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l. Ziele
I.1 Aufgabenstellung

Die Produktion von Biogas aus landwirtschaftlich erzeugter Biomasse besitzt ein hohes Potential
zur Reduktion von regenerativer Energie, zur Reduktion des CO,-AusstofRes sowie zur Fortent-
wicklung einer nachhaltigen Landbewirtschaftung. Die Bildung von Biogas erfolgt dabei durch
eine komplexe und teilweise syntrophe mikrobielle Gemeinschaft aus methanbildenden Archaea
und fermentativen Bacteria.

Im Rahmen des Projektes sollte der Aufbau einer Ex-situ-Sammlung von methanbildenden
Archaea erfolgen. Primér sollten dabei Stamme aus verschiedensten Arten von Biogasanlagen
im landlichen Raum isoliert und in Reinkulturen tberfihrt werden. Hierbei sollten jeweils auch
prozessrelevante Faktoren wie Reaktorstandort, -konstruktion, -betriebsweise und -leistung er-
fasst werden. Ziel war der Aufbau einer Sammlung, welche die Biodiversitat der in landwirtschaft-
lichen Biogasanlagen auftretenden methanogenen Archaea reprasentiert.

Im Einzelnen sollten folgende Arbeitsziele erreicht werden:
e Einrichtung eines Anaerobier-Labors am Standort ATB

e Beprobung verschiedenster Biogasanlagen von landwirtschaftlichen Betrieben und Aufnah-
me aller relevanten Prozessparameter

o Isolierung der methanbildenden Euryarchaeota aus dem Probenmaterial und Entwicklung
von Reinkulturen, taxonomische Einordnung der Isolate mittels mikro- und molekularbiologi-
scher Verfahren

e Aufbau einer Stammsammlung

e Aufbau einer Datenbank zur Verwaltung der Stammsammlung

[.2 Voraussetzungen

Das Vorhaben wurde am Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB) in der Ab-
teilung Bioverfahrenstechnik durchgefiihrt. Fur das Vorhaben waren folgende technische und
organisatorische Voraussetzungen gegeben:

Die Abteilung Bioverfahrenstechnik (Abteilungsleiter: Prof. Dr. B. Linke) betreibt anwendungsori-
entierte Grundlagenforschung zur Entwicklung neuer Verfahren fur die biotechnologische Kon-
version nachwachsender Rohstoffe sowohl zur Energiegewinnung als auch zur Erzeugung von
Grundchemikalien. Bearbeitet werden schwerpunktmaRig Themen der verfahrenstechnischen
Grundlagen der Biokonversion, der Umweltbioverfahrenstechnik sowie der technischen Mikrobio-
logie. Die Forschung der Abteilung Bioverfahrenstechnik ist eingebunden in die abteilungstber-
greifenden Forschungsstruktur des ATB insbesondere in die Forschungsprogramme Erzeugung
und Nutzung von Bioenergie sowie Biokonversion starkehaltiger Agrarrohstoffe. Des Weiteren
sind Wissenschaftler der Abteilung Bioverfahrenstechnik beteiligt an den Forschungsthemen
Stoff- und Energiestrome in der nachhaltigen Ressourcenbewirtschaftung und Qualitatssicherung
bei Futtermitteln und leichtverderblichen Produkten.

Die AG Mikrobielle Systemokologie (Leitung: Dr. M. Klocke) in der Abteilung Bioverfahrenstech-
nik bearbeitet molekularbiologische Fragestellungen aus dem Bereich der angewandten Mikro-
biologie. Zu den Arbeitsschwerpunkten gehdren die Charakterisierung mikrobieller Biozénosen in
technischen Anwendungen mittels molekulargenetischer Methoden, die Entwicklung von marker-
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gestutzten Nachweisverfahren fir bioverfahrenstechnisch genutzte Mikroorganismen sowie die
prozessbegleitende mikrobiologische Analytik zur Identifikation von Kontaminanten und Isolaten.

