiviert, um den Verbleib der Acetat-Carboxylgruppe anhand der Isotopen-
verhaltnisse 8**C im entstehenden Biogas (CH, und CO,) zu untersuchen.

Aufgrund der Zugabe von Acetat mit **C markierter Carboxylgruppe zeigten alle Ansétze eine hohe
Anreicherung von **CO; in der Gasphase der KulturgefaRe, welche vor allem in den ersten 13 Tagen der
Beprobung signifikant zunahm. Dies konnte insbesondere in den Anzuchten unter N,-Gasatmosphéare
beobachtet werden, wobei §"3C-Werte im CO, mit bis zu +2.670 %o gemessen wurden. Herrschte H, in
der Gasphase vor, lagen die ermittelten 3'*C-Werte fiir CO, hingegen deutlich niedriger, wobei an Tag
23 die stérkste Anreicherung mit +1.415 %o gemessen werden konnte. Letztere Anzuchten zeigten dari-
ber hinaus eine im Zeitverlauf zunehmende Anreicherung von *CH, in der Gasphase, die gegen Ver-
suchsende §"*C-Werte von bis zu +836 %o im CH, erzielten. Dabei konnte zunachst eine im Vergleich
zu der Konzentration an **CH, rund viermal héhere Anreicherung an ¥C0, zwischen Tag 7 und 13 ver-
zeichnet werden. Demnach wadre zundchst die Carboxylgruppe von etwa jedem vierten Molekil Acetat,
das wéhrend der acetoklastischen Methanogenese umgesetzt worden war, zusatzlich hydrogenotroph zu
CH, reduziert worden. Wihrend die 8=°C (CO,)-Werte der Ansétze mit H,-Gasphase im weiteren Ver-
suchsverlauf zundchst nahezu konstant, dann zunehmend sogar abgereicherter auftraten, nahm die Men-
ge an *CH, fortlaufend zu, sodass eine verstarkte hydrogenotrophe Methanogenese aus dem CO, von
Acetat vermutet werden konnte. Im Gegensatz dazu liel sich in den Parallelen mit N,-Gasatmosphare
keine Isotopenmarkierung aus dem Acetat im CH, wiederfinden. Diese zeigten wahrend des gesamten
Versuchszeitraumes nahezu gleichbleibende 813C-Werte filr CH, um etwa -42 %o, sodass eine darauffol-

gende, hydrogenotrophe Methanbildung ausgeschlossen werden kann.

Ob diese Reaktion auch zwischen verschiedenen methanogenen Spezies erfolgen kann, wurde zusatz-

lich in Mischkulturansétzen aus dem obligat acetoklastischen Isolat Methanosaeta concilii Mst1.3 und
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einem hydrogenotrophen Archaeon Methanobacterium formicicum Mbfl bzw. Methanoculleus bour-
gensis DSM3045" untersucht. Um zunéchst eine Anreicherung des deutlich langsamer wachsenden Me-
thanosaeta concilii Isolates und damit eine Bildung von CO, in den Ansétzen zu ermdglichen, erfolgte
die Zugabe der hydrogenotrophen Spezies erst ab Tag 29. Zu diesem Zeitpunkt konnte bereits eine deut-
liche Anreicherung von **CO, in den KulturgefaRen gemessen werden, wobei 5°C (CO,)-Werte von bis
zu +2.011 %o gemessen werden konnten (Abbildung 17).
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Abbildung 17 §**C (CO,) und §*C (CO,) von Mischkulturen mit dem acetoklastischen Isolat Methanosaeta conci-
lii und den hydrogenotrophen Stammen Methanobacterium formicicum Mbfl (Mbf.) bzw. Methano-
culleus bourgensis DSM3045" (Mcul.) unter Angebot von Acetat (5% CH3**COO) und einer Gas-
atmosphare von 50% H, und 50 % N,.

Bis Tag 29 wurde Methanosaeta concilii alleine kultiviert. An Tag 29 und Tag 40, im Diagramm mit
Pfeilen markiert, wurden hydrogenotrophen methanogenen Spezies zu 5 % Inokulum hinzugegeben.

Mit der Zugabe der hydrogenotrophen Archaeen kam es nur noch zu einem geringfuigigen Anstieg der
8"C (CO,)-Werte. Dabei konnte in den Kokulturen mit Methanobacterium formicicum Mbfl bereits
eine Zunahme an **CH, nachgewiesen werden. Aufgrund des zunéchst schlechten Wachstums von Me-
thanoculleus bourgensis DSM3045" in den Mischkulturansitzen wurden beide hydrogenotrophen Spe-
zies an Tag 40 erneut zu Methanosaeta concilii Mst1.3 beimpft. Kurz darauf konnte ein signifikanter
Anstieg der 5"°C (CH,4)-Werte auf rund +500 %o in beiden Mischkulturansitze nachgewiesen werden,

wohingegen zeitgleich die Konzentration an **CO, deutlich zuriickging.

Infolgedessen erscheint eine an die acetoklastische Methanogenese gekoppelte hydrogenotrophe Metha-
nogenese tber einen passiven CO,-Transfer von strikt acetoklastischen an hydrogenotrophen Archaea
hdchst wahrscheinlich, sodass je nach H,-Partialdruck hohere Methanausbeuten pro Molekil Acetat
erwartet werden kénnen. In der Folge werden dadurch abgereichertere 3**C (CH,)-Werte in der FBGA

gemessen, welche néher an der Isotopensignatur der hydrogenotrophen Methanogenese liegen.



Ergebnisse 73

3.3.2 Formiat: Einfluss von H, auf die Stéchiometrie des Formiatabbaus

Der Einfluss von H, auf die Stdchiometrie methanogener Reaktionspfade wurde zusétzlich auch an der
hydrogenotrophen Methanogenese ausgehend von Formiat untersucht. Diese erfordert ohne externen H,
vergleichsweise hohe Mengen an Substrat fur die Bildung eines CH,-Molekiils bei gleichzeitiger Frei-
setzung der dreifachen Menge an CO,. Externer H,, der nicht aus dem Formiat selbst stammt, kénnte
die Stochiometrie daher zugunsten einer htheren CH,-Ausbeute pro Molekiil Formiat verschieben. Zur
Untersuchung dieser Hypothese wurde zunéchst tber Reinkultur-Experimente mit Methanobacterium
formicicum Mbfl untersucht, ob das Isolat H, nur aus Formiat selbst, oder auch aus der Gas- sowie
Flissigphase entnehmen und dadurch die Carboxylgruppe des Formiat reduzieren kann. Hierflr wurde
2H-Formiat, doppelt deuterierte Ameisenséure, eine ’H, Gasatmosphére oder 2H,0 in den Anzuchten
eingesetzt, sodass der Fluss von H* und e zu CH, anhand der Isotopensignatur im Biogas analysiert
werden konnte (Tabelle 31).

Tabelle 31 §°H (CHy)-Werte in %ovsmow paralleler Kulturen von Methanobacterium formicicum Mbfl unter An-
gebot von 6,89/l Formiat (in DSM287-mod, Tabelle 9) als selektiver C-Quelle und Zugabe
deuterierter Verbindungen zur Untersuchung der Herkunft des H, in CH, wahrend der hydrogenotro-
phen Methanogenese mit Formiat.

’H-Markierung -/- (Kontrolle) HCOONa HCOO®H 2H, ’H,0

5?H (CHa) [%0 vsmow] ~ -530 -317 +99 +2.024 +25.641

Die Isotopenverhaltnisse im CH, (Tabelle 31) bestétigten die Vermutung, dass H, wéhrend der Metha-
nogenese aus Formiat sowohl aus diesem selbst, als auch von externen Quellen wie der Gas- und Flus-
sigphase auf die Carboxylgruppe von Formiat Ubertragen werden kann. In der Kontrolle wurde kein
isotopisch markiertes Formiat eingesetzt, weshalb in diesen Ansétzen die stérkste Fraktionierung ge-
messen werden konnte. Durch eine Deuterierung des Formiats konnte dabei aufgrund stérker angerei-
cherter 8°H (CH,)-Werte nachgewiesen werden, dass der H, der auf das CO, iibertragen wird, aus dem
Formiat selbst stammt. Dies erfolgte insbesondere auch, wenn Formiat in der protonierten Form (Amei-
sensdure) vorlag, wobei aufgrund der Doppelmarkierung nochmals héhere 8°H (CH,)-Werte gemessen
werden konnten. Ist externer H, verfugbar, wie durch die Zugabe von H, nachgestellt, ist ebenfalls eine
Reduktion des durch die Aktivitat der Formiat Dehydrogenase entstehenden CO, isotopisch nachweis-
bar. Dabei scheint das Isolat externen H, zu grofien Teilen fiir die Reduktion des CO, nutzen zu kdnnen,
da in den Kulturansétzen stark angereicherte §°H-Werte von tber +2.000 %o im CH, vorzufinden war.
Dasselbe scheint fir H, gelten, das aus der Flissigphase stammen. Die extrem hohen 5°H-Werte bei
Einsatz von deuteriertem Wasser sprechen zwar fiir eine deutliche Ubermarkierung der Nahrmedien,
lassen aber dennoch eine mogliche methanogene Nutzung von H* und e” aus dem Wasser wahrend der
Methanogenese aus Formiat vermuten. Die Isotopenverhéltnisse bei ?H,- sowie *H,O-Markierung miis-
sen jedoch mit viel Bedacht betrachtet werden, steht doch die Flissig- und Gasphase temperatur- und

pufferbedingt permanent in einem Austausch mit H,. Insofern l&sst sich zunachst zusammenfassen, dass
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H" und e offenbar sowohl aus Formiat selbst, als auch von externen Quellen auf CO, Gibertragen werden

kodnnen.

Um nun nachzuweisen, dass Methanobacterium formicicum Mbfl durch Angebot von externem H, das
entstehende CO, aus der Methanogenese mit Formiat reduzieren kann, wurde das Isolat auf **C markier-
tem Formiat bei einer Hy- bzw. N,-Gasatmosphare kultiviert. Dabei wurden nach 14 Tagen die Isoto-
penverhaltnisse von **CH, und *CO; in der Gasphase der KulturgefaRe gemessen (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Einfluss der Gasphase (N, bzw. H,) auf die 3'*C-Werte von CH, und CO, paralleler Kulturen des
Isolats Methanobacterium formicicum Mbfl in Nahrmedium (DSM287-mod, Tabelle 9) mit 6,8 g / |
Formiat (5 % “C).

Anhand einer GC-C-IRMS Analyse (0) konnten in der Anzucht bei N,-Gasatmosphare nahezu doppelt
so viele *C-Isotope im CO, als im CH, gemessen werden. Dabei zeigten sich bei dieser Gasphase die
mittleren §*C-Werte von CH, und CO, bei +1.225 %o bzw. +2.279 %0 deutlich diskriminierter als in den
Parallelen mit H,-Atmosphare, in denen signifikant angereichertere 5'*C-Werte um +3.000 %o im CH,
und CO, detektiert werden konnten. Obgleich beachtet werden muss, dass ein Teil des bei der methano-
genen Formiatspaltung entstandenen CO, in den Puffer ibergegangen sein konnte, lassen die Ergebnisse
einen signifikanten Einfluss von externen H, auf die Stochiometrie der Methanogenese aus Formiat

vermuten:

2 HCOO + 2 H™+ 2 H, - CH,+ CO, + 2 H,0
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3.3.3 Methanol: Freisetzung und Abbau von Methanol im Fermenter

Neben der hydrogenotrophen und der acetoklastischen Methanogenese findet die methylotrophe Me-
thanbildung in Biogasanlagen bislang wenig Beachtung, da Methanol im Gegensatz zu Essigséure,
H, und CO, im Reaktor kaum nachweisbar erscheint. Ob dieser methanogene Stoffwechselweg dennoch
in Biogasanlagen Relevanz hat und inwieweit zusatzlich bakterielle Spezies beim Abbau von Methanol
beteiligt sind, wurde Ober verschiedene Versuche mit Rein- und Mischkulturen sowie Isotopenexperi-

mente untersucht.

Anhand des Isolates Streptococcus bovis StrepBovl (Abbildung 12) konnte bereits nachgewiesen wer-
den, dass Methanol binnen weniger Stunden wéhrend des Abbaus von Pektin und O-methylierten Sub-
straten entstehen kann. Damit konnte zundchst grundsatzlich gezeigt werden, dass Methanol bei der
Vergérung nachwachsender Rohstoffe im Bioreaktor freigesetzt werden kann. Zur Untersuchung von
dessen weiterer Umsetzung zu CH, durch die Reaktormikrobiota wurde in einem Batchversuch eine
Fermenterprobe in Nahrmedium mit ¥C markiertem Methanol tberimpft, sodass der Umsatz zu CH,

isotopisch nachvollzogen werden konnte (Abbildung 19).
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Abbildung 19 Messung von 8C (CH,) im Biogas in mit 5 % (v / v) Reaktorsubstrat beimpften Nahrmedien
(DSM318-mod, Tabelle 9), in denen Methanol als selektive C-Quelle vorlag. Zur Untersuchung des
Kohlenstoffflusses von Methanol zu CH, wurde in einem Ansatz 5 % *C-markiertes Methanol (ro-
ter Graph) eingesetzt, die Kontrolle (blauer Graph) ist hingegen ohne *C Markierung.

Schon ab dem ersten Kultivierungstag konnte der mikrobielle Umsatz von **C markiertem Methanol zu
B3CH, massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Dabei war bereits zwei Tage nach der Beimpfung
der methanolhaltigen Nahrmedien mit rund +550 %o der am stérksten angereicherste 5'°C (CH,)-Wert
des dreiwdchigen Versuchszeitraumes zu messen. Im Kontrollansatz hingegen wurden mit -40 %o an
den ersten beiden Tagen zunéchst konstante 3**C (CH,)-Werte identifiziert, welche an Tag 6 mit -57 %o

die starkste Diskriminierung des schweren C-lsotopes aufwiesen. In der Folge verlief das Isotopenver-
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haltnis, wie auch in der *C markierten Parallele, in Richtung eines 8*C (CH,)-Wertes von -26 %o. Be-
reits an Tag 4 konnte Uber eine gaschromatographische Analyse der Ndhrmedien (2.9.2) kein Methanol
mehr in sdmtlichen Ansdtzen detektiert werden. So kann vermutet werden, dass Methanol sehr schnell
von der Reaktormikrobiologie umgesetzt werden konnte, wobei groRe Mengen in CH, tbergingen. Of-
fen bleibt zunéchst, ob Methanol direkt von methylotrophen, methanogenen Archaeen oder zuerst tiber
methylotrophe Bakterien zu weiteren potentiell methanogenen Substraten wie Acetat, Formiat oder CO,

umgesetzt wurde, welche erst in Folge von den Methanbildnern weiter reduziert worden waren.

Der grofite Titer an methylotrophen Archaeen in Biogasanlagen wird bislang der Familie Methanosarci-
naceae zugeordnet, wobei eine Vielzahl ihrer Spezies, wie auch das Isolat Methanosarcina mazei Msc1l,
neben der methylotrophen Methanogenese zusatzlich zu einem acetoklastischen oder hydrogenotrophen
Stoffwechsel fahig sind. Ob das Isolat auch methylotroph agiert, wenn parallel auch Acetat sowie
H, / CO, verfiigbar sind, wurde daher in einem Nahrmedium mit drei C-Quellen und **C markiertem
Methanol Uberprift (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Nachweis des methylotrophen Methanogeneseweges von Methanosarcina mazei Mscl bei paralle-
lem Angebot der C-Quellen 2 bar H, / CO, und je 5 g / | Acetat und Methanol in DSM120-mod
(Tabelle 9). Um den Umsatz von Methanol zu CH,4 nachvollziehen zu kénnen, wurden 5 % des Me-
thanols in **C markierter Form eingesetzt und die 63C (CH,)-Werte (blauer Graph) tiber drei Wo-
chen hinweg verfolgt. Zuséatzlich ist die CH, Konzentration (roter Graph) an den Messtagen aufge-
fuhrt.

Nach drei Tagen Kultivierung konnte in den Ansatzen eine geringe Konzentration von CH, nachgewie-
sen werden, welches bereits isotopisch mit einem 8**C (CH,)-Wert von +480 %o angereicht war. Ein
signifikanter Anstieg der CH,-Konzentration in den Kulturgefalien konnte erst nach sieben Tage Kulti-
vierung detektiert werden, wobei parallel eine starke Anreicherung von *CH, bei 8"*C (CH,)-Werten
von bis zu +3.496 %o in der Gasphase gemessen wurde. Ab Tag 9 blieben die Isotopenverhéltnisse so-

wie die CH4-Konzentrationen auf konstantem Niveau, wobei erst an den letzten beiden Versuchstagen
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eine weitere Veranderung der Messwerte auftrat. Insgesamt konnte ab Beginn einer deutlichen CH,-
Bildung der groRte Teil des C aus dem eingesetzten **C-Methanol im CH, wiedergefunden werden,
sodass trotz der regelméRigen Begasung auf 2 bar mit H, / CO, sowie einem Angebot von Acetat in den
Né&hrmedien auf eine signifikante Nutzung des methylotrophen Methanogeneseweges seitens des Isola-
tes Methanosarcina mazei Mscl geschlossen werden kann.

Obgleich damit eine hohe Substrataffinitat flir Methanol seitens methylotropher methanogener Archae-
en gezeigt werden konnte, wurden im Rahmen dieser Arbeit mit Butyribacterium methylotrophicum
ButMet1, Desulfotomaculum ruminis DesRum1 und Tepidanaerobacter acetatoxidans TepAcl zusatzli-
che bakterielle Spezies isoliert, die ebenfalls erfolgreich auf Methanol kultiviert werden konnten. Um
eine etwaige Konkurrenz zwischen methylotrophen Bakterien und Archaeen zu untersuchen, wurden
Mischkulturen aus den beiden Doménen angelegt und das methanogene Wachstum anhand der Bildung
von CH, in den Kokulturen untersucht. Dartiber hinaus wurde als Kontrolle neben Methanol das metha-
nogene Wachstum in Mischkulturen mit dem Sulfatreduzierer Desulfotomaculum ruminis DesRum1 auf
den Substraten Acetat sowie H, / CO, getestet (Tabelle 32).

Tabelle 32 Maximale CH,4-Bildung (%) in Mischkulturen aus bakteriellen und methanogenen Isolaten auf einer
spezifischen C-Quelle in ,,Kokultur“-Medium (Tabelle 21) wéhrend eines 28-tdgigen Kultivierungs-
zeitraumes. Zur Gasanalyse wurden wdéchentlich Proben gezogen. Im als Kontrolle gekennzeichneten
Ansatz wurden die methanogenen Isolate ohne eine bakterielle Kokultur angezogen.

Bakterielles Isolat Methanogenes Isolat C-Quelle Max. CH,4 [%]
Desulfotomaculum ruminis Methanosarcina mazei Methanol 150
DesRuml Mscl

Butyribacterium methylotrophicum Methanosarcina mazei

ButMet1 Mscl Methanol 57
- (Kontrolle) k/l/litcilanosarcma mazel Methanol 51,0
Tepidanaerobacter acetatoxydans Methanobacterium formicicum

TepAcl Mbf1 Acetat 18,0
Desulfotomaculum ruminis Methanosarcina mazei

DesRuml Mscl Acetat 284
Desulfotomaculum ruminis Methanobacterium formicicum

DesRuml Mbf1l Hz / CO, 39.0
- (Kontrolle) k/l/lztfrlanobacterlum formicicum H,/CO, 484

Die maximal erzielten CH,-Konzentrationen der Mischkulturansétze auf der C-Quelle Methanol zeigten
im Vergleich zur parallel mitgefiihrten Kontrolle, einer Reinkulturanzucht von Methanosarcina mazei
Msc1, eine deutlich reduzierte CH4-Bildung, obgleich alle Ndhrmedien mit einer einheitlichen VVorkul-
tur des Isolates Methanosarcina mazei Mscl zu gleichem Inokulum Gberimpft worden waren. Dies war
insbesondere in den Mischkulturen aus Butyribacterium methylotrophicum ButMet1 und Methanosarci-
na mazei Mscl zu erkennen, in denen mit maximal 5,7 % CH, nur eine schwache Methanogenese nach-

gewiesen werden konnte. In dieser Kokultur konnte ferner in einer HPLC-Analyse der Stoffwechselpro-
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dukte nur Buttersaure detektiert werden, wéhrend in der parallelen Reinkulturanzucht des Isolates Buty-
ribacterium methylotrophicum ButMet1 zuséatzlich 0,47 g / | Acetat entstanden waren.

In den Parallelen mit Desulfotomaculum ruminis DesRum1 und der C-Quelle Methanol konnte mit bis
zu 15 % CH, offenbar besseres methanogenes Wachstum erfolgen, obgleich in den Kokulturen mit dem
Sulfatreduzierer und einer methanogenen Spezies bei Angebot der C-Quellen Acetat oder H, / CO; eine
nochmals héhere CH4-Bildung zu messen war. Hier zeigt insbesondere die Kokultur mit dem hydroge-
notrophen Isolat Methanobacterium formicicum Mbf1 bei Angebot von H, / CO, eine im Vergleich zur
Reinkultur-Kontrolle nur leicht verminderte Gasbildung, sodass nur von einer partiellen Hemmung
durch den bakteriellen Partner ausgegangen werden kann. Auch in der Mischkultur aus dem syntroph
acetatoxidierenden Tepidanaerobacter acetatoxydans TepAcl und dem hydrogenotrophen methanoge-
nen Isolat Mbfl war eine gemeinsame Anzucht auf Acetat mdglich, wohingegen ein Wachstum in
Reinkultur auf selbiger C-Quelle bei beiden Spezies nicht moglich war.

In Hinblick auf die Freisetzung von Methanol wéhrend des Abbaus von Pektin, den dabei nachgewiese-
nen Stoffwechselprodukten sowie der Charakteristika der bakteriellen und methanogenen Isolate
(Tabelle 29) und den Ergebnissen der Isotopenexperimente l&sst sich die Entstehung von Methanol in
einer NawaRo-Biogasanlage bis hin zur finalen Bildung von CH, daher wie folgt vermuten
(Abbildung 21).

96T
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Abbildung 21 Vermutetes Reaktionsschema von der Entstehung bis zum Abbau von Methanol in einer NawaRo-
Biogasanlage anhand verschiedener mikrobieller Isolate aus der Forschungsbiogasanlage des DBFZ
Leipzig.
1) Butyribacterium methylotrophicum ButMet1; 2) Desulfotomaculum ruminis DesRum1; 3) Me-
thanosarcina mazei Mscl; 4) Methanobacterium formicicum Mbfl; 5) Streptococcus bovis
StrepBov1; 6) Tepidanaerobacter acetatoxydans TepAc.
Griin = hydrogenotrophe, rot = methylotrophe und blau = acetoklastische Methanogenese.
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Abbildung 21 zeigt die fir die methanogenen Archaeen relevanten Stoffwechselprodukte um das Sub-
strat Methanol, die wahrend dessen Bildung und Abbau entstehen kénnen. Aufgrund der Interaktion mit
methylotrophen Bakterien wird nur ein Teil des Methanols direkt iber die methylotrophe Methanogene-
se zu CHy reduziert, wéhrend weiteres CH, aus den Stoffwechselprodukten Acetat und CO,, die wéh-
rend des bakteriellen Abbaus von Methanols entstehen, gebildet werden kann. Dariiber hinaus sind ho-
moacetogene Stoffwechselwege seitens Butyribacterium methylotrophicum ButMet1 und Tepidanaero-
bacter acetatoxydans TepAcl sowie eine Acetatoxidation von letzterem Isolat sowie Desulfotomaculum
ruminis DesRum1 denkbar. Unter Berlcksichtigung samtliche Fermentationsprodukte der methylotro-
phen Bakterienisolate sowie des pektinolytischen Streptococcus bovis StrepBovl l&sst sich das Reakti-
onsschema noch einmal erweitern, sodass zusatzlich Laktat und Formiat sowie die Entstehung von But-

tersaure durch Butyribacterium methylotrophicum ButMetl aufgefuhrt werden kann (Abbildung 22).

Pektin

N
Meth
1

Buttersaure <

- >CO, (+Hy)

2] \
H <34
A 4 7
4 1,2 4
\ A\
Formiat

Abbildung 22 Vermutetes, erweitertes Reaktionsschema des mikrobiellen Abbaus von Pektin zu Methanol bis
zur Entstehung und Oxidation von CHj.
1) Butyribacterium methylotrophicum ButMet1; 2) Desulfotomaculum ruminis DesRum1; 3) Me-
thanosarcina mazei Mscl; 4) Methanobacterium formicicum Mbfl; 5) Streptococcus bovis
StrepBov1; 6) Tepidanaerobacter acetatoxydans TepAcl; 7) Methanotrophe Bakterien;
Griin = hydrogenotrophe, rot = methylotrophe und blau = acetoklastische Methanogenese.

Wahrend des mikrobiellen Abbaus von Pektin entstehen dabei neben Methanol auch gréfiere Mengen
Laktat und Acetat. Letzteres nimmt im Reaktionsschema (Abbildung 22) eine Schliisselposition ein, da
es, mit Ausnahme flr das Isolat Methanobacterium formicicum Mbf1, ein Substrat oder Endprodukt
samtlicher aus dem Reaktor isolierter Spezies darstellt. Wie ferner in Kapitel 3.3.4 weitergehend be-
schrieben wird, kénnen auch zahlreiche methanotrophe Bakterien in Biogasanlagen Methanol oxidieren,

weshalb sie in das Schema aufgenommen wurden. Insgesamt konkurrieren die bakteriellen Isolate mit
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den methanogenen Archaea demnach um nahezu sémtliche in Biogasanlagen relevanten methanogenen
Substrate, sodass indirekt von Methanol ausgehend alle drei Methanogenesereaktionen erfolgen konn-
ten.

3.3.4 Nachweis methanoxidierender Bakterien in Biogasanlagen

Obgleich methanoxidierende Bakterien in Biogasanlagen bislang nicht nachgewiesen wurden, wurde
untersucht, ob sich diese Spezies aus einer Fermenterprobe anreichern lassen. Hierfir wurden Nahrme-
dien mit geringen Mengen Reaktorsubstrat beimpft und CH, als selektive C-Quelle (80 % CH, / 20 %
synthetische Luft) angeboten. Nach 14 Tagen bei 39 °C konnte in allen Verdlnnungsstufen eine signifi-
kante Abnahme der CH4-Konzentration auf durchschnittlich 45 % nachgewiesen werden, welche in der
Folgezeit noch weiter zuriickging. Da sich auch in den weiteren Uberimpfungsstufen keine einheitliche
Zellmorphologie auszubilden schien, wurde zur weiteren Analyse der potentiell methanotrophen Mikro-
biota eine ARDRA durchgefuhrt. Hierfur wurde die spezifische pmoA Gensequenz in der Anreicherung
amplifiziert und Uber eine Klonierung mit anschlieendem Picken von 72 Klonen getrennt. Nach einer
Kolonie-PCR konnten anhand der charakteristischen Fragmentmuster einer RFLP unterschiedliche Se-

quenzen identifiziert werden (Abbildung 23).

M 2 4 5 6 8 10 12 16 28 32 34 54 55

500 bp
300 bp

Mspl

100 bp

500 bp
300 bp

Hhal

100 bp

M 2 4 6 8 10 12 16 28 32 34 54 55

Abbildung 23 Restriktionsschnittmuster der pmoA Gensequenzen aus 13 verschieden Klonen der ARDRA zur
Identifizierung methanotropher Bakterien in der FBGA. Oben: Restriktionsverdau mit Mspl, unten:
Restriktionsverdau mit Hhal. Die Zahlen geben die Klonnummer an. M = DNA-GroRenstandard
(500 bp).

Zur genetischen Identifizierung wurde die amplifizierte pmoA Gensequenz aus allen Klonen, die ein
neues Schnittmuster aufwiesen, sequenziert. Ein anschlieender Gendatenbankabgleich ergab fir 6 der
13 sequenzierten Sequenzen eine zu 99 % genetische Ubereinstimmung mit einem bereits bekannten
Stamm, wohingegen den Ubrigen 7 Klonen eine nur zu 90 - 96 % passende Sequenzidentitit mit einer
nachstverwandten Spezies zugeordnet werden konnte (Tabelle 33).
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Tabelle 33 Abgleich der mittels ARDRA und Sequenzierung erhaltenen pmoA Gensequenzen (330 bp) der Anrei-
cherung methanoxidierender Bakterien aus einer Fermenterprobe in NMS 131-Medium (Tabelle 8).
Untersucht wurden alle Klone, die ein neues spezifisches Schnittmuster wéahrend des Restriktionsver-

dau erzeugten. Zur ldentifizierung wurde die Gendatenbank des NCBI hinzugezogen.

Klon Nr. Nachster Verwandter nach pmoA Genabgleich (NCBI) Identitat [%0]
2 “Methanotroph Isolate 1”” (McDonald et al. 2005) 99
4 “Methanotroph Isolate 1¢ 99
5 Methylobacter sp. HG-1 99
6 Methylosinus trichosporium Stamm KS18 99
8 Methylobacter sp. HG-1 99
10 Methylobacter sp. LW14 91
12 Methylobacter sp. LW14 90
16 Methylocaldum marinum 99
28 Methylobacter sp. HG-1 92
32 Methylobacter sp. LW14 91
34 Methylosinus trichosporium M23 92
54 Methylocystis hirsuta CSC1 93
55 Methylobacter sp. BB5 96
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(8) Methylobacter sp. HG-1 (99%)
(5) Methylobacter sp. HG-1 (99%)
o (32) Methylobacter sp. LW14 (91%)
8 ~ (12) Methylobacter sp. LW 14 (90%)

(28) Methylobacter sp. HG-1 (92%)
—= (4) MethanotrophIsolatel" (99%)
(2) Methanotroph "Isolatel" (99%)

100

100

100 80
47 —— (55) Methylobacter sp. BBS (96%)

—— = (10) Methylobacter sp. LW 14 (91%)
6 J|__'(3':” Methylosinus trichosporium (92%)
10 (6) Methylosinus trichosporium strain KS18 (99%)

(54) Methylocystis hirsuta CSC1 (93%)

891

* (16) Methylocaldum marinum (99%)

0,05 nt
—

Abbildung 24 Phylogenetischer Stammbaum zur Einordnung der mittels ARDRA erhaltenen pmoA Gensequenzen aus einer Anreicherung methanoxidierender Bakterien aus der
Biogasanlage des DBFZ. Die Konstruktion erfolgte nach der Neighbour-Joining Methode (Saitou und Nei 1987), wobei die Distanzdaten des Sequenzalignments
nach (Jukes und Cantor 1969) korrigiert wurden. Die Gite der Zuordnung wurde Uber eine Bootstrap-Analyse (Felsenstein 1985) mit 1000 Wiederholungen
Uberpruft, deren Ergebnisse auf den Stammbaumverzweigungen in Prozent ausgewiesen sind. Dargestellt ist jeweils die Klonnummer (Tabelle 33), die nachst

verwandte Spezies sowie die genetische Ubereinstimmung zu dieser in Prozent.
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Abbildung 24 stellt die Konstruktion eines phylogenetischen Stammbaum anhand der uUber eine
ARDRA erhaltenen pmoA Gensequenzen einer Anreicherung methanotropher Bakterien aus der beprob-
ten Biogasanlage dar. Dabei lassen sich mehrere Gruppen zusammenfassen, die eine gréRere genetische
Distanz innerhalb des Stammbaums aufweisen. Innerhalb der y-Proteobacteria kdnnen hierbei zwei
Cluster mit den Gattungen Methylobacter sowie Methylocaldum aus der Familie Methylococcaceae
identifiziert werden, wobei einige Klonsequenzen deutlich unterhalb der 97 % Ubereinstimmungsgrenze
liegen, sodass eine neue Art erwartet werden kdnnte. Eine hohe genetische Identitéat (99 %) kann in ei-
nigen Klonen zu Methylobacter sp. HG-1 sowie Methylocaldum marinum gefunden werden. Genetisch
etwas weiter entfernt sind die Klone 2 und 4, die beide trotz eines unterschiedlichen Fragmentmusters
tber eine 99 % Identitdt zu einem Isolat (McDonald et al. 2005) aus dem aus Flussmiindungssediment
der Bucht von Newport, CA, USA, verfigen. Die groBte Anzahl an erforderlichen Nukleotid-
Substitutionen innerhalb des Stammbaums ist fur die pmoA Sequenzen der Klone 6, 34 und 54 erforder-
lich. Mit hoher genetischer Ubereinstimmung lasst sich dabei nur Klon 6 zuordnen, welcher eine 99 %
Identitdt zu Methylosinus trichosporium Stamm KS18 zeigt und damit ein Vertreter der Familie
Methylocystaceae aus der Klasse a-Proteobacteria ware. Klon 34 und 54 besitzen zu ihm die héchste
genetische Gemeinsamkeit, lassen jedoch auch hier aufgrund einer nur geringen genetischen Uberein-
stimmung von 92 - 93 % zur nachst verwandten Art auf eine bislang unbeschriebene Spezies schliel3en.

3.4 Mikrobielle Populationsdynamiken im Fermenter

In Kapitel 3.2.1 wurde bereits gezeigt, dass die drei Methanogenesepfade anhand ihrer Isotopensignatur
im CH, unterschieden werden kénnen. Durch die Anwendung des Laserabsorptionsspektrometers an der
Biogasleitung der FBGA des DBFZ wurden dariber hinaus auch fiitterungs- und prozessbedingte Dy-
namiken der §"°C (CH,)-Werte im Biogas beobachtet (3.2.3). Da angenommen werden kann, dass diese
hauptsachlich durch mikrobielle Reaktionen im Reaktor verursacht werden, wurde mithilfe einer gPCR-
Analyse die Zusammensetzung der methanogenen Population wahrend eines 70-tdgigen Bepro-
bungszeitraum im Fermenter untersucht. Ferner wurde der Anteil von sulfatreduzierenden sowie pro-
pionséureabbauenden und methanoxidierenden Bakterien exemplarisch gemessen. Die Quantifizierung
der insgesamt elf untersuchten Zielorganismengruppen hétte das Anlegen ebenso vieler, spezifischer
Zellzahlstandards und Verdiinnungsreihen erfordert, wodurch das Fehlerpotential wéhrend des Verglei-
ches der verschiedenen Zellzahlen deutlich erhéht gewesen wére. Aus diesem Grund wurde ein neuer
Weg der gPCR-Quantifizierung entwickelt, indem in einem synthetischen DNA-Fragment die Primer-
bindesequenzen samtlicher eingesetzter, spezifischer Primersets unter Berticksichtigung der Amplifikat-

langen integriert wurden.



Ergebnisse 84

3.4.1 Evaluation des synthetischen DNA-Fragments als einheitlichen gPCR-Quanti-
fizierungsstandard

Neben der Bedingung, dass alle verwendeten Primer an den synthetischen DNA-Strang binden kénnen,
musste gewdhrleistet sein, dass das PCR-Produkt, das wéhrend der Amplifizierung der DNA aus den
Umweltproben entsteht, die selbe Fragmentldnge aufweist, wie das Amplifikat des kinstlichen Stan-
dards. Dadurch wird abgesichert, dass einheitliche Fluoreszenz-Intensitaten wahrend der Detektionspha-
se im gPCR-Zyklus ausgebildet werden. Dies wurde zundchst tber eine PCR unter Verwendung samtli-
cher ausgewahlter Primersets mit der DNA des synthetischen Kopienstandards sowie jeweils einer Ziel-
Referenzkultur untersucht (Abbildung 25 und Tabelle 27).