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Der Ablauf des Vorhabens orientierte sich an der Arbeitsplanung des Projektantrages. In der ers-
ten Phase des Projektes (6 Monate) wurde ein Anaerobier-Labor am Standort ATB eingerichtet.
Zur weiteren Qualifikation der eingestellten Fachkraft wurden Praktika im Bereich der Anaerobi-
erkultivierung an der Hochschule fir Angewandte Wissenschaften Hamburg, sowie an der
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz organisiert. Erste Kultivierungstestversuche mit Archaea
aus Bestanden der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)
wurden erfolgreich durchgefiihrt. Da sich erste Anreicherungs- bzw. Isolierungsversuche zur Kul-
tivierung von Archaea aus Laborfermentern als unerwartet schwierig und langwierig erwiesen,
wurde — wie im Zwischenbericht geschildert — als zusétzliches Projektziel die Isolierung fermenta-
tiver Bacteria angestrebt, die in Biogasreaktoren die hauptsachliche Leistung im Abbau insbe-
sondere von pflanzlicher Biomasse vollziehen.

In der zweiten Projektphase (18 Monate) wurde die Isolierung von Bacteria durchgefiihrt und eine
Kooperation mit RIPAC-LABOR GmbH, Potsdam, zur Schnellidentifizierung von mikrobiellen
Reinkulturen aufgebaut. Unbekannte Isolate wurden mittels molekularbiologischer Methoden —
d. h. Sequenzierung des 16S rRNA Gens und anschlieBender Abgleich mit der NCBI (National
Center for Biotechnology Information) -Datenbank und Stammbaumanalysen mittels ARB — taxo-
nomisch eingeordnet. Eine neue Bakterienart der Gattung Clostridium wurde auf phano- und
genotypischer sowie physiologischer Ebene charakterisiert. Zur Kultivierung methanogener
Archaea wurden unterschiedliche Langzeitansatze durchgefiihrt, die zur Anreicherung verschie-
dener Archaea fuhrten.

Aufgrund der unerwarteten Kultivierungsschwierigkeiten bzw. der Projekterweiterung, entfiel die
Beprobung verschiedenster Biogasanlagen von landwirtschaftlichen Betrieben. Entsprechende
Arbeiten sollen aber in dem Nachfolgeprojekt BIOGAS-CORE (FNR 22017111) durchgefiihrt
werden. Die Isolierungsarbeiten wurden mit Material aus Laborfermentern durchgefihrt und
weiterentwickelt. Abweichend von der Vorhabenbeschreibung wurden in dem Projekt zusatzlich
Bacteria isoliert und eine neue Bakterienart beschrieben.

Die langwierigen, jedoch vielversprechenden Kultivierungsansatze zur Isolierung von methano-
genen Archaea sollen tber die Projekizeit hinaus weiterlaufen und dienen ebenfalls als Vorarbei-
ten fur das Verbundvorhaben BIOGAS-CORE (FNR 22017111).

|.4 Stand der Wissenschaft und Technik

Die Biogasfermentation als mikrobieller Prozess

In Biogasanlagen erfolgt der anaerobe Abbau von Biomasse in vier Stufen: (1) die Hydrolyse der
makromolekularen Inhaltsstoffe in der Biomasse zu Mono-, Di- und Oligosacchariden, (2) die
Acidogenese durch die anaerobe Vergéarung dieser Zucker zu kurzkettigen organischen Verbin-
dungen wie Fettsauren (volatile fatty acids, VFA) aber auch Alkoholen, (3) die Acetogenese im
Zuge der sekundaren Vergdrung dieser Verbindungen zu Acetat (CH;COOH), Kohlendioxid
(CO,) und molekularem Wasserstoff (H,), (4) die eigentliche Methanogenese, welche durch Re-
duktion von CO, oder Acetat zu Methan (CH,) erfolgt.
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Die Schritte (1) - (3) erfolgen durch Mikroorganismen der Doméane Bacteria. Dabei weist die zah-
lenméaRige Dominanz von Vertretern aus der Klasse Clostridia in unterschiedlichen Biogasanla-
gen (z. B. KRAUSE et al., 2008; SCHLUTER et al., 2008; WANG et al., 2009; RADEMACHER et al.,
2012) auf eine wichtige Rolle dieser Bakteriengruppe bei den Prozessen des anaeroben Abbaus
von Biomasse hin. Schritt (4) kann ausschlief3lich durch bestimmte, methanogene Archaea um-
gesetzt werden. Basierend auf den genutzten Substraten lassen sich verschiedene Typen von
methanogenen Archaea definieren: (1) Acetotrophe bzw. acetoklastische Methanogene nutzen
ausschlieB3lich Acetat als Kohlenstoffdonor; (2) hydrogenotrophe Methanogene reduzieren CO,
oder Formiat unter Verwendung von H, als Elektronendonor; (3) methylotrophe Methanogene
katabolisieren Methylverbindungen wie Methanol, methylierte Amine oder Methyl-
Schwefelverbindungen. Vereinzelt sind manche Methanogene auch in der Lage eine Reihe ver-
schiedener Substrate zur Methanogenese zu nutzen und stellen diesbeziglich Generalisten dar.