18t 1R 25t 9R 35 3R 45t 4R 5St 5R M

) B — D) ) e Wt AN W N

1000 bp

500 bp
300 bp

68t6R 7St 7R @St @R @St QR 10St10R M

Abbildung 25 Agarose Gel mit den PCR-Produkte des synthetischen DNA-Strangs (St) zur Quantifizierung in g°PCR Anwen-
dungen und der jeweiligen Ziel-Referenzstdimme (R) (Tabelle 27) unter Anwendung spezifischer Primerkombi-
nationen (Tabelle 27):
1 = BAC338F und BAC805R, 2 = DSRp2060F und DSR4R, 3 = PCT-C1F und PCT-C1R, 4 = 931F und
M1100R, 5 = MMB749F und MMBB832R, 6 = MBT857F und MBT929R, 7 = MCC686F und MCC832R,
8 = MSL860F und MSL1159R, 9 = MSC380F und MSC828R, 10 = MST702F und MST862R,
M = DNA-GroRenstandard.

Der Abgleich der Amplifikatlangen ergab flr samtliche Primerpaare eine distinkte Bande im Agarose-
gel, deren Fragmentlénge in allen Féllen sowohl mit der des jeweiligen Referenzstammes als auch des
synthetischen DNA-Standards tbereinstimmte. Lediglich fir das Primerpaar MCC686F und MCC832R,
welches spezifisch an die 16S rRNA Gensequenzen der Ordnung Methanococcales bindet, wurde mit
dem DNA-Extrakt von Methanococcus maripaludis DSM-2067 ein um 5 bp kiirzeres DNA-Fragment
erzeugt, als die PCR mit dem DNA-Standard ergab. Fir dieses Primerpaar ist daher ein rund 3 % kleine-
res Amplifikat seitens der Zielorganismen in der Umweltprobe zu erwarten.
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Mithilfe der in allen gPCR-Analysen mitgefiihrten dekadische Verdinnungsreihe des Standards zu 10°
bis 10° Kopien / pl konnte fiir samtlicher Primerpaare eine Kalibriergerade angelegt werden, die mit
einem BestimmtheitsmaR (R?) von > 0,99 eine prazise Quantifizierung aller angepeilten Organismeng-
ruppen ermdglichte. Auch in mehreren aufeinanderfolgenden gPCR-Ansdtzen mit demselben
Primerpaar wurden mit + 0,4 Abweichung innerhalb der cT-Werte hoch reproduzierbare Ergebnisse fiir
jede Verdunnungsstufe erreicht. Die Effizienz, ein MaR fiir die Gute eines jeden Amplifikationszyklus,
variierte innerhalb der verwendeten Primerkombinationen zwischen 0,92 und 1,0 und bestatigte damit
eine erfolgreiche Vervielfaltigung der Template-DNA in allen Reaktionsansatzen. Die Steigung der
Kalibriergerade bewegte sich durchweg zwischen -3,28 und -3,52 und schnitt die y-Achse zwischen
43,4 und 44,75. Abbildung 26 zeigt exemplarisch die cT-Werte der dekadischen Verdlinnungsreihe des
synthetischen DNA-Standards. Insgesamt bestétigen diese Werte die hohe Exaktheit des entwickelten
gPCR-Standards, sodass eine prazise und vergleichbare Analyse der Zellzahlen verschiedener mikro-

bieller Gruppen im Reaktor moglich war.

A 23000

22000
21000
20000
19000
18000 :
17000 PR 7 : s
16000 S el F —
15000

14000
13000

12000 : l_

11000
10000
9000

8000
7000 ’
6000 / /
5000
4000 /
3000 B 4
11 10 9, 8 6 5

oo 101/ 1 1 0 07/ 105 10
1000
0

Relative Fluoreszenz

Z

0123 456 7 8 9101112131415 1617 18 19 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

PCR-Amplifikationszyklus

[E; 45
_ 40
[%2]
> 35
=
t‘/ * \I\
25
© T
L 20 '\
EF 15
= <\\\“‘I~\\\\\‘
© 10 ~g
5.0
1 100 104 106 108 1010

Kopien (Zellen / ml)

Abbildung 26 Exemplarische Konstruktion einer Kalibrierungsgerade zur Bestimmung der Kopienzahl eines Zielgenes in
Reaktorproben tiber eine gPCR-Analyse.
A) Relative Fluoreszenz-Intensitat je Amplifikationszyklus des synthetischen DNA-Standards in einer dekadi-
schen Verdiinnungsreihe von 10 bis 10° Kopien / ml. Die Negativkontrolle ohne Template-DNA (blaue
Linie) flhrte zu keiner Fluoreszenz innerhalb der 40 Amplifikationszyklen.
B) Anhand der cT-Werte der jeweiligen Verdiinnungsstufe des Standards konstruierte Standardgerade. Uber die
Geradengleichung kann eine Quantifizierung der unbekannten Umweltproben erfolgen.
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3.4.2 gPCR-Analyse der mikrobiellen Zusammensetzung unter variierenden Prozessbe-
dingungen

Zur Ermittlung der mikrobiellen Populationsdynamiken unter variierenden Prozessbedingungen und
deren Einfluss auf die 8°C (CH,)-Werte im Biogas wurden Reaktorproben eines 70-tagigen
Beprobungszeitraumes mithilfe von gPCR-Analysen und spezifischer Primersets untersucht
(Tabelle 27). Um den Einfluss der Raumbelastung auf die Zusammensetzung der Mikrobiologie sowie
die Isotopenverhéltnisse untersuchen, wurde der Reaktor mit variierenden Substratmengen geflttert.
Neben einem Einfluss auf die Isotopensignatur von CH,, welche bereits in Abbildung 14 dargestellt
wurde, fiihrte dies zu schwankenden Essigsaurekonzentrationen und Biogasbildungsraten. Diese er-
reichten mit Messwerten von bis zu 6.300 mg / | Essigsaure und einer Biogasproduktion von
1.100 m*wom /d in Folge des wenige Tage zuvor erfolgten, hohen Substratinputs von (iber
13,5 kgors / (M3 x d) an Tag 80 ein Maximum (Abbildung 27 und Tabelle 34). Die Gesamtsaure variierte
Fitterungsbedingt zwischen 485 und rund 9.200 mg / |, wobei der pH-Wert im Mittel um 7,33 + 0,3 lag.
Die durchschnittliche Zusammensetzung des Biogases betrugt 55,6 % CHy, 44,2 % CO, und 0,1 % O,,
sowie 110 ppm H,S und 101 ppm H,. Die Konzentration an NH,-N belief sich durchweg zwischen 1,3 -
199/l
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Abbildung 27 Essigséurekonzentration und Biogasproduktion im Fermenter der FBGA des DBFZ wéhrend einer
90-tdgigen Untersuchungsphase bei variierenden Raumbelastungen (Abbildung 5). Wéhrend eines
70-tagigen Zeitraumes wurden Reaktorproben in etwa wdchentlichem Intervall (rot gekennzeich-
net) gezogen und eine DNA-Extraktion fiir anschlielende gPCR-Analysen durchgefiihrt.
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Tabelle 34 Saurespektrum, pH-Wert und Raumbelastung (OLR) im Fermenter der Forschungsbiogasanlage wéh-

rend der fiir die gPCR-Analysen beprobten Tagen.

Tag pH Essigsaure Propionsaure  Buttersaure  Gesamtsaure OLR
[mg /1] [mg /1] [mg /1] [mg /1] [KQors/ (M3 x d)]
10 7.4 957,9 53,2 12,0 1.027,7 6,8
17 7.4 1.4775 71,0 16,7 1.576,3 7,7
27 7,5 1.148,7 175,9 42,8 1.393,7 4,3
45 7,3 1.401,7 1451 27,9 1.592,2 1,7
52 7,3 685,7 69,5 17,9 779,2 4,9
59 74 789,6 70,4 9,3 875,6 53
66 7,5 462,2 19,8 2,8 487,3 0,8
73 7,2 1.771,6 398,5 83,6 2.320,1 10,5
80 7,6 1.064,7 254,8 114,7 14744 3,3
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Tabelle 35 Zellzahlen pro ml Reaktorprobe nach gPCR-Analysen wdchentlich entnommenen Gérsubstrates.
ARC = Archaeen, MSL = Methanosarcinales, MSC = Methanosarcinaceae, MSAE = Methanosaetaceae, MBT = Methanobacteriales, MMB = Methanomicrobiales,
MCC = Methanococcales, BAC = Bakterien, SRB = sulfatreduzierende Bakterien, PAB = propionsaureabbauende Bakterien, MOB = methanoxidierende Bakterien.
Das Bestimmheitsmal3 innerhalb der cT-Werte der Umweltproben betragt 0,97.

Zeit (d) ARC MSL MSC MSAE MBT MMB MCC BAC SRB PAB MOB
10 458 x10° 2,92x10° 288x10° 4,10x10° 585x10° 1,08x10° 6,90x10° | 2,80x10° 3,08x10° 2,54x10° 1,04 x 10°
17 327x10° 222x10° 216x10° 545x10" 3,05x10° 746x10® 656x10° | 424x10° 7,81x10° 127x10° 6,87 x 10*
27 419x10° 1,93x10° 184x10° 9,39x10" 489x10®° 1,77x10° 1,88x10* | 8,10x10° 134x10° 7,05x10° 1,48x10°
45 250x10° 156x10° 1,48x10° 8,03x10° 4,81x10%° 458x10®° 921x10° | 465x10° 524x10° 1,09x10° 1,25x10°
52 1,88x10° 987x10%° 856x10® 131x10° 464x10%° 433x10° 140x10* | 496x10"° 721x10° 6,38x10° 1,62x10°
59 269x10°  141x10° 124x10° 169x10% 798x10%® 480x10® 128x10% | 492x10° 734x10° 475x10° 1,74x10°
66 1,89x10° 875x10%° 7,12x10® 163x10° 6,35x10%° 3,84x10° 142x10* | 552x10° 929x10° 3,38x10° 1,29 x10°
73 1,45x10° 6,38x10%° 532x10® 106x10° 426x10® 3,83x10®° 128x10* | 360x10° 126x10° 282x10° 3,36x10°
80 330x10° 148x10° 126x10° 218x10° 1,29x10° 531x10®° 212x10% | 1,01x 10" 2,39x10° 268x10°  3,95x10°
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Innerhalb des Untersuchungszeitraumes konnten deutlich variierende Gesamtzellzahlen an Bakterien
und Archaeen im Fermenter festgestellt werden (Tabelle 35). Dabei bewegte sich die Anzahl an Bakte-
rien zwischen 2,9 x 10" und 1,0 x 10" Zellen / ml Reaktorprobe, wahrend methanogene Archaeen mit
1,5 x 10° bis 4,6 x 10° Zellen / ml nachgewiesen werden konnten. Der Anteil der methanogener Archae-
en innerhalb der gesamten Fermentermikrobiota belief sich zu Versuchsbeginn auf rund 14 % (Tag 10),
ging aber bereits binnen einer Woche (Tag 17) auf einen Anteil von etwa 7,2 % zurlick. Im weiteren
Verlauf dominierte im Fermenter zunehmend die bakterielle Population, sodass zuletzt nur 3,2 %
(Tag 80) aller mikrobiellen Spezies methanogenen Archaeen zuzuordnen waren. Die Zusammensetzung
der methanogenen Mikrobiota zeigte sich wéhrend des Versuchszeitraums sehr dynamisch
(Abbildung 28). Strikt hydrogenotrophe Archaeen (Methanomicrobiales, Methanobacteriales und Me-
thanococcales) konnten zu 8,1 x 108 bis 2,3 x 10° Zellen / ml gefunden werden, wéhrend die weitestge-
hend auch acetoklastische Ordnung Methanosarcinales mit Zellzahlen zwischen 6,4 x 10® und
2,9 x 10° Zellen / ml etwas starker durch die wechselnden Raumbelastungen beeinflusst erscheint. Da-
bei traten die héchsten Gasbildungsraten an Tagen mit einem grof3en Anteil an Methanosarcinales im
Reaktor auf, obgleich sich letztere Ordnung als sehr sensibel gegentiber veranderte Fitterungsmengen
erwies. So verringerte sich ihr Anteil innerhalb der methanogenen Population binnen zehn Tagen
(Tag 17 - 27) von 67,8 % auf 44,1 %, weil die Fitterung kurzzeitig reduziert wurde. Ein Blick auf die
Zellzahlen in diesem Intervall (Tabelle 35) zeigt jedoch nur einen Riickgang der Familie Methanosarci-
naceae, wahrend Methanosaetaceae und die obligat hydrogenotrophen Ordnungen von der Verringerung

der Raumbelastung um 45 % weitestgehend unbeeinflusst erscheinen.

Von erhéhten Essigsaurekonzentrationen (> 1.500 mg / I), wie sie wahrend der Phasen mit gesteigertem
Substratinput zu messen waren (Abbildung 5 und Abbildung 27), scheint insbesondere die Familie Me-
thanosarcinaceae zu profitieren, wohingegen die ausschliellich acetoklastische Familie Methanosaeta-
ceae an Tagen mit niedrigen Sduremengen akkumulierte. Dabei bewirkte die innerhalb der
Beprobungstage 17 und 27 auftretende, stufenweise Abnahme der Essigsdure von zeitweise 2.172 auf
378 mg / | eine Reduktion des relativen Anteils an Methanosarcinaceae um mehr als ein Drittel
(Abbildung 28). Gleichzeitig konnte letztere Familie vermehrt bei einem erhéhtem Trockenmasseanteil
(< 9,5 %) im Reaktorsubstrat nachgewiesen werden. Allgemein bildeten Methanosarcinaceae durchge-
hend den groRten Anteil innerhalb der methanogenen Archaeen des Fermenters, obgleich die Zusam-
mensetzung der Ordnung aufgrund eines kontinuierlichen Riickgangs der Familie Methanosarcinaceae

bei gleichzeitigem Anstieg der Familie Methanosaetaceae im Versuchsverlauf deutlich variierte.

Innerhalb der obligat hydrogenotrophen methanogenen Archaeen kann zunéchst eine deutliche Domi-
nanz der Ordnung Methanomicrobiales festgestellt werden, die mit 1,8 x 10° Zellen / ml an Tag 27 rund
Dreiviertel der strikt hydrogenotrophen Archaeen im Reaktor reprasentierten. Ab Tag 34 wurde die
tagliche Einbringung von Rindergulle von 0,5 auf 2,0 t / d erhéht. Wéhrend dies die Gbrige methanoge-

ne Mikrobiota nur geringfigig beeinflusste, reduzierte sich die Zellzahl der Methanomicrobiales
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(Tag 45) auf ein Viertel des vorherigen Messwertes, welche sich bis zuletzt um rund 4,5 x 10° Zel-
len / ml bewegte. Im Gegensatz dazu konnte die Menge an Methanobacteriales im weiteren Zeitverlauf
deutlich zugewinnen, sodass gegen Versuchsende rund 1,3 x 10° Zellen / ml dieser Ordnung vorlagen.
Mit 6,6 x 10° bis 2,1 x 10* Zellen / ml stellt die Ordnung Methanococcales den kleinsten Anteil inner-
halb der methanogenen Mikrobiota, und zeigt sich wie die Familie Methanosaetaceae sensibel fir er-
hohte Saurekonzentrationen.

Insgesamt fuhrten mehrtégige Perioden mit reduzierter Raumbelastung, wie zwischen Tag 59 und 66
(Abbildung 5), zu einem merklichen Riickgang aller methanogenen Archaeen, wahrend die Gesamtzahl
an Bakterien sogar leicht zunehmen konnte. Dabei sind nach dieser Hungerphase sowohl an Tag 66 als
auch noch an Tag 73 niedrigere methanogene Zellzahlen zu messen, die, angeregt durch die anschlie-
Rende Uberfiitterungsphase, erst zum letzten Messtag wieder deutlich zugewinnen konnten.

Die Menge an sulfatreduzierenden Bakterien schwankte parallel zur Gesamtzahl an Bakterien in der
Biogasanlage und bewegte sich zwischen 3,1 x 10° und 2,4 x 10° Zellen / ml. Aufgrund der Zugabe
entschwefelnder Substanzen (Deuto-clear®, Lukeneder, Zwickau) und einer zusatzlichen biologischen
Entschwefelung durch Einblasen geringer Mengen an Luft (< 200 ppm O,) kénnen keine quantitativen
Ruckschlisse tber die Menge und Aktivitat dieser Spezies aus dem Anteil an H,S im Biogas gezogen
werden. Im Gegensatz dazu verhielt sich die Zellzahl der propionsédureabbauenden Bakterien gegenldu-
fig zur gesamtbakteriellen Anzahl. Eine Korrelation zu den S&urekonzentrationen, insbesondere in Be-
zug auf die Menge an Propionsaure, konnte nicht festgestellt werden. Vielmehr nahm, im Gegensatz zu

den Sulfatreduzierern, der Titer der acetogenen Spezies ab der Versuchsmitte kontinuierlich ab.

Erstmalig konnten auch methanoxidierende Bakterien in einer Biogasanlage nachgewiesen werden. Ihr
Anteil belief sich wahrend der Versuchsperiode auf rund 6,9 x 10* bis 4,0 x 10° Zellen / ml und erschien
mit der Raumbelastung verknupft. So kam es zu einem merklichen Anstieg der Zellzahl methanoxidie-
render Bakterien wahrend der Uberfiitterungsphase ab Tag 67. Ein Bezug zur CH,- bzw. Oy-

Konzentration des Biogases sowie zur Biogashildungsrate konnte hingegen nicht festgestellt werden.