Mikrobiologie der Methanogenese

Zur Bildung von Methan sind nur wenige prokaryotische Mikroorganismen und zwar ausnahmslos
Archaea befahigt. Es sind derzeit keine methanbildenden Bacteria bekannt.

Methanogene Archaea finden sich ausschlie8lich im Stamm Euryarchaeota (Phylum All nach
dem taxonomischen System von Bergey’s Manual) und hier in den Klassen Methanobacteria
(Class 1), Methanococci (Class II) und Methanopyri (Class VII), wobei letztere ausschlieRlich
extremophile, hyperthermophile Arten, die z. B. in geothermalen Quellen zu finden sind, enthalten
(GARRITY & HOLT, 2001).

In Biogasanlagen sind groRe Unterschiede beziiglich der Biodiversitat der auftretenden metha-
nogenen Archaea zu beobachten. So ist in Praxisbiogasanlagen haufig nur eine verhaltnismafig
uniforme Population einiger weniger, meist hydrogenotropher Arten vertreten (NETTMANN et al.,
2008; SCHLUTER et al., 2008). In Modellanlagen im Labormaf3stab (und vereinzelt auch in Praxis-
anlagen) findet sich dagegen, evtl. bedingt durch eine andere Bauart oder Betriebsweise, eine
wesentlich vielfaltigere Flora von Archaea mit unterschiedlichen Substratnutzungseigenschaften
(KLOCKE et al., 2007; KLOCKE et al. 2008). Der Nachweis einzelner Stamme erfolgte in den Stu-
dien mittels eines kulturunabhangigen Verfahrens (Sequenzanalyse der archaellen 16S rDNA).
Auffallend ist, dass die in dem Biogasreaktor nachgewiesenen Stamme haufig grof3e Unterschie-
de zu bekannten Arten, teilweise sogar zu bekannten Klassen und Ordnungen zeigen.

Nationale Sammlungen von methanogenen Archaea

Die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in Braunschweig
(URL:http://www.dsmz.de) ist eine Ubernationale Sammlung von Bakterien und Archaea und um-
fasst Uber 15.500 Stamme verschiedenster Miroorganismen. Die DSMZ fihrt 234 Stamme von
28 verschiedenen Gattungen von methanogenen Archaea (Stand vor Projektbeginn April 2008).
Die DSMZ sammelt nicht gezielt agrartechnisch-genutzte Stamme, ebenso bezieht sie keine
verfahrenstechnischen Informationen in die Dokumentation mit ein. Diese Sammlung gibt daher
keine Ubersicht (iber die Biodiversitat in agrartechnischen Systemen. Eine Entwicklung von effek-
tiven Starterkulturen wird somit erschwert.

Bislang wurden Archaea aus deutschen Biogasanlagen immer nur vereinzelt isoliert. Eine geziel-
te Sammlung von Archaea aus verschiedenen Biogasanlagen zum Aufbau einer Stammsamm-
lung sowie zur Beschreibung der auftretenden Biodiversitét ist nach Kenntnis der Antragsteller
bislang weder in Deutschland noch auf internationaler Ebene erfolgt.


http://www.dsmz.de/
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Kultivierung anaerober Mikroorganismen

Die Kultivierung strikt anaerober Mikroorganismen erfolgt in speziellen Kulturgefaf3en in anoxi-
schem Medium. Ein anoxisches Milieu kann durch Begasen mit sauerstoff-freiem Gas und durch
die Zugabe von chemischen Reduktionsmitteln hergestellt werden. Darlber hinaus ermaoglicht ein
sogenanntes ,Anaeroben-Zelt“ zusétzlich die Durchfihrung von gré3eren Arbeiten unter einer
anoxischen Atmosphare; so konnen Uberimpfungen ohne Sauerstoffkontaminationen und Isolie-
rungen von Kolonien auf Agarplatten durchgefiihrt werden (SOWERS & WATTS, 2006). Die Etablie-
rung dieser Techniken ist Gegenstand des vorgelegten Projektes und Voraussetzung fir die an-
schlie3ende Isolierung von anaeroben Mikroorganismen aus Biogasanlagen.