3.5 Die Biozénose beeinflusst das Isotopenverhiltnis §"°C (CH,)

Mit Blick auf die Isotopenverhdltnisse im Biogas kdnnen einige Parallelen zwischen der mikrobiellen
Zusammensetzung und dem Verlauf der 3**C (CH,)-Werten im Untersuchungszeitraum gefunden wer-
den (Abbildung 29).
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Abbildung 29 Isotopenverhéltnisse im Biogas und Zusammensetzung der Reaktormikrobiologie innerhalb einer mehrwdchigen
Untersuchungsperiode.
a) Tagesdurchschnittliche 33C (CH,)-Werte und H,-Konzentration im Biogas, b) Prozentualer Anteil an Methano-
sarcinales bezogen auf die methanogene Gesamtzellzahl, c) Mikrobielle Gesamtzellzahl und prozentualer Anteil an
Archaeen im Reaktor, d) Zellzahl sulfatreduzierender Bakterien sowie propionsdureabbauender Bakterien.
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Zur Ubersicht stellt Abbildung 29a noch einmal die mittleren §3C (CH,)-Werte des Biogases uber die
70-tagige Reaktorbeprobungsperiode hinweg dar. Dabei féllt zunachst auf, das ein mdglicher Zusam-
menhang zwischen der Anreicherung des schweren C-lsotopes im CH,4 und der Konzentration von H,
im Biogas besteht, wobei mit zunehmendem Diskriminierungsgrad eine Abnahme von H, zu messen
war. Wie bereits in Absatz 3.2.1 anhand von Reinkulturexperimenten gezeigt, lassen abgereichertere
d13C (CH,4)-Werte auf eine vermehrt hydrogenotrophe Methanogenese schlielen. So ist insbesondere im
Zeitraum zwischen den Tagen 17 und 27, in welchem die tégliche Substratzufuhr deutlich verringert
worden war, eine rapide Abnahme der Menge an ¥CH, und H, im Biogas zu verzeichnen. Binnen zehn
Tagen veranderte sich dabei der 6*3C (CH,)-Wert von -52,1 auf -57,1 %o bei paralleler Abnahme des H,
im Biogas um rund 35 ppm. Das Isotopenverhdaltnis reagiert dabei offenbar sehr sensibel auf verénderte
Futterungsmengen und indiziert selbst kurzfristige Anderungen wie beispielsweise wahrend der Tage 23
und 24, an welchen die Raumbelastung von 4,2 auf 0,4 kgots / (m® x d) reduziert worden war
(Abbildung 5), mit einer Abnahme der 3:3C (CH,)-Werte von -54 auf -56 %o binnen 24 h. Wéhrenddes-
sen ging die Proportion potentiell acetoklastischer methanogener Archaeen, wie in Abbildung 29b an-
hand des prozentualen Anteils an Methanosarcinales innerhalb der methanogenen Population gezeigt,
signifikant zurtick, sodass ein direkter Zusammenhang zwischen der Menge an potentiell acetatverwer-
tenden Archaeen und den Isotopenverhaltnissen im CH, angenommen werden kann. Auch die erneute
Zunahme der Ordnung Methanosarcinales bis zur VVersuchsmitte verlief parallel mit einer Anreicherung
von ®CH, im Biogas. Dariiber hinaus scheint ein Bezug zwischen den 8C (CH,)-Werten und der
mikrobiellen Gesamtzellzahl im Reaktor vorzuliegen (Abbildung 29c). Diskriminiertere 313C (CH,)-
Werte traten dabei mit zunehmender Zelldichte auf. Je weniger Archaeen im Verhaltnis zu Bakterien
vorlagen, umso abgereicherter erschien zudem das C-lsotopenverhaltnis des CH,. Insbesondere in der
letzten Analysewoche (Tag 73 - 80) kam es zu einem starken Anwachsen der mikrobiellen Population
von 3,7 x 10" auf 1,0 x 10" Zellen / ml, auf welche die 83C (CH,)-Werte mit einer deutlichen Abrei-
cherung reagierten. Zudem sind grofere Zellmengen der sulfatreduzierenden Spezies wéhrend
abgereicherterer 63C (CH,)-Werte zu messen, sodass ein erhdhter Anteil der Sulfatreduktion bei der
Isotopensignatur einer vermehrt hydrogenotrophen Methanbildung vermutet werden kdnnte (Abbildung
29d). Ganz anders verhielt sich hingegen der Verlauf der Zellzahlen propionatabbauender Bakterien
wéhrend des mehrwdchigen Zeitraumes. lhre Zellzahl bewegte sich gegenlaufig zur bakteriellen Ge-
samtzellzahl sowie sulfatreduzierender Bakterien und wies vielmehr einen &hnlichen Verlauf wie der
relative Anteil an Methanosarcinales (Abbildung 29b) in der methanogenen Gesamtpopulation auf. Da-
mit sind Propionsdureabbauende Bakterien insbesondere bei angereicherteren 633C (CH,)-Werten im
Reaktor zu finden. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die C-Isotopensignatur des CH, in er-
heblichem Malie von der Zusammensetzung der methanogenen sowie bakteriellen Population im Reak-
tor beeinflusst scheint, sodass anhand der 63C (CH,)-Werte im Biogas einige Ruckschlisse auf die

mikrobiellen Stoffwechselwege im Géarprozess gezogen werden kdnnen.
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4 Diskussion

4.1 Mikrobielle Populationsdynamiken in Biogasanlagen

Die Effizienz von Biogasanlagen ist maRgeblich durch die Reaktormikrobiologie beeinflusst, sodass es
selbst in hochtechnisierten Anlagen ohne eine optimale Mikrobiota nur zu geringen Biogasausbeuten
kommen kann (Sekiguchi et al. 2001). Sehr haufig wird daher die quantitative real-time PCR-Methode
(gPCR) fur die Untersuchung von Fermenterproben eingesetzt. Diese ermdglicht aufgrund der fortlau-
fenden Entwicklung genspezifischer Primer und Sonden eine hochprazise und quantitative Analyse der
mikrobiellen Population (Narihiro und Sekiguchi 2011). Eine besondere Herausforderung der gPCR-
Methode ist jedoch die Notwendigkeit eines definierten Kopiennummer-Standards, anhand dessen Fluo-
reszenz-Intensitat der unbekannte Titer einer Zielgruppe in Umweltproben quantifiziert werden kann.
Bislang wurden hierzu Plasmide mit einer klonierter Zielsequenz einer Spezies, PCR-Produkte, DNA-
Extrakte zuvor ausgezéhlter Reinkulturen, genomische DNA oder etwa 100 bp lange DNA-Fragmente
(Ultramer) eingesetzt (Viljoen et al. 2013; Dhanasekaran et al. 2010; Bustin et al. 2009; Sawayama et al.
2006; Yun 2006; Zhang und Fang 2006; Dworkin 2002). In den meisten Publikationen, die gPCR-
Analysen mikrobieller Populationen in Biogasanlagen beschreiben, wird hierfir bislang ein Zielgen, in
der Regel die 16S rRNA Gensequenz eines Referenzstammes in ein Plasmid kloniert und dessen
Kopienzahl anschliefend photometrisch bestimmt (Li et al. 2013; Moestedt et al. 2013; Kampmann et
al. 2012; Traversi et al. 2012; Shin et al. 2010; Klocke et al. 2008).

Mit der Entwicklung eines synthetischen DNA-Quantifizierungsstandards im Rahmen dieser Arbeit
konnte ein neues Verfahren etabliert werden, welches zukiinftige qPCR-Analysen deutlich vereinfachen
kann. Die einmalige Quantifizierung eines Standards, der durchgehend fir die Zellzahlbestimmung
sé&mitlicher Zielorganismen verwendet werden kann, sowie das Anlegen einer einzigen Kopienzahl-
Verdiinnungsreihe, vereinheitlichen und vergunstigen kunftige gPCR-Untersuchungen deutlich, erhthen
die Vergleichbarkeit und senken das Fehlerrisiko. Zudem ist ein Besitz von Referenzstdmmen oder de-
ren DNA-Extrakten fur die Herstellung multipler Quantifizierungsstandards nicht mehr erforderlich,
sodass lediglich spezifische, zielgerichtete Primer fir die gPCR-Analyse notwendig sind. Aufgrund
dessen kann die Methode fiir die quantitative Analyse samtlicher Umweltproben angewandt werden und
erscheint insbesondere fiir die Quantifizierung schwer kultivierbarer oder nicht auszéhlbarer Organis-

men interessant.

Der synthetische DNA-Standard wurde anhand eines quantitativen Nachweises von elf exemplarischen,
mikrobiellen Gruppen in mehreren Fermenterproben aus dem Forschungsreaktor des DBFZ evaluiert.
Dabei bestétigt das hohe Bestimmtheitsmall von > 0,99 samtlicher mit dem neuem Standard erstellten

Kalibriergeraden die hohe Spezifitit sowie Reproduzierbarkeit der Quantifizierungsmethode.
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Waéhrend des 70-tadgigen Untersuchungszeitraumes wurden in einem wochentlichem Intervall Reaktor-
proben entnommen und molekularbiologisch untersucht. Um mdgliche Verédnderungen in der Mikrobio-
ta aufgrund variierender Prozessbedingungen zu untersuchen, wurden in dieser Zeit verschiedene Futte-
rungsmengen im Reaktor erprobt, um deren Einfluss auf die mikrobielle Population im Fermenter zu
beobachten. Bislang gibt es nur wenige Studien, in welchen die Reaktormikrobiota bei hohen Raumbe-
lastungen untersucht wurde, wobei in der Regel nur eine einzige Reaktorprobe hinzugezogen wurde
(Lerm et al. 2012; Chelliapan et al. 2011; Tale et al. 2011; Blume et al. 2010; Hori et al. 2006). In die-
sem Zusammenhang bestatigte die qPCR-Analyse der Proben aus dem Forschungsreaktor, dass die
Raumbelastung einen signifikanten Einfluss auf die Zellzahl methanogener Archaeen und Bakterien
aufweist, wobei insbesondere bei erhdhtem Substratinput groBere Sduremengen und Gasproduktionsra-
ten zu verzeichnen waren. Grundsatzlich verliefen Zu- oder Abnahmen der methanogenen sowie bakte-
riellen Zellzahlen im untersuchten Zeitraum parallel, obgleich das absolute Verhaltnis von Archaeen zu
Bakterien besonders bei zunehmender Futterungsmenge variierte. Eine angepasste Substratzufuhr gilt
daher als eine der groten Herausforderungen fir den Betreiber von Bioreaktoren, da die Erhéhung des
Substratinputs nur bis zu einem anlagenspezifischen, individuellen Grenzwert zu einer besseren Gas-
ausbeute fuhren kann, wéhrend eine weitere Uberladung eine Veranderung der mikrobiellen Zusam-
mensetzung bis hin zu einer Hemmung der gesamten methanogene Population bewirken kann
(Vrieze et al. 2012; Blume et al. 2010; Karakashev et al. 2005; McMahon et al. 2004). Im Versuchszeit-
raum schienen insbesondere Bakterien aus der Hydrolyse- und Acidogenesestufe des anaeroben Bio-
masseabbaus von der gesteigerten Substratzufuhr zu profitieren, welche im Fermenter den Abbau kom-
plexer Polysaccharide, Fette und Proteine zu kurzkettigen Fettséuren, H, und CO, katalysieren. Infolge-
dessen konnte ein signifikanter Anstieg des Gesamttiters an Bakterien beobachtet werden, wohingegen
der prozentuale Anteil methanogener Archaeen deutlich abnahm. Zudem wurde ein Riickgang acetoge-
ner Bakterien, wie beispielhaft anhand der Zellzahl propionsdureabbauender Bakterien untersucht wur-
de, festgestellt. Dadurch kam es zu einer Verschiebung innerhalb des Saurespektrums, wobei

C3- bis C5-Sauren wie Propion-, Butter- und Valeriansdure im Verhaltnis zur Essigsaure zunahmen.

Dabei ist der Abbau kurzkettiger Fettsauren thermodynamisch nur dann mdglich, wenn ein geeigneter
Akzeptor fir H, verflgbar ist, sodass die H,-Konzentration produktseitig niedrig gehalten wird (Garcia
et al. 2000). Diese Position nehmen in der Regel hydrogenotrophe methanogene Archaeen ein, welche
haufig eng benachbart zu acetogenen Bakterien gefunden werden kdnnen (Bok et al. 2004; Sekiguchi et
al. 2001; Imachi et al. 2000; Sekiguchi et al. 1998; Schink 1997; Schmidt und Ahring 1995). Das ther-
modynamisch ungiinstigste Verhltnis mit AG® = +76,1 k] weist dabei der bakterielle Abbau von Pro-
pionséure auf, bei welchem pro Sduremolekiil insgesamt 3 H, entstehen, welche wiederum von metha-
nogenen oder sulfatreduzierenden Spezies tber die Reduktion CO, entfernt werden missen (Felchner-
Zwirello 2014).



Diskussion 95

Dieser Zusammenhang konnte wéhrend der mehrwéchigen Beprobungsperiode nicht beobachtet wer-
den. So zeigte sich im Forschungsfermenter der grofite Titer propionsiureabbauender Bakterien an Ta-
gen mit erhohten Wasserstoffpartialdriicken, wie sie vor allem in den ersten Versuchswochen zu messen
waren. Ferner konnte kein Zusammenhang zwischen der Zellzahl strikt hydrogenotropher methanogener
Archaeen sowie sulfatreduzierender Bakterien nachgewiesen werden, welche entgegen der vorherigen
Annahme vor allem bei niedrigen Zellzahlen propionséureabbauender Spezies detektiert werden konn-
ten. Bemerkenswert ist zudem ein Bezug zu der Familie Methanosarcinaceae, deren Zellzahlen nahezu
parallel zu der Menge dieser acetogenen Bakterien verlaufen. Beide Gruppen nehmen quantitativ wah-
rend des untersuchten Zeitraums ab, wahrend die Titer der strikt hydrogenotrophen Ordnungen Metha-
nobacteriales und Methanococcales zunahmen. Dies ist moglicherweise damit zu erklaren, dass neben
H, auch durch Acetat eine Endprodukthemmung wéhrend des Abbaus von Propionsdure bedingt werden
kann. Dies wurde bereits in Konsortien aus buttersaure- oder propionsaureabbauenden Bakterien und
hydrogenotrophen methanogenen Archaeen untersucht, wobei eine externe Zugabe von Acetat den Ab-
bau der Séuren deutlich reduzierte (Bok et al. 2004; Ahring und Westermann 1988; Boone und Xun
1987). Damit waren viele Spezies aus der Familie Methanosarcinaceae ideale Partner fiir die acetogenen
Bakterien, da diese aufgrund ihres breiten Substratspektrums sowohl Acetat als auch H, (+ CO,) und
somit samtliche Produkte aus der Propionat- und Butyratoxidation entfernen konnten.

Innerhalb der methanogenen Population konnte in sdmtlichen Proben aus dem 70-tdgigen Bepro-
bungszeitraum eine Dominanz der Ordnung Methanosarcinales festgestellt werden. Da neben der Fami-
lie Methanosaetaceae auch ein Grol3teil der Spezies aus der Familie Methanosarcinaceae Acetat als eine
Energiequelle nutzen kann, belief sich der Anteil an potentiell acetoklastischen Archaeen innerhalb der
methanogenen Mikrobiota auf 45 - 67 %. Dabei konnte insbesondere an Tagen mit verstarkter Gaspro-
duktionsrate ein hoher Titer an Methansarcinales nachgewiesen werden, weshalb die Ordnung als ein
mdoglicher Bioindikator fur einen stabilen Prozess hinzugezogen werden konnte. Insgesamt stellte die
Familie Methanosarcinaceae durchweg den groRten Anteil innerhalb der Methansarcinales, wobei be-
reits in einigen molekularbiologischen Populationsstudien in Biogasanlagen die Gattung Methanosarci-
na als die haufigste Gruppe innerhalb der Methanosarcinaceae identifiziert wurde (Stantscheff et al.
2014; Ma et al. 2013; Nettmann et al. 2010; Sawayama et al. 2006). Methanosarcina sp. gelten aufgrund
ihres breiten Substratspektrums als die metabolisch vielseitigsten Archaeen in Biogasanlagen tberhaupt.
Dariiber hinaus wurde eine im Vergleich zu anderen methanogenen Spezies erhéhte Stresstoleranz beo-
bachtet. Diese ist moglicherweise auf ihre kugelformige Morphologie sowie die groRtenteils vorhandene
Fahigkeit, Cluster aus bis zu mehreren tausend Zellen zu formen, zurtickzufiihren, wodurch sie ein we-
sentlich giinstigeres Oberflachen zu Volumenverhéltnis als stdbchenformige oder filamentdse Zellen
aufweisen (Vrieze et al. 2012). Zudem wurde fiir zahlreiche Spezies der Gattung Methanosarcina eine
verbesserte Resistenz gegeniiber erhdhten NH3-Konzentrationen sowie eine optimierte Stabilitit gegen-
Uber mechanischen Einflissen beobachtet, sodass Methanosarcina sp. eine hohe Bedeutung fiir die Sta-

bilitat eines anaeroben Bioreaktors zugesprochen wird (Vrieze et al. 2012; Khanal 2011; Calli et al.
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2005). Mit durchschnittlich 1 - 1,2 Tagen Verdopplungszeit weisen Methanosarcina sp. dartiber hinaus
ein relativ schnelles Wachstum auf, sodass die Gattung vor allem bei einer kurzen hydraulischen Ver-
weildauer des Garsubstrates weitere methanogene Spezies im Fermenter Uberwachsen kann (Ma et al.
2013; Shin et al. 2011). So konnte bereits eine deutliche Dominanz von Methanosarcina sp. wéhrend
erhdhter Raumbelastungen und Sdurekonzentrationen sowie niedrigeren pH-Werten festgestellt werden
(Ma et al. 2013; Conklin et al. 2006; Karakashev et al. 2005). Diese Beobachtung deckt sich auch mit
den im Rahmen der Futterungsexperimente am Forschungsreaktor des DBFZ durchgefiihrten gPCR-

Analysen.

Im Gegensatz dazu schien die Familie Methanosaetaceae besonders empfindlich gegentber einem An-
stieg der Gesamtsdaurekonzentration zu sein. Dabei konnte wéhrend der mehrwdéchigen Analysephase
ein vermehrtes Vorkommen von Methanosaeta sp. vor allem bei geringeren Fitterungsmengen und
dadurch verbundener, langerer Verweilzeiten des Gérsubstrates nachgewiesen werden. Dies kann zum
einem auf die im Vergleich zu anderen methanogenen Archaeen geringeren Wachstumsraten von Me-
thanosaeta sp. zuriickgefiihrt werden, aufgrund derer die Familie Methanosaetaceae insbesondere nach
Stressperioden deutlich langsamer zunehmen kann, als etwa Spezies der Familie Methanosarcinaceae
(Smith und Ingram-Smith 2007; Conklin et al. 2006). Zum anderen unterscheiden sich die beiden Fami-
lien in den Enzymen, welche die initiale Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA im Rahmen der acetok-
lastischen Methanogenese katalysieren. Hierzu besitzt etwa Methanosaeta soehngenii das Enzym
Acetyl-CoA-Synthetase mit einem Ky-Wert von 0,86 uM, wohingegen beispielsweise Methanosarcina
barkeri eine Acetat-Kinase sowie eine Phosphotransacetylase mit einem deutlichen héherem K,,-Wert
von rund 3 mM fir die Acetataktivierung einsetzt. Infolgedessen konnen Methanosaeta sp. aufgrund
ihrer hohen Substrataffinitat bereits bei geringen Acetatmengen zwischen 7 - 70 uM detektiert werden.
Hingegen sind Methanosarcina sp. durch ihre Enzymausstattung auf eine Mindestmenge von
0,2 -1,2 mM Acetat angewiesen (Smith und Ingram-Smith 2007; Hori et al. 2006; Jetten et al. 1992;
Jetten et al. 1990; Jetten et al. 1992), sodass Methanosaeta sp. in vielen Habitaten mit geringer Acetat-
konzentration wie beispielsweise in Reisfeldern und Klarschlamm-Reaktoren als die dominierenden
acetoklastischen, methanogenen Archaeen beschrieben werden (Fey und Conrad 2000; Griffin et al.
1998). In NawaRo-Biogasanlagen hingegen wird die Familie Methanosarcinaceae aufgrund der in der
Regel oberhalb ihrer erforderlichen Mindestkonzentration befindlichen Acetatmengen haufig nachge-
wiesen, wobei sich Spezies dieser Familie vor allem bei erh6hten Sdure- und NH3z-Konzentrationen
gegeniuber Methanosaeta sp. durchzusetzen scheinen (Klocke et al. 2008; Hori et al. 2006; Karakashev
et al. 2005; Garcia et al. 2000; Koster und Lettinga 1988). So beobachteten Conklin et al. 2006 etwa
eine Dominanz von Methanosarcina sp. gegeniber Methanosaeta sp. bei Acetatkonzentrationen tber
236 mg /|. Wahrend des 70-tdgigen Untersuchungszeitraumes konnten auch im Forschungsfermenter
durchgehend Acetatkonzentrationen oberhalb von 250 mg /| gemessen werden, aufgrund derer eine
acetoklastische Methanogenese seitens Methanosarcinaceae maéglich erscheint (Hunik et al. 1990). Hin-

gegen kann eine Hemmung der acetoklastischen Archaeen, insbesondere von Mehanosaetaceae durch
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freies NH3; im Rahmen der Untersuchungen ausgeschlossen werden (Demirel und Scherer 2008; Sterling
et al. 2001; Chen et al. 2008; Koster und Lettinga 1988), da sich die Konzentration des gesamten NH,-N
im Reaktor fortlaufend im unproblematischen Bereich bewegte. Ferner wurde festgestellt, dass das Fut-
terungsintervall sowie mechanische Einflussfaktoren wie die Intensitat der Rihrwerke im Fermenter,
welche insbesondere die fragilen Filamente von Methanosaeta sp. beintrachtigen konnen, erhebliche
Auswirkungen auf die relative Menge und Zusammensetzung der acetoklastischen Familien haben kon-
nen (Lerm et al. 2012; Chelliapan et al. 2011; Hoffmann et al. 2008; Conklin et al. 2006).

Innerhalb der obligat hydrogenotrophen Archaeen wurde der groite Titer fur die Ordnung Methanomic-
robiales wéhrend der ersten Wochen der Beprobung detektiert. Eine Dominanz dieser Ordnung, insbe-
sondere der Gattungen Methanoculleus, Methanocorpusculum und Methanospirillum wurde bereits in
vielen Studien zur methanogenen Population in Biogasanlagen beschrieben (Wirth et al. 2012;
Nettmann et al. 2010; Krober et al. 2009; Klocke et al. 2008; Hori et al. 2006). Allgemein konnte im
Forschungsfermenter ein erhohter Anteil an strikt hydrogenotrophen Archaeen bei H,-Konzentrationen
unterhalb von 80 ppm im Biogas festgestellt werden. Parallel dazu nahm die Zahl an Methanosarcina-
ceae, welche ebenfalls groRtenteils zu einer hydrogenotrophen Methanogenese befahigt sind, deutlich
ab. Dies kdnnte damit begriindet sein, dass obligat hydrogenotrophe Archaeen wesentlich besser an
niedrige H,-Partialdriicke angepasst sind als beispielsweise Methanosarcina sp. (Thauer et al. 2008),
aufgrund dessen die Familie Methanosarcinaceae vor allem wahrend hoher H,-Konzentrationen nach-

gewiesen werden konnte.

In Hinblick auf die Zellzahlen obligat hydrogenotropher Archaeen scheint die Ordnung Methanococca-
les mit nur rund 10* Zellen / ml in Biogasanlagen kaum eine Relevanz zu haben. In einigen Studien, die
mithilfe von ARDRA-Untersuchungen und Klondatenbanken die mikrobielle Population in Biogasfer-
mentern charakterisierten, konnten oftmals tUberhaupt keine Methanococcales in den beprobten Reakto-

ren nachgewiesen werden (Zhu et al. 2011; Klocke et al. 2008).

Nachdem ab Tag 31 die tégliche Fitterungsmenge von Rindergille von 0,5 m auf 2,0 m3 erhéht wurde,
konnte zunehmend eine Anreicherung der Ordnung Methanobacteriales verzeichnet werden, wahrend
die Zellzahl der Ordnung Methanomicrobiales signifikant zuriickging. Mdglicherweise kann ein Mangel
von Spurenelementen ein optimales Wachstum letzterer Ordnung verhindert haben. Eine Dominanz von
Methanobacteriales ist bereits hdufig fir Biogasanlagen beschrieben worden, die vermehrt mit Gdlle
gefittert werden (Zhu et al. 2011; Janssen und Kirs 2008; Sawayama et al. 2006). Dies wird darauf zu-
rickgefihrt, dass Methanobacteriales bislang deutlich h&ufiger als Methanomicrobiales im Rumen und
Intestinaltrakt von Tieren, deren Giille vergoren wird, nachgewiesen werden konnten (Peu et al. 2006;
Wright et al. 2004). Dabei wurden in mesophilen Biogasanlagen innerhalb der Ordnung Methanobacte-
riales vor allem Spezies der Gattungen Methanobacterium, Methanogenium, Methanosphaera und
Methanobrevibacter identifiziert (Stantscheff et al. 2014; Zhu et al. 2011; Klocke et al. 2008).
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Eine Hemmung der Archaeen durch sulfatreduzierende Bakterien, welche aufgrund ihrer héheren Affi-
nitat zu Acetat, CO, und Formiat bereits hdufig als Konkurrenten fiir methanogene Archaeen in SulRge-
wassern, Seesedimenten und Laborfermentern beschrieben wurden (Moestedt et al. 2013; Rabus et al.
2013; Dar et al. 2008; Lovley und Klug 1983; Lovley et al. 1982), konnte im Rahmen der Langzeitun-
tersuchung nicht festgestellt werden. Stattdessen verliefen die Zellzahlen methanogener Archaeen und
sulfatreduzierender Bakterien wahrend des gesamten Zeitraumes nahezu konstant, wobei insbesondere
bei einem hohen Titer hydrogenotropher Archaeen sowie einem geringen H-Partialdruck eine Zunahme
der sulfatreduzierenden Spezies zu messen war, sodass von keiner Konkurrenz ausgegangen werden
konnte. Dies kdnnte zudem auch an dem durchgehend Uber drei Zehnerpotenzen hoheren Zelltiter
hydrogenotropher Archaeen gelegen haben, weshalb diese quantitativ den sulfatreduzierenden Bakterien
im Reaktor deutlich Uberlegen sind. Ferner kénnen sulfatreduzierende Bakterien wie auch hydrogeno-
trophe methanogene Archaeen von einem Interspezies-H*- bzw. e” Transfer in Gemeinschaften mit syn-
trophen, acetogenen Bakterien profitieren. Allerdings zeigten die Zu- und Abnahmen der Zelltiter sul-
fatreduzierender bzw. propionatabbauender Bakterien einen durchgehend gegensétzlichen Trend, sodass
die Symbiose zwischen acetogenen und H,-akzeptierenden Spezies nur ein geringen Anteil des Bedarfs

an H" bzw. " der hydrogenotrophen Archaeen und sulfatreduzierenden Spezies abzudecken scheint.

Insgesamt stellt die Mikrobiologie in einer Biogasanlage ein weitaus dynamischeres System dar, als
zundchst angenommen. Dabei konnte mithilfe des Uberarbeiteten qPCR-Analyseverfahrens gezeigt wer-
den, dass sich die mikrobielle Zusammensetzung bereits innerhalb einer Woche signifikant verandern
kann. Die Hohe der Raumbelastung sowie der Anteil der eingebrachten Substrate (Rindergille, Maissi-
lage) scheint hierbei malgeblich die mikrobielle Population zu bestimmen. Dies zeigt auch, dass eine
einmalige Analyse der Reaktormikrobiota nur bedingt fur die Interpretation der mikrobiellen Prozesse
und Fermenterperformance hinzugezogen werden kann. Um dies zu verdeutlichen, kann auf die Labor-
untersuchungen des Garsubstrates an Tag 10 und Tag 80 verwiesen werden, welche einen nahezu iden-
tischen pH-Wert, Trockenmasseanteil und eine &hnliche Sdurekonzentration in den Proben, jedoch eine
vollig unterschiedliche mikrobielle Zusammensetzung aufzeigen. Infolgedessen sind weitere Langzeit-
untersuchungen an Bioreaktoren erforderlich, um die komplexen Stoffwechselflisse und Interaktionen

verstehen zu konnen.

4.2 Methylotrophe Stoffwechselwege im Reaktor

Den methylotrophen Archaeen und Bakterien, welche reduzierte C1-Verbindungen wie Methanol und
CH, verwerten konnen, galt in bisherigen Untersuchungen der Stoffwechselwege in Biogasanlagen nur
wenig Interesse. Wahrend Methanol, dhnlich dem Formiat, im Garsubstrat kaum nachgewiesen werden
kann und aus diesem Grund meist als ein unbedeutendes Substrat im Biogasprozess eingestuft wird, galt

eine Methanoxidation bislang aufgrund der geringen O,-Konzentrationen in Biogasanlagen als ausge-
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schlossen. Mithilfe von molekularbiologischen Methoden sowie der Isolierung und Charakterisierung
verschiedener bakterieller und methanogener Spezies konnten im Rahmen dieser Arbeit weitere Er-
kenntnisse um die komplexen mikrobiellen Interaktionen innerhalb der methylotrophen Stoffwechsel-

wege gewonnen werden.

Mit Blick auf den hohen Zelltiter der groRtenteils methanolverwertenden Familie Methanosarcinaceae
im Reaktor, der Isolierbarkeit dreier methylotropher Bakterien aus unterschiedlichen phylogenetischen
Familien (Peptococcaceae, Clostridiaceae und Thermoanaerobacteriaceae) sowie den hohen CH,-
Bildungsraten, die in Reaktoranreicherungen und in Anzuchten des Isolats Methanosarcina mazei Mscl
bei Angebot der C-Quelle Methanol gemessen werden konnten, wurde die Moglichkeit dieses methylo-
trophen Stoffwechselweges in Biogasanlagen tiefergehender untersucht. Dabei liefert die methylotrophe
Methanogenese mit AG® zwischen -104,9 und -112,5 kJ / mol (Garcia et al. 2000) nahezu den gleichen
Energieertrag wie die hydrogenotrophe Methanogenese. Zudem wurden bislang in vielen Untersuchun-
gen der Reaktormikrobiota hohe Zelltiter der Gattung Methanosarcina identifiziert, welche zahlreiche
methylotrophe Arten beinhaltet (Stantscheff et al. 2014; Ma et al. 2013; Nettmann et al. 2010;
Sawayama et al. 2006). Insofern wurde im Rahmen dieser Arbeit vermutet, dass Methanol als kurzfris-

tiges, schnelles Metabolit mit kurzer Verweilzeit in Biogasanlagen eine Relevanz haben konnte.

In der Natur entsteht Methanol Uberwiegend wéhrend des Abbaus der pflanzlichen Gerlistsubstanz Pek-
tin (Schink und Zeikus 1980). Dabei wird Methanol meist durch die Aktivitat der Pektin-Methylesterase
freigesetzt, einem Enzym, das sowohl von vielen Geweben der pflanzlichen Zellwand selbst als auch
von einer Vielzahl an Pilzen und Bakterien exprimiert wird und die Spaltung der Methylester an der
Polygalacturonséurekette des Pektins katalysiert (Micheli 2001; Siragusa et al. 1988; Schink und Zeikus
1980; Rexova-Benkova und Markovic 1976). In verholzten Pflanzen variiert der Anteil von Pektin zwi-
schen 1 - 4 % (Palmisano und Barlaz 1996), Zuckerriben, deren Einsatz als alternative Energiepflanze
neben Mais in den letzten Jahren deutlich zunahm, kénnen aus bis zu 20 % Pektin bestehen (Ollivier
und Garcia 1990). Dabei erfordert der Abbau dieser Gerlistsubstanz aufgrund dessen komplexer, poly-
meren Struktur den Einsatz zahlreicher Lyasen und Hydrolasen wie Esterasen und Glucosidasen
(Palmisano und Barlaz 1996; Wojciechowicz und Tomerska 1971), deren Aktivitat bereits bei vielen
Darm-Bakterien wie Lachnospira multiparus (Duskova und Marounek 2001; Szymanski 1981),
Bacteroides caccae (Sirotek et al. 2004), Bifidobacterium pseudolongum (Slovakova et al. 2002),
Clostridium thermocellum (Slovakova et al. 2002; Ollivier und Garcia 1990; Spinnler et al. 1986) oder
Clostridium butyricum (Schink und Zeikus 1980) beschrieben wurde. Eines der Fermentationsprodukte
des Pektinabbaus ist dabei meist Methanol, dessen weitere Reduktion zu CH, bereits in Kokulturen aus
pektinolytischen Bakterien und methylotrophen methanogenen Archaeen nachgewiesen werden konnte
(Ollivier und Garcia 1990). Da die meisten Biogasanlagen mit Rinder-, Schweine- und Putenmist gefit-
tert werden, ist es denkbar, dass viele dieser pektinolytischen Species in den Reaktor gelangen und dort

die Freisetzung von Methanol ermdglichen kénnen. Das im Rahmen dieser Arbeit gewonnene, pektino-
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Iytische Isolat StrepBovl, welches mit 99 % genetischer Identitat der Streptococcus bovis Gruppe (Ha-
bib et al. 2009) zuzuordnen ist, zeigte hohe Wachstumsraten bei Angebot der C-Quelle Pektin und kann,
wie anhand einer sensiblen gaschromatographischen Analyse festgestellt werden konnte, binnen weni-
ger Stunden samtliche an die Polygalacturonsaureketten veresterten Methoxygruppen hydrolysieren.
Spezies aus der Streptococcus bovis Gruppe wurden unter anderem bereits im Magen- und Darmtrakt
von Rindern, Schafen, Schweinen, Pferden, Kamelen und Hirschen nachgewiesen, wobei sie uber ein
sehr breites Substratspektrum verfligen und héaufig aufgrund ihrer Bildung von Laktat, Acetat und For-
miat als eine der Hauptverursacher der fermentativen Acidose im Gastrointestinaltrakt beschrieben wer-
den (Ghali et al. 2004; Sirotek et al. 2004; Griswold et al. 1999; Russell und Robinson 1984). Dabei
zeigte sich, dass eine gemeinsame Kultivierung von StrepBovl mit dem zu 100 % mit Methanosarcina
mazei Ubereinstimmenden Isolat Mscl aufgrund der Stoffwechselprodukte aus dem Pektinabbau mog-
lich ist, da neben der Entstehung von Methanol auch die Bildung von weiteren methanogenen Substrate
wie Acetat, H, und CO, festgestellt werden konnte. Dies bestétigt zunachst die Annahme, dass im Reak-
tor Uber den mikrobiellen Abbau von Pektin Methanol gebildet werden kann, sodass grundsatzlich eine

methylotrophe Methanogenese in Biogasanlage méglich erscheint.

Methanol kann jedoch auch von zahlreichen homoacetogenen (Zandvoort et al. 2003; Balk et al. 2002;
van der Meijden et al. 1984; Datta und Ogeltree 1983; Zeikus et al. 1980) sowie sulfatreduzierenden
(Plugge et al. 2011; Davidova und Stams 1996; Nanninga 1986) und methanotrophen Bakterien (Garrity
et al. 2007) als C-Quelle genutzt werden. Dass eine bakterielle Fermentation von Methanol in Abwas-
ser- und Klarschlammreaktoren sowie in Anreicherungen erfolgen kann, wurde bislang zwar in einigen
Studien festgestellt, jedoch nie in NawaRo-Biogasanlagen untersucht (Paulo et al. 2003; Zandvoort et
al. 2003; Paulo 2002; Florencio et al. 1994; Florencio et al. 1995; Lettinga et al. 1979). Dabei besteht
industriell ein groRRes Interesse, Methanol, welches beispielsweise in den Abwéssern der Zellstoff- und
Papierindustrie sowie wahrend der Formaldehydherstellung zu groRBen Mengen anféllt, aufgrund seiner
Toxizitat zu entsorgen (Paulo et al. 2003; Paulo 2002; Lettinga et al. 1981; Lettinga et al. 1979). Eine
Einleitung dieser mit Methanol hochkonzentrierten Abwasser in Biogasanlagen ware daher eine nach-
haltige Moglichkeit der Abwasserentsorgung und Energiegewinnung. Unklar ist bislang, ob und in wel-
chem Anteil Methanol direkt zu CH,4 reduziert, oder aufgrund bakterieller Reaktionen zunéchst zu Ace-

tat, H, und CO, umgesetzt wird.

Mit dem lIsolat ButMetl, welches genetisch zu 100 % mit dem von (Zeikus et al. 1980) aus KIar-
schlamm isolierten Butyribacterium methylotrophicum Stamm Marburg (DSM 3468) (ibereinstimmt,
wurde ein homoacetogenes, methylotrophes Bakterium aus dem Forschungsreaktor isoliert. Dieses wies
bei Wachstum mit der C-Quelle Methanol eine Bildung von Butterséure, Acetat sowie H, und CO, auf
und setzte sich in Mischkulturen bei einer Methanolkonzentration von 4 g / | gegenuiber Methanosarcina
mazei Mscl durch. Da in den Kokulturen kein Acetat nachgewiesen werden konnte, wurde vermutet,

dass Methanosarcina mazei Mscl weitestgehend einen acetoklastischen Stoffwechsel durchgefiihrt ha-
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ben muss. Dagegen konnte in den parallelen Reinkulturanzuchten des methanogenen Isolates auf Me-
thanol eine signifikant hohere CH,4-Bildung nachgewiesen werden, sodass eine Konkurrenz um Metha-
nol zwischen homoacetogenen Bakterien und methylotrophen Archaeen vermutet werden konnte.
Paulo et al. 2003 stellten in diesem Zusammenhang bei Untersuchungen eines Konsortiums aus methy-
lotrophen Spezies in einem mit Methanol befitterten Reaktor fest, dass nur rund 50 % des CH, aus der
methylotrophen Methanogenese stammt, wahrend das ubrige CH, aus Acetat und H, / CO,, welche von
methylotrophen, homoacetogenen Bakterien gebildet wurden, herrihrte. Eine hydrogenotrophe und
acetoklastische Methanogenese, welche an den Abbau von Methanol seitens homoacetogener Bakterien

gekoppelt ist, scheint dabei bei sehr wahrscheinlich zu sein (Fukuzaki und Nishio 1997).

Allerdings zeigen weitere Studien, dass die Verfiigbarkeit von Elektronenakzeptoren wie CO, und Bi-
carbonat, Acetat und Formiat sowie die Konzentration von Methanol fur ein Wachstum methylotropher,
homoacetogener Bakterien wie Butyribacterium methylotrophicum entscheidend ist (Florencio et al.
1995; Kerby und Zeikus 1987; Heijthuijsen und Hansen 1986; Lynd und Zeikus 1983). Zudem ist die
Konzentration von Cobalt und H, als limitierender Faktor beschrieben (Paulo 2002; Florencio et al.
1994). Im Vergleich zu homoacetogenen Spezies weisen methylotrophe Archaeen eine um rund 60-fach
erhdhte Affinitat zu Methanol auf, weshalb die direkte methylotrophe CH,-Bildung insbesondere bei
geringen Methanolkonzentrationen oder verminderter Bicarbonatmenge aufzutreten scheint (Florencio
et al. 1994). Dariiber hinaus konnte anhand der Isotopenverhaltnisse in Anzuchten von Methanosarcina
mazei Mscl bei parallelen Angebot der C-Quellen (**C-markiertes) Methanol, Acetat, H, / CO, im
Néhrmedium gezeigt werden, dass das Isolat trotz Verfligharkeit mehrerer Substrate bevorzugt Metha-
nol umsetzt. In Biogasanlagen kénnten methylotrophe Archaeen daher gegeniiber methanolverwerten-

den, homoacetogenen Bakterien im Vorteil sein.

Dementgegen koénnten sulfatreduzierende Bakterien einen verstarkten Einfluss auf den Abbau von Me-
thanol in einem Bioreaktor haben. So wurde mit Desulfotomaculum ruminis DesRuml ein Isolat erhal-
ten, welches auf den methanogenen Substraten Methanol, H, / CO,, Formiat und Acetat kultiviert wer-
den konnte. Dabei werden sulfatreduzierende Bakterien hdufig als Konkurrenten gegeniiber methanoge-
nen Archaeen beschrieben, da sie neben héheren Wachstumsraten auch eine aufgrund ihres effizienteren
Elektronenakzeptors SO,* erhdhte Substrataffinitdten aufweisen (Plugge et al. 2011; Dar et al. 2008;
Lovley und Klug 1983). Ein Interspecies-Elektronentransfer zwischen Butyribacterium methylotrophi-
cum zu Desulfovibrio vulgaris sowie zu Methanobrevibacter arboriphilus wurde bereits in Mischkultu-
ren unter selektivem Angebot von Methanol nachgewiesen, wobei sich die sulfatreduzierenden Species
gegenuiber der methanogenen Kultur zunehmend durchgesetzt hatten (Heijthuijsen und Hansen 1986).
Davidova und Stams 1996 kultivierten eine Anreicherungskultur aus einem Laborreaktor auf Methanol
und wiesen dabei nach, dass sulfatreduzierende Bakterien samtliches H,, CO, und Acetat, welches die
homoacetogenen Bakterien wéhrend des Abbaus von Methanol produzierten, abbauten, sodass keine

Bildung von CH, mdglich war. In beiden Studien konnte jedoch kein sulfatreduzierendes Bakterium
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identifiziert und angereichert werden, welches alleine auf Methanol wuchs. Das Isolat DesRum1 zeigte
hingegen gutes Wachstum bei Angebot dieser C-Quelle, wobei dennoch davon ausgegangen werden
kann, dass nur ein Teil der sulfatreduzierenden Spezies im Bioreaktor zu einem Wachstum auf Metha-
nol fahig sind. Zudem konnte im Rahmen der gPCR-Analysen ein wesentlich hoherer Titer an Archaeen
sowie ein nahezu paralleler Verlauf der Zellzahlen methanogener und sulfatreduzierender Spezies de-
tektiert werden, sodass keine signifikante, kompetitive Hemmung zwischen den beiden Gruppen vermu-

tet werden konnte.

Mit dem Isolat TepAc1, welches eine zu 99 % genetische Ubereinstimmung zu Tepidanaerobacter ace-
tatoxydans Stamm Rel" DSM21804" aufwies (Westerholm et al. 2011), wurde eine dritte Gruppe me-
thanolverwertender Bakterien im Reaktor gefunden. Als syntroph acetatoxidierendes Bakterium gelang
es, TepAcl in Kokultur mit Methanobacterium formicicum Isolat Mbfl auf Acetat zu kultivieren, wobei
in Reinkultur zudem auch ein Wachstum auf H, / CO, sowie Methanol festgestellt werden konnte. Die
Relevanz syntroph acetatoxidierender Bakterien im Zusammenhang mit dem mikrobiellen Abbau von
Methanol wurde bislang noch nicht beschrieben, kénnte aber insbesondere bei hohen Methanol- bzw.

Acetatkonzentrationen eine grofle Rolle spielen.

Die Vermutungen beziglich der Substratfliisse um die Fermentation von Methanol in Biogasanlagen
wurden zudem durch die Isotopenverhaltnisse in den Reaktoranreicherungen auf der C-Quelle Methanol
bestatigt. Wéhrend in der Reinkultur des Isolates Methanosarcina mazei Mscl stark diskriminierte
8'°C (CH,)-Werte um -99 %o gemessen werden konnten, zeigten die mit Reaktorsubstrat beimpften An-
sdtze zunéchst die von der acetoklastischen Methanogenese bekannten angereicherteren C-Isotopen-
verhéltnisse um -40 %o im CH,. Erst mit abnehmender Methanolkonzentration in der Anreicherung na-
herte sich die Isotopensignatur den in Reinkulturexperimenten identifizierten *C (CH,)-Werten der
hydrogenotrophen und schlielich methylotrophen Methanogenese. Offenbar konnten sich im Experi-
ment die methylotrophen Archaeen nur bei niedrigen Methanolkonzentrationen gegentiber den methy-
lotrophen Bakterien durchsetzen (Fukuzaki und Nishio 1997; Florencio et al. 1994; Heijthuijsen und
Hansen 1986), sodass erst gegen Versuchsende eine zunehmend stérkere C-Isotopenfraktionierung im
CH, ermittelt werden konnte. Dies bekréaftigt die im Rahmen dieser Arbeit aufgestellte Hypothese, dass
zunachst bei hohen Methanolkonzentrationen ein gréftenteils bakterieller Abbau von Methanol zu Ace-
tat, H, und CO, erfolgt, wobei diese Substrate, wiederum in Konkurrenz mit sulfatreduzierenden und
syntrophen Bakterien, erst in einem zweiten Schritt von acetoklastischen und hydrogenotrophen metha-
nogenen Archaeen zu CH, reduziert werden (Zandvoort et al. 2003; Le Mer und Roger 2001; Davidova
und Stams 1996; Florencio et al. 1995). In welchem Anteil die einzelnen mikrobiellen Reaktion erfol-
gen, kann dabei je nach Konzentration von S0,%, H,, Bicarbonat, Methanol, Acetat sowie Spurenele-

menten variieren und ist dabei insbesondere von der Art der eingesetzten Garsubstrate bedingt.

Eine besondere Form der Methylotrophie ist die Oxidation von CH,4, welches die maximal reduzierte

Form einfacher Kohlenwasserstoff-Verbindungen darstellt. Methanoxidation wurde bereits im Grund-
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wasser (Cheng et al. 1999), in Torfmooren (McDonald und Murrell 1997), (kontaminierten) Béden und
Sedimenten (McDonald et al. 2006; Kolb et al. 2003; Le Mer und Roger 2001), Flussmundungen
(McDonald et al. 2005) sowie in Termitendarmen (Reuf8 2015b), Schweinemist (Nielsen et al. 2013),
Reisfeldern (van Bodegom et al. 2001; Conrad und Rothfuss 1991) und im Meer beobachtet (Ward et al.
1987). Hingegen wurde ein Vorkommen methanotropher Bakterien trotz des enormen VVorkommens von
CH, (> 50 %) in Biogasanlagen bislang nicht nachgewiesen. Dies kénnte daran liegen, dass aufgrund
der fur methanogene Archaeen erforderlichen, geringen Konzentration von O,, welches hingegen fiir
den ersten Oxidationsschritt von CH; zu Methanol durch die Methan-Monooxygenase erforderlich ist
(Basch et al. 1999), ein Ablauf dieser Reaktion ausgeschlossen wurde. Zudem kann freies NHs, welches
ebenfalls von der Methan-Monooxygenase hydroxyliert wird, das Wachstum methanoxidierender Bak-
terien hemmen (Nielsen et al. 2013; Conrad und Rothfuss 1991), sodass insbesondere in durch Abwas-

ser- oder Putenmist mit NH4-N hochbelasteten Anlagen eine Methanoxidation ausgeschlossen erscheint.

Mit einem Fokus auf methylotrophe C-Flisse wurde dennoch ein Vorkommen methanoxidierende Bak-
terien in Biogasanlagen untersucht. Durch die Verwendung spezifischer Primer (Cheng et al. 1999),
welche an die flir methanotrophe Bakterien spezifischen Gensequenz der pmoA bindenden kénnen, ge-
lang es, in den neun Reaktorproben aus dem 70-tdgigen Beprobungszeitraum ein Titer von 6,9 x 10° bis
4,0 x 10° Zellen / ml festzustellen. Damit ldgen in Biogasanlagen nahezu &hnliche Zellzahlen methan-
oxidierender Bakterien wie in Bdden (Kolb et al. 2003) und in zu fast zwei Zehnerpotenzen héherer
Menge als in Termitendarmen vor (Reul 2015). Offenbar ermdglicht die in der FBGA durchschnittlich
gemessene O,-Konzentration von 0,16 %, dass methanoxidierende Bakterien in diesem Habitat wachsen
kdnnen, wobei durch die regelméRige Einbringung von Garsubstrat eine weitere, kurzzeitige und lokale
Zufuhr von O, stattgefunden haben kann. Daritiber hinaus scheinen sich die Spezies aufgrund ihrer ho-
hen Affinitat fir O, gegeniiber den vielen fakultativ anaeroben Bakterien in der Konkurrenz um O, im
Reaktor durchsetzen zu kdnnen. So wurde in Reisfeldern bereits beobachtet, dass methanotrophe Bakte-
rien erst unterhalb einer O,-Konzentration von 5 uM gegeniiber heterotrophen Spezies Uiberlegen waren
(van Bodegom et al. 2001). Viele methanoxidierende Bakterien sind zudem zu einer Oxidation von Me-
thanol fahig (Garrity et al. 2007), wobei sie auf die Verfiigbarkeit von O, nicht angewiesen sind. Denk-
bar ist daher, dass methanotrophe Bakterien ebenfalls eine Rolle im anaeroben Abbau von Methanol in
Biogasanlagen spielen konnten, wobei sie weiteres CO, fir eine anschlielende hydrogenotrophe Me-
thanogenese bilden wiirden. Demnach waére es moglich, dass die methanotrophen Spezies im Reaktor

gar nicht methanoxidierend, sondern methanolverwertend agieren.

Die zur weiteren Identifizierung der methanotrophen Reaktormikrobiota durchgefiihrte ARDRA mit
einem pmoA Genfragment zeigte mindestens 13 verschiedene Restriktionsmuster innerhalb der 72 ana-
lysierten Klone, wobei nur sechs Sequenzen eine Identitat > 97 % zu einem bekannten methanotrophen
Organismus zugeordnet werden konnte. Die Sequenzen aus funf Klonen mit unterschiedlichem Restrik-

tionsmuster konnten sogar nur zu 90 - 92 % ldentitat einer nachstverwandten Spezies zugewiesen wer-
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den, sodass von einer Vielzahl bislang unbekannter, methanoxidierender Arten in Biogasanlagen ausge-
gangen werden kann. Eine weitere Erforschung sowie Isolierung dieser offenbar hochst effizienten, an
die komplexen Verhaltnisse in Bioreaktoren angepassten Spezies konnte daher auch biotechnologisch

von grofem Interesse sein.

Ein Vergleich mit den Gendatenbank des NCBI zeigte, dass sowohl Typ | methanotrophe v-
Proteobacteria, welche tber den Ribulosemonophosphat- (RuMP-)Weg Formaldehyd fixieren als auch
Typ 1l methanotrophe a-Proteobacteria, die eine Formaldehydfixierung tber den Serin-Weg durchfiih-
ren, in Biogasanlagen vorkommen. Beide Gruppen unterscheiden sich zudem in ihrer Affinitat zu CHy,,
wobei beobachtet wurde, dass Typ | Methanotrophe den Spezies des Typs Il bei hohen CH,-
Konzentrationen tberlegen sind (Graham et al. 1993) und dariiber hinaus geringere O,-Mengen fiir die
Oxidation von CH, zu Methanol erfordern (van Bodegom et al. 2001; Amaral und Knowles 1995). Dies
erklart moglichweise auch die Dominanz von Typ | Methanotrophen im untersuchten Bioreaktor. Dabei
konnten die meisten Klone der Gattung Methylobacter zugordnet werden, welche obligat CH, als Ener-

gie- und C-Quelle nutzen.

Offenbar scheinen die Bedingungen in Biogasanlagen dhnlich den in aquatischen Habitaten zu sein. So
konnte einer Klonsequenz eine 99 % ldentitat zu Methylosinus trichosporium Stamm KS18 zugeordnet
werden, welcher im Jahre 2000 aus der oxischen Zone des Grundsediments im See Genezareth, Israel,
isoliert wurde (Heyer et al. 2002). Ferner wurden zwei Klone mit einer 99 % lIdentitat zu einem Isolaten
aus dem aus Flussmiindungssediment der Bucht von Newport, CA, USA (McDonald et al. 2005), sowie
ein weiterer Klon mit naher Verwandtschaft zu Methylocaldum marinum, der wiederum in marinen

Sedimenten (Takeuchi et al. 2014) gefunden wurde, erhalten.

Da der Energiegehalt von Biogas mit steigender CH,-Konzentration zunimmt, erscheinen methanoxidie-
rende Spezies in Biogasanlagen grundsétzlich unerwiinscht. Inwieweit diese jedoch tatsachlich einen
negativen Einfluss auf den CH,-Gehalt im Biogas haben, muss in kinftigen Studien untersucht werden,
wobei insbesondere das gezielte Einblasen von O, zur biologischen Entschwefelung in Bioreaktoren neu

Uberdacht werden sollte.

4.3 §"C (CH,) als ein neuer Monitoringparameter?

Mit dem Ziel, ein kontinuierliches Monitoring der Isotopenverhaltnisse 5°C (CH,) im Biogas als eine
neue Mdoglichkeit der Prozessuberwachung von Biogasanlagen zu evaluieren, wurden neben einer
mehrmonatigen Erprobung eines 5"°C (CH,)-Spektrometers an einer FBGA zahlreiche mikrobiologische
und molekularbiologische Versuche durchgefuhrt, um die an der Anlage ermittelten Isotopenverhéltnis-
se interpretieren und dadurch Empfehlungen fur die Praxis geben zu kénnen. Hierzu wurde zunéchst die
spezifische Isotopensignatur der drei Methanogenesereaktionen (acetoklastisch, hydrogenotroph und

methylotroph) anhand von methanogenen Reinkulturen bei Zugabe spezifischer C-Quellen untersucht.
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Bewusst wurden dabei nur Spezies betrachtet, die aus der Biogasanlage isoliert worden waren, um mdg-
lichst prozessnahe Isotopensignaturen zu erhalten, die in einem ndchsten Schritt zur Identifizierung der

aktuell dominierenden Methanogenesewege im Reaktor hinzugezogen werden konnten.

4.3.1 Methanogene Reinkulturen zeigen stoffwechselspezifische dC (CH,)-Werte
Grundsatzlich ist die Untersuchung der methanogenen Kohlenstofffraktionierung ein hochkomplexes
Gebiet. Aufgrund einer Vielzahl von Einflussflussfaktoren, wie der chemischen Zusammensetzung des
Kulturmediums bzw. des untersuchten Habitats, der Phylogenie und der Wachstumsphase der betrachte-
ten Spezies, dem Zelltiter sowie der Substratkonzentration gestaltet sich das Vergleichen und Ubertra-
gen von &C (CH,)-Werten aus der Literatur als sehr schwierig (Goevert und Conrad 2009;
Conrad 2005; Whiticar 1999). So untersuchten Londry et al. 2008 beispielsweise die Fraktionierung von
Methanosarcina barkeri bei Angebot der C-Quellen H, / CO,, Acetat oder Methanol, wobei sie die je-
weiligen Substrate entweder im Uberschuss, oder begrenzt im Nahrmedium eingesetzt hatten. Dabei
konnten die Forscher in Abhé&ngigkeit der Substratkonzentration und der Dauer der Kultivierung
Schwankungen in den Isotopenverhaltnissen §°C (CH,) von bis zu 50 %o messen. Hinzu kommt, dass
viele Spezies eine veranderte Isotopensignatur aufweisen kdnnen, wenn sie in Kokultur mit einer weite-
ren Art kultiviert werden. Dies wurde unter anderem in Mischkulturen aus H,-bildenden Bakterien und
hydrogenotrophen methanogenen Archaeen beobachtet, wobei im CH, der Mischkulturansatze eine
starkere Kohlenstofffraktionierung als in den parallelen Reinkulturanzuchten festgestellt werden konnte
(Hattori et al. 2012).

Vor allem flr acetoklastisches und methylotrophes Wachstum finden sich in der Literatur nur wenige
Studien Uber die Isotopenfraktionierung methanogener Archaea. Diese berufen sich in der Regel auf
Untersuchungen an Methanosarcina barkeri, wobei selten (ibereinstimmende Isotopenverhéltnisse ge-
messen wurden (Goevert und Conrad 2009). So wird in einer Untersuchung zur acetoklastischen Me-
thanogenese von Methanosarcina barkeri ein durchschnittlicher §*C (CH,)-Wert von etwa -56,5 %o
beschrieben (Gelwicks et al. 1994), Londry et al. 2008 ermittelten hingegen einen §'3C (CH,)-Wert von
-53,8 %o unter ausreichender Acetatversorgung, aber von -25,7 %o bei einer niedrigen Acetatkonzen-
tration im Nahrmedium. In einer dritten Studie wurden dariiber hinaus §"3C (CH,)-Werte um -21,2 %o
fiir selbigen Organismus detektiert (Krzycki et al. 1987). Auch Uber die Isotopenfraktionierung der Gat-
tung Methanosaeta gibt es bislang nur wenige Untersuchungen, wobei fiir ihr acetoklastisches Wachs-
tum meist ein geringerer Fraktionierungsfaktor als etwa fur Methanosarcina beschrieben ist. Dies wird
meist auf die unterschiedliche Enzymausstattung der beiden Gattungen fir die initiale Aktivierung von
Acetat zu Acetyl-CoA zurlckgefiihrt (Penning et al. 2006; Valentine et al. 2004). Dieser Sachverhalt
konnte bei den GC-C-IRMS Untersuchung der Biogasproben der beiden Isolate Methanosarcina mazei
Mscl und Methanosaeta concilii Mst1.3 nicht beobachtet werden, wobei beide Spezies eine einheitliche
Fraktionierung mit 3**C (CH,) bei -42,1 %o aufwiesen.
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Im Gegensatz zu den acetoklastischen methanogene Archaeen diskriminieren hydrogenotrophe Methan-
bildner das stabile Kohlenstoffisotop etwas stérker, sodass fur diese Spezies in der Regel leicht abgerei-
chertere Isotopenverhéltnisse im CH,4 auftreten (Laukenmann et al. 2010; Conrad 2005; Whiticar 1999;
Balabane et al. 1987). Dies konnte auch fir die beiden obligat hydrogenotrophen Spezies Methanocul-
leus bourgensis DSM 3045 sowie Methanobacterium formicicum Mbfl beobachtet werden, wobei
8"°C (CH,)-Werte zwischen -53 und -56 %o gemessen werden konnten. Damit scheint grundséatzlich eine
Unterscheidung der beiden haufigsten methanogenen Stoffwechselwege, der acetoklastischen und

hydrogenotrophen Methanogenese, anhand ihrer spezifischen Isotopensignatur méglich zu sein.

Fir die methylotrophe Methanbildung wurde hingegen eine nochmals stérkere Isotopenfraktionierung
identifiziert. Hierbei zeigte das Isolat Methanosarcina mazei Msc1 mit §*3C (CH,)-Werten um -99%. die
deutlichste Diskriminierung des **C-Isotopes innerhalb der drei bekannten Methanogenesereaktionen.
Auch Londry et al. 2008 wiesen fir letztere Spezies bei einem unlimitiertem Angebot von Methanol ein
Isotopenverhaltnis 8**C (CH4) von -100 %o nach, wihrend Penger et al. 2012 fir Reinkulturen von Me-
thanosarcina acetivorans, Methanolobus zinderi und Methanosarcina barkeri 5:*C (CHy4)-Werte zwi-
schen -83%o bis -72%o feststellten.

In Hinblick auf die aus Biogasanlagen isolierten methanogenen Archaeen konnte demnach eine charak-
teristische Isotopensignatur fiir jeden Methanogenesepfad festgestellt werden, anhand derer eine grund-

satzliche Unterscheidung der Stoffwechselwege iiber die §"°C (CH,)-Werte méglich erscheint.

4.3.2 Komplexitat der Isotopenverhéltnisse 8*3C (CH,) der Reaktormikrobiota

Um die Ubertragbarkeit der substratspezifischen Isotopenverhéltnisse von Reinkulturen auf die Biogas-
anlage zu Uberprifen, wurden parallel Nahrmedien mit selektiver C-Quelle mit Reaktorsubstrat beimpft.
Statt einer Reinkultur lag somit in den Batchansétzen theoretisch die gesamte Fermentermikrobiota vor.
Dabei konnte zunéchst bei einem Angebot von Acetat bzw. H, / CO, eine nahezu identische Isotopen-
signatur wie in den Reinkulturexperimenten gemessen werden, welche sich um mindestens 10 %o zwi-
schen den beiden Stoffwechselwegen unterschied. Stand nur Acetat als C-Quelle zur Verfigung, konnte
im weiteren zeitlichen Verlauf aufgrund einer zunehmenden Abreicherung von 3CH, ein Einfluss von
syntroph acetatoxidierenden Bakterien vermutet werden. Diese oxidieren Acetat in zwei CO,-Molekiile,
welche wiederum von hydrogenotrophen methanogenen Archaeen reduziert werden kénnen, sodass in
der Folge eine Verschiebung der Isotopenverhéltnisse in Richtung der Isotopensignatur der hydrogenot-
rophen Methanogenese gemessen werden konnte. Die Reaktion kann beispielsweise durch Tepidanae-
robacter acetatoxidans TepAcl (Miller et al. 2015; Manzoor et al. 2013; Westerholm et al. 2011)
durchgefuihrt werden, welches als syntroph acetatoxidierendes Bakterium aus der FBGA isoliert wurde.
Die Vermutung einer syntrophen Acetatoxidation wird zudem durch die parallelen Ansdtze mit Antibio-
tika und Acetat bestétigt, in denen nahezu konstante 3**C (CH,)-Werte, die mit den ermittelten Isoto-
penverhdltnissen der acetoklastischen Methanogenese der Reinkulturexperimente Ubereinstimmen,

nachgewiesen werden konnten. In diesen Ansédtzen konnte offenbar aufgrund der Hemmung sémtlicher
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Bakterien eine rein durch acetoklastische Archaeen vermittelte Isotopensignatur ausgebildet werden.
Ahnliche, jedoch bislang nie mit Isolaten aus Biogasanlagen verglichene Veranderungen der Isotopen-
verhéltnisse durch eine syntrophe Acetatoxidation wurden bereits auch in anderen Studien beobachtet
(Lv et al. 2014; Polag et al. 2013; Hao et al. 2011; Laukenmann et al. 2010). Ohne einen methanogenen
Partner kann Acetat zudem auch durch sulfatreduzierende Spezies wie dem Isolat Desulfotomaculum
ruminis DesRuml zu CO, oxidiert werden, wie im Rahmen der HPLC- und GC-Untersuchungen des
Isolates gezeigt werden konnte (Plugge et al. 2011).

Hinzu kommt, dass H, offenbar einen grof3en Einfluss auf die Isotopenverhaltnisse im Biogas zu haben
scheint, wie in dieser Arbeit anhand von Rein- und Mischkulturversuchen unter Angebot von *-*C
Acetat gezeigt werden konnte. Mit Blick auf die 5"°C (CH,)-Werte an Tag 2 und 4 in den Reaktoranrei-
cherungen auf der C-Quelle Acetat (Abbildung 19) kann ein kurzfristiger Riickgang von **CH, in den
Ansdtzen bemerkt werden, welcher von der Tendenz in Richtung der Isotopensignatur der hydrogeno-
trophen Methanogenese verlauft. Da aufgrund des Inokulums mit Reaktorsubstrat noch geringfiigige
Anteile weiterer Substrate vorgelegen haben kénnten, sind eine Bildung von H, und damit die Mdglich-
keit einer Reduktion des wahrend der acetoklastischen Methanogenese freigewordenen CO, zu CH,
seitens hydrogenotropher Archaeen denkbar. Wie anhand des lIsolates Methanosarcina mazei Mscl
sowie in Kokulturen aus dem acetoklastischen Isolat Methanosaeta concilii Mst1.3 und den hydrogeno-
trophen Archaeen Methanobacterium formicicum Mbfl bzw. Methanoculleus bourgensis DSM3045"
unter Zugabe von *-*C Acetat und H, gezeigt werden konnte, ist diese Kopplung von einer an die ace-
toklastische Methanbildung angeschlossenen, hydrogenotrophen Methanogenese mdglich, sodass in der
Folge neben einer doppelten CH4-Ausbeute pro Molekil Acetat eine isotopische Mischsignatur der bei-
den Methanogenesepfade auftreten kann. Da zudem H, wahrend einer Vielzahl bakterieller Reaktionen
permanent im Reaktor gebildet wird, scheint aufgrund der zu diesem Gas hoch affinen, obligat hydro-
genotrophen Archaeen ein im Vergleich zu acetoklastischen Reinkulturen geringfiigig abgereicherteres
Isotopenverhdltnis in Biogasanlagen aufzutreten (Thauer et al. 2008). Grundsatzlich scheint die Kon-
zentration an H, im Reaktor einen erheblichen Einfluss auf die Stochiometrie von Stoffwechselreaktio-
nen zu haben, infolgedessen weitere Folgereaktionen sowie Verénderungen in den Isotopenverhaltnis-
sen im CH, auftreten kdnnen. Dies konnte insbesondere wéhrend der hydrogenotrophen Methanogenese
mit Formiat in Reinkulturen von Methanobacterium formicicum Mbfl beobachtet werden. Anhand von
’H, in der Gasphase sowie *C-markiertem Formiat konnte dabei isotopisch nachgewiesen werden, dass
das Isolat externen H, zur Reduktion des wahrend der Aktivitat der Formiat Dehydrogenase entstande-
nen CO, einsetzen kann. Folglich kommt es zu einer Verdopplung der CH, Ausbeute pro Molekil For-

miat, welche dem Organismus zusatzlich eine erhthte Energieausbeute ermdglicht.

Zudem konnte ein bakterieller Einfluss auf die C-Isotopenverhéltnisse von CH, bei Angebot von
H, / CO, als selektive C-Quelle in den mit Reaktorsubstrat beimpften Anreicherungen beobachtet wer-

den. Hierbei wurde ab Tag 4 eine Veranderung der §*C (CH,)-Werte in Richtung einer acetoklastischen
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Isotopensignatur detektiert, welche mdglicherweise auf eine zunehmende Anreicherung von homoace-
togenen Bakterien wie Butyribacterium methylotrophicum ButMet1 zuriickgefiihrt werden kann (Merlin
Christy et al. 2014; Kerby und Zeikus 1987; Ljungdahl 1986). Diese kdnnten aufgrund der durchgehend
hohen Verfiigbarkeit von H, / CO, verstéarkt Acetat und somit eine C-Quelle fur acetoklastische Spezies
wie Methanosaeta sp. oder Methanosarcina sp. gebildet haben, wodurch ein weiterer, die Isotopie be-
einflussender, methanogener Reaktionsweg ermdglicht wurde (Ljungdahl 1986).

Die Untersuchung der Isotopenfraktionierung von Reaktorproben unter Angebot spezifischer C-Quellen
zeigt daher, dass eine isolierte Betrachtung der 5"°C (CH,)-Werte einer Reinkultur nur teilweise auf die
im Fermenter messbaren Isotopenverhéltnissen tbertragbar ist. So wirken sich die vielfaltigen mikro-
biellen Interaktionen und Konkurrenzen weitaus mehr auf die Isotopensignatur aus, als zunéchst ange-
nommen. Hinzu kommt ein Einfluss von H, auf die Isotopenverhaltnisse, wodurch bekannte Reaktions-

bilanzen wie die der acetoklastischen Methanogenese verschoben werden kénnen.

4.3.3 Eine Echtzeitanalytik von 8"*C (CH,) erméglicht Einblicke in den Fermentations-

prozess
Im Rahmen des Forschungsprojektes wurde erstmalig ein Laser-Absorptionsspektrometer zur konti-
nuierlichen Langzeitmessung von &°C (CH,) an einer groRtechnischen Biogasanlage angewandt. In
Begleitung einer nahezu taglichen Analyse der Gaszusammensetzung, des Saurespektrums, des pH-
Wertes und des FOS / TAC-Verhaltnisses und einer mehrwochigen qPCR-Untersuchung der aktuellen
Fermentermikrobiota konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen den Isotopenverhéltnissen im
Biogas und den aktuellen Prozessbedingungen festgestellt werden. Diese konnten anhand der Ergebnis-
se der zuvor durchgefiihrten Batchversuche mit Isolaten sowie Anreicherungskulturen interpretiert wer-

den.

Wie erwartet, reagierte das Isotopenverhaltnis 8**C (CH,4) nahezu zeitgleich auf Veranderungen im an-
aeroben Fermentationsprozess. Dabei konnte aufgrund eines 20s Messintervalls des Laser-
Absorptionsspektrometers ein hochdynamischer Verlauf der "3C (CH,)-Werte beobachtet werden, wel-
cher einerseits maRgeblich von der téglichen Substratzufuhr beeinflusst scheint (Polag et al. 2013), aber
auch auf langfristige Anderungen im Géarprozesse reagierte. Im Tagesverlauf konnte bei einmaliger
Futterung ein charakteristisches Schema detektiert werden, welches zundchst mit einem sprunghaften
Riickgang des *CH,-Anteils in den Stunden direkt nach der Fiitterung begann. AnschlieBende folgte
einer mehrstiindigen Phase mit nahezu gleichbleibendem Isotopenverhéltnis, eine kontinuierlichen An-
reicherung des schweren C-Isotopes bis zum nédchsten Fitterungsmoment. Dabei scheinen nach einer
Substrateinbringung zunéchst hydrolytische und acidogene Bakterien aktiv zu sein, welche die polyme-
ren Verbindungen in fliichtige Fetts&uren spalten. Wéhrend dieser mikrobiellen Abbauprozesse werden
dariiber hinaus hohe Mengen an H, und CO, gebildet, welche direkt von hydrogenotrophen methanoge-
nen Archaeen zu CH, reduziert werden konnen, wahrend acetoklastische Archaeen erst nach einem

weiteren bakteriellen Zwischenschritt, der Acetogenese, mit einer C-Quelle versorgt werden (Merlin
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Christy et al. 2014; Demirel und Scherer 2008; Bischofsberger 2005). Nach der Futterung des Reaktors
ist somit zunachst ein rapider Trend der 3**C (CH,)-Werte in Richtung der Isotopensignatur der hydro-
genotrophen Methanogenese zu verzeichnen. Denkbar ist zudem, dass in den ersten Stunden partiell
auch eine methylotrophe Methanogenese erfolgen kann. Wie anhand des pektinolytischen Isolates
Streptococcus bovis StrepBovl gezeigt werden konnte, kann Methanol aus dem Abbau von Pektin bin-
nen weniger Stunden freigesetzt werden, sodass in geringen Anteilen auch ein Auftreten der stark abge-
reicherten Isotopensignatur der methylotrophen Methanogenese im CH, mdglich ist. Dies kdnnte insbe-
sondere in Biogasanlagen zu bemerken, die mit pektinreichen Substraten wie Zuckerriiben oder Trester
betrieben werden. Da vermutlich nur sehr geringe Methanolkonzentrationen im Reaktor vorliegen,
kénnten methylotrophe methanogene Archaeen aufgrund ihrer signifikant héheren Affinitat zu Metha-
nol gegeniiber acetogenen Bakterien (Florencio et al. 1994) im Vorteil sein, sodass zudem die Isotopen-
signatur der methylotrophen Methanogenese detektiert werden wiirde. Mit fortschreitendem Abbaugrad
nimmt die Menge kurzkettiger Fettsduren zu, welche nun von acetogenen Bakterien zu Essigsaure um-
gesetzt werden kénnen. Daraufhin erhoht sich auch die Aktivitat acetoklastischer Archaeen, sodass bis
zum nachsten Fitterungszeitpunkt eine zunehmend angereichertere Isotopensignatur gemessen werden

kann.

Neben diesen kurzzeitigen Schwankungen von §3C (CH,) im Reaktor konnten (iber den mehrmonatigen
Versuchszeitraum auch Variationen im tagesdurchschnittlichen Isotopenverhéltnis festgestellt werden,
welche offenbar mit der Raumbelastung und der Séurekonzentration korrelierten. Dabei wurden die
hdchsten Biogasbildungsraten an Tagen mit einem angereicherteren Isotopenverhaltnis erzielt. Wie
zuvor bereits anhand der Isolate und Batchversuche mit Reaktorsubstrat festgestellt werden konnte,
besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen den Langzeitverlaufen von §"*C (CH,) und der Zu-
sammensetzung der mikrobiellen Population (Polag et al. 2013; Laukenmann et al. 2010; Conrad 2005).
In diesem Kontext scheint der relative Anteil der Familie Methanosarcinaceae innerhalb der methano-
genen Mikrobiota die starkste Auswirkung auf das C-lsotopenverhaltnis im CH, zu haben, sodass mit
steigendem Titer von Methanosarcinales eine zunehmende Anreicherung von **CH, im Biogas gemes-
sen werden konnte. Obwohl die meisten Spezies der Familie Methanosarcinaceae auch hydrogenotroph
iiber die Reduktion von CO, Energie gewinnen kénnen, scheint in Bezug auf die 5**C (CH,)-Werte eine
vorwiegend acetoklastische Methanogenese dieser Familie im Reaktor zu erfolgen. Dies kdnnte an der
besseren Adaption obligat hydrogenotropher Archaeen (Methanobacteriales, Methanomicrobiales, Me-
thanococcales) an niedrige H,-Konzentrationen liegen (Thauer et al. 2008), aufgrund derer viele Spezies
der Familie Methanosarcinaceae trotz geringerer Energieausbeute zu einem weitestgehend acetoklas-
tischen Stoffwechsel gezwungen werden. Dementsprechend konnte ein erhéhter Zelltiter von Methano-
sarcinaceae oberhalb eines H,-Partialdrucks von 100 ppm nachgewiesen werden, sodass aufgrund einer
verminderten Konkurrenz zu strikt hydrogenotrophe Archaeen ein starkeres Anwachsen der Familie
Methanosarcinaceae erfolgen konnte. Im Gegensatz dazu wurde durch den geringen H,-Partialdruckes

von 30 ppm zwischen Tag 66 und 80 eine Dominanz obligat hydrogenotropher methanogener Archaeen
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festgestellt, infolge derer zunehmend abgereichertere §'3C (CH,)-Werte auftraten. Dies stimmt mit den
Ergebnissen der Untersuchungen der Reinkulturen Gberein, in welchen fur die Methanogenese aus
H, / CO, ebenfalls eine starkere Isotopenfraktionierung detektiert wurde.

Bei einer Fiitterung von Biogasanlagen mit schnell vergarbaren Substraten kann es zu einer Anreiche-
rung flichtiger Fettsduren kommen, wobei die Methanogenese hdufig zur geschwindigkeitslimitieren-
den Reaktion werden kann (Merlin Christy et al. 2014; Bischofsberger 2005). Aufgrund einer im Ver-
gleich zu Methanosaeta sp. verbesserten Anpassung von Methanosarcina sp. an hohe Acetatkonzentra-
tionen sowie Schwankungen im pH-Wert (Shin et al. 2011; Klocke et al. 2008; Conklin et al. 2006;
Karakashev et al. 2005) konnte die Familie Methanosarcinaceae insbesondere wéhrend leicht erhdhter
Raumbelastungen nachgewiesen werden, sodass die Isotopensignatur einer vermehrt acetoklastischen
Methanogenese gemessen wurde. Dogan et al. 2005 beobachten allerdings oberhalb einer Acetatkon-
zentration von 3.000 mg / | eine zunehmende Hemmung von acetoklastischen Archaeen in Bioreakto-
ren. Daruber hinaus wird eine Anreicherung syntroph acetatoxidierender Bakterien bei erhohten Ace-
tatmengen beschrieben (Hao et al. 2011; Karakashev et al. 2006), infolge derer abgereichertere
8"C (CH,)-Werte auftraten (Lv et al. 2014; Polag et al. 2013; Hao et al. 2011; Laukenmann et al. 2010).
Dieses Phanomen konnte auch wahrend der letzten Uberfiitterungsphase (Tag 66 — 80), in der zeitweise
eine Konzentration von (ber 6.000 mg /| Essigsaure im Reaktor erreicht wurde, beobachtet werden,
wobei die Tendenz der 8"*C (CH,)-Werte klar in Richtung der Isotopenverhaltnisse der hydrogeno-
trophen Methanogenese geht. Parallel dazu kam es zu einem signifikanten Anstieg der Gesamtzellzahl
an Bakterien sowie obligat hydrogenotropher methanogener Archaeen, sodass auch anhand der relativen
Zusammensetzung der Mikrobiota auf einen erhéhten Anteil der syntrophen Acetatoxidation geschlos-
sen werden kann. Diese wirde zudem durch den niedrigen H,-Partialdruck von 30 ppm in diesem Zeit-

raum begtinstigt werden.

Des Weiteren kann anhand der Zellzahl von propionsaureabbauenden Bakterien zudem eine Hemmung
der Acetogenesestufe wahrend starker Raumbelastungen vermutet werden. Dabei konnte ein erhéhtes
Vorkommen propionséureabbauender Bakterien wahrend angereicherterer §'°C (CH,)-Werte identifi-
ziert werden. Obgleich diese Spezies auf einen H,-Akzeptor wie hydrogenotrophe methanogene
Archaeen oder sulfatreduzierende Bakterien angewiesen sind (Bagi et al. 2007; Bok et al. 2004; Imachi
et al. 2000; Sekiguchi et al. 1998; Schmidt und Ahring 1995), wurde wéhrend der gesamten Versuchs-
periode ein gegenldufiger Verlauf der Zellzahlen gemessen. Denkbar ist, dass der Interspecies-H,-
Transfer vorwiegend zu Methanosarcinaceae erfolgt, da eine signifikante Korrelation zu den Zellzahlen

dieser Familie festzustellen ist.

Dies zeigt, dass die Isotopenverhéltnisse 8*°C (CH,) im Biogas sowohl vielschichtige Auskiinfte {ber
den Fermentationsprozess als auch Uber die Zusammensetzung der Reaktormikrobiota geben koénnen.
So spiegelt die Isotopensignatur nicht nur die relative Zusammensetzung der methanogenen Population

und den aktuell dominierenden Methanogeneseweg wider, sondern ermdéglicht dartiber hinaus auch Ein-
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blicke in die bakterielle Reaktormikrobiota sowie den Anteil zahlreicher bakterieller Stoffwechselreak-
tionen, wie anhand der folgenden Schemata abschlieBend zusammengefasst werden soll. Dabei wurde
ein Schwellenwert von 8°C (CH,) -54 %o definiert, welcher jedoch eher als ein dynamischer Bereich zu
sehen ist:
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5 Zusammenfassung

Der zunehmende Anteil von Strom aus erneuerbaren Energiequellen erfordert ein dynamisches Kon-
zept, um Spitzenlastzeiten und Versorgungslicken aus der Wind- und Solarenergie ausgleichen zu kon-
nen. Biogasanlagen kénnen aufgrund ihrer hohen energetischen Verfuigbarkeit und der Speicherbarkeit
von Biogas eine flexible Energiebereitstellung ermdglichen und dariiber hinaus iiber ein ,,Power-to-
Gas“-Verfahren bei einem kurzzeitigen Uberschuss von Strom eine Uberlastung des Stromnetzes ver-
hindern. Ein nachfrageorientierter Betrieb von Biogasanlagen stellt jedoch hohe Anforderungen an die
Mikrobiologie im Reaktor, die sich an die haufig wechselnden Prozessbedingungen wie der Raumbelas-
tung im Reaktor anpassen muss. Eine Uberwachung des Fermentationsprozesses in Echtzeit ist daher
unabdingbar, um Stérungen in den mikrobiellen Garungswegen friihzeitig erkennen und addquat entge-

genwirken zu kénnen.

Bisherige mikrobielle Populationsanalysen beschranken sich auf aufwendige, molekularbiologische
Untersuchungen des Garsubstrates, deren Ergebnisse dem Betreiber daher nur zeitversetzt zur Verfi-
gung stehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig ein Laser-Absorptionsspektrometer zur kontinu-
ierlichen Messung der Kohlenstoff-lsotopenverhaltnisse des Methans an einer Forschungsbiogasanlage
erprobt. Dabei konnten, in Abhédngigkeit der Raumbelastung und Prozessbedingungen variierende Iso-
topenverhéltnisse gemessen werden. Anhand von Isolaten aus dem untersuchten Reaktor konnte zu-
néachst gezeigt werden, dass fur jeden Methanogenesepfad (hydrogeno-troph, acetoklastisch sowie me-
thylotroph) eine charakteristische, natiirliche Isotopensignatur im Biogas nachgewiesen werden kann,
sodass eine ldentifizierung der aktuell dominierenden methanogenen Reaktionen anhand der Isotopen-

verhéltnisse im Biogas mdglich ist.

Durch den Einsatz von **C- und ?H-isotopenmarkierten Substraten in Rein- und Mischkulturen und
Batchreaktoren, sowie HPLC- und GC-Untersuchungen der Stoffwechselprodukte konnten einige bis-
lang unbekannte C-Flisse in Bioreaktoren festgestellt werden, die sich wiederum auf die gemessenen
Isotopenverhaltnisse im Biogas auswirken kdnnen. So konnte die Entstehung von Methanol sowie des-
sen mikrobieller Abbauprodukte bis zur finalen CH4-Bildung anhand von fiinf Isolaten erstmalig in
einer landwirtschaftlichen Biogasanlage rekonstruiert und das Vorkommen methylotropher Methanoge-
nesewege nachgewiesen werden. Mithilfe molekularbiologischer Methoden wurden dariiber hinaus me-
thanoxidierende Bakterien zahlreicher, unbekannter Arten im Reaktor detektiert, deren VVorkommen

aufgrund des geringen O,-Gehaltes in Biogasanlagen bislang nicht erwartet wurde.

Durch die Konstruktion eines synthetischen DNA-Stranges mit den Bindesequenzen fur elf spezifische
Primerpaare konnte eine neue Methode etabliert werden, anhand derer eine Vielzahl mikrobieller Ziel-
organismen durch die Verwendung eines einheitlichen Kopienstandards in einer real-time PCR quantifi-
ziert werden konnen. Eine Uber 70 Tage durchgefihrte, wdchentliche gPCR-Analyse von Fermenter-

proben zeigte, dass die Isotopenverhaltnisse im Biogas signifikant von der Zusammensetzung der Reak-
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tormikrobiota beeinflusst sind. Neben den aktuell dominierenden Methanogenesewegen war es auch
moglich, einige bakterielle Reaktionen wie eine syntrophe Acetatoxidation, Acetogenese oder Sulfatre-
duktion anhand der 8"*C (CH,)-Werte zu identifizieren, sodass das hohe Potential einer kontinuierlichen
Isotopenmessung zur Prozessanalytik in Biogasanlagen aufgezeigt werden konnte.

Summary

Due to the arising demand for a sustainable energy supply, a dynamic approach is necessary to equalize
peak load times as well as supply gaps of wind power plants and solar systems. In this connection, bio-
gas plants feature a highly operational energetic availability and a maximum of flexibility because of the
good storage properties of biogas. In addition, using the power-to-gas technique, short-time overloads of
the electricity grid can be balanced by converting electricity to storable methane. However, a demand-
driven operation of biogas plants makes high demands on the microbiology since the organisms need to
adapt to frequently changing process conditions such as the organic loading rate. To obtain a timely
recognition of disturbances within microbial fermentation pathways, a real-time monitoring of the di-

gesters state is indispensable to ensure a timely response.

So far, microbial community analyses of anaerobic digesters were restricted to time-consuming labora-
tory investigations whose results can only be available time-delayed. In this study, for the first time a
laser absorption spectroscope was applied for continuous monitoring of carbon isotopic ratios of CH, of
a full-scale anaerobic digester. As a result, varying 8*C (CH,)-values has been measured depending on
the organic loading rate and the process conditions. Analyzing the natural isotopic fractionation of
methanogenic pure culture isolates obtained from the reactor, a specific isotopic signature has been de-
tected for each methanogenic pathway (hydrogenotrophic, acetoclastic and methylotrophic). As a result,
isotopic analyses of the biogas may provide a real-time identification of the actual predominant

methanogenic processes within the bioreactor.

Using **C and H isotopically labeled substrates in pure or mixed cultures and batch reactors in combi-
nation with chromatographic determinations (HPLC, GC) of the metabolic products, many previously
unknown carbon flows affecting the isotopic ratio could be determined. For instance, microbial for-
mation and degradation of methanol up to the final release of CH, have been proven within a biogas
plant fed with renewable resources for the first time. Here, methylotrophic pathways could be recon-
structed on the basis of five microbial isolates. Furthermore, CH, oxidizing bacteria of previously un-
described species have been found by the application of molecular biological methods. Right now, the
occurrence of these bacteria had not been assumed due to the low concentrations of O, within the reac-

tor.
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By constructing a synthetic DNA strain containing primer binding sites for eleven microbial targets
representing important groups within the fermentation process, a novel technique has been established
allowing the usage of a uniform copy number standard for real-time PCR analyses. During a range of 70
days, reactor samples have been withdrawn in weekly intervals to gain an insight into the microbiota.
The gqPCR analyses revealed that the isotopic signature is highly affected by the composition of the mi-
crobial population. Besides the detection of the predominant methanogenic pathways, it was possible to
identify many bacterial reactions such as syntrophic acetate oxidation, acetogenesis and sulfate reduc-
tion on the basis of the **C (CH,)-values. As a consequence, it has been shown that a continuous meas-
urement of the carbon isotopic ratio of the biogas in combination with the knowledge of the microbiota

has great potential for the application as a novel process monitoring option for biogas plants.
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6 Ausblick

Aufgrund erhohter Anforderungen an den Betrieb von Biogasanlagen zur Gewahrleistung einer nach-
frageorientierten Stromproduktion wird der Bedarf an einer verlasslichen Prozessmesstechnik in Biore-
aktoren deutlich ansteigen, wobei um mehrere Tage versetzte Laboranalysen nicht mehr als adaquates
Kontrollinstrument eingesetzt werden kdnnen. Insbesondere das langfristig angestrebte Konzept, ver-
mehrt organische Reststoffe wie Griinschnitt, Speiseabfalle und Abwaésser zu vergéren, erfordert auf-
grund der komplexen und variierenden Einsatzstoffe vermehrt mikrobiologisches Wissen um vorherr-
schende Stoffwechselprozesse und Organismen. Da die C-Isotopenverhaltnisse im CH, nicht nur auf
klassische Prozessparameter wie die Raumbelastung oder das Saurespektrum, sondern vor allem auch
sehr sensibel auf Veranderungen in den mikrobiellen Reaktionswegen und Populationen reagieren, ist
der Einsatz eines Laser-Absorptionsspektrometers zur kontinuierlichen Uberwachung der Isotopenver-
héltnisse im Biogas ein vielversprechendes Verfahren, kiinftig einen Fermentationsprozess in Echtzeit
zu Uberwachen. Ein grofer Vorteil ist, dass das Spektrometer in der Gasphase misst und somit einfach
an einer Biogasleitung integriert werden kann. Dadurch entfallen regelméRige, aufwendige Reinigungen
der Messtechnik, wie sie fiir im Géarsubstrat platzierte Messsonden durch Biofilmbewuchs haufig erfor-
derlich sind. Durch das breite Analysespektrum mikrobiologischer sowie chemischer Parameter kénnte
daher eine Vermarktung des Konzeptes sowie eine Anwendung in weiteren biotechnologischen Verfah-
ren wie der Abwasser- und Abfallvergdarung ein hohes Potential besitzen. Zudem ist denkbar, dass eine
zusétzliche Analyse von *H und ?H im CH, erganzende Informationen zu aktuellen mikrobiellen Stoff-

wechselreaktionen geben konnte.
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ARDRA Amplified Ribosomal DNA Restriction Polymorphism

ATP Adenosintriphosphat

BES 2-Bromethansulfonsdure

BGA Biogasanlage

bp Basenpaare

C-Quelle Kohlenstoffquelle

CSTR Continuous stirred tank reactor

DEPC Diethyldicarbonat (auch Diethylpyrocarbonat)

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

DBFZ Deutsches Biomasseforschungszentrum gemeinnitzige GmbH, Leipzig
DSMz Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FBGA Forschungshiogasanlage (am DBFZ, Leipzig)

FID Flammenionisationsdetektor

FOS Fluchtige organische Sduren

GC Gaschromatograph

GC-C-IRMS Gas chromatography combustion isotope-ratio mass spectrometry
HPLC Hochleistungsflussigkeitschromatographie

HRT Hydraulic retention time

IRMS Isotopenverhaltnismassenspektrometrie

LB(-Medium) engl. lysogeny broth; N&hrmedium fur Bakterien

MCS Multiple Cloning Site

NawaRo Nachwachsende Rohstoffe

NCBI National Center for Biotechnology Information

NMS Nitratmineralsalz

OLR Organic loading rate

oTS Organische Trockensubstanz

PCR Polymerase-Kettenreaktion

pmoA Genbezeichnung fur die Untereinheit A der partikularen Methanmonooxygenase
pMMO partikulare Methanmonooxygenase

ppm Parts per million

gPCR quantitative (real-time) Polymerase-Kettenreaktion

RFLP Restriction fragment length polymorphism

RI-Detektor Brechungsindexdetektor (refractive index detector)

T Temperatur

Ta Annealing Temperature

TAC Total anorganisches Carbonat

Twm Melting temperature

TS Trockensubstanz

VPDB Vienna Pee Dee Belemnite (Referenz fur C-Isotopenverhéltnisse)
VSMOW Vienna Standard Mean Ocean Water (Referenz fur H- und O-Isotopenverhéltnisse)
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