Schutzrechte

Schutzrechte Dritter wurden durch die im Rahmen dieses Projektes umgesetzten Arbeiten nicht
berthrt.

Eine Ubersicht tiber relevante Fachliteratur findet sich in folgenden Artikeln:

GARRITY, G.M.; HOLT, J.G. (2001) Phylum All. Euryarchaeota phy. nov. In: GARRITY, G.M. (Editor-
in-Chief): Bergey’s manual of systematic bacteriology. 2" ed. Springer.

NETTMANN, E.; BERGMANN, |.; MUNDT, K.; LINKE, B.; KLOCKE, M. (2008) Archaea diversity within a
commercial biogas plant utilizing herbal biomass determined by 16S rDNA and mcrA analysis. J
App! Microbiol, 105:1835-1850.

KLOCKE, M.; MAHNERT, P.; MUNDT, K.; SoulDI, K.; LINKE, B. (2007) Microbial community analysis of
a biogas-producing completely stirred tank reactor fed continuously with fodder beet silage as
monosubstrate. Syst Appl Microbiol 31: 139-151.

KLOCKE, M.; NETTMANN, E.; BERGMANN, |.; MUNDT, K.; Souibl, K.; MUMME, J.; LINKE, B. (2008)
Characterization of the methanogenic Archaea within two-phase biogas reactor systems operated
with plant biomass. Sys Appl Microbiol 31:190-205.

KRAUSE, L.; DIAZ, N.N.; EDWARDS, R.A.; GARTEMANN, K.H.; KROMEKE, H.; NEUWEGER, H.; PUHLER,
A.; RUNTE, K.J.; SCHLUTER, A. ET AL. (2008) Taxonomic composition and gene content of a
methane-producing microbial community isolated from a biogas reactor. J Biotechnol 136: 91-
101.

RADEMACHER, A.; ZAKRZEWSKI, M.; SCHLUTER, A.; SCHONBERG, M.; SZCZEPANOWSKI, R.;
GOESMANN, A.; PUHLER, A.; KLOCKE, M. (2012) Characterization of microbial biofilms in a thermo-
philic biogas system by high-throughput metagenome sequencing. FEMS Microbiol Ecol 79: 785-
799.

SCHLUTER, A.; BEKEL, T.; DIAZ, N.N.; DONDRUP, M.; EICHENLAUB, R.; GARTEMANN, K.H.; KRAHN, I.;
KRAUSE, L.; KROMEKE, H. ET AL. (2008) The metagenome of a biogas-producing microbial
community of a production-scale biogas plant fermenter analysed by the 454-pyrosequencing
technology. J Biotechnol 136: 77-90.

SOWERS, K.R.; WATTS, J.E.M. (2006) The study of strictly anaerobic microorganisms. Methods in
Microbiology 35: 757-782.
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WANG, H.; LEHTOMAKI, A.; TOLVANEN, K.; PUHAKKA, J.; RINTALA, J. (2009) Impact of crop species
on bacterial community structure during anaerobic co-digestion of crops and cow manure. Biore-
sour Technol 100: 2311-2315.

Folgende Informations- und Dokumentationsdienste wurden genutzt:

ISI Web of Knowledge (URL.: http://isiwebofknowledge.com/)

PubMed der U.S. National Library of Medicine (URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez?db=pubmed)

Digitaler Katalog der Universitatsbibliothek Potsdam (URL: http://info.ub.uni-potsdam.de)

Katalog der DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(www.dsmz.de)

.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen dieses Projektes wurde eine Kooperation mit RIPAC-LABOR GmbH aufgebaut, um
gewonnene Isolate mittels MALDI-TOF MS innerhalb kurzer Zeit zu screenen und zu identifizie-
ren. Ebenfalls wurde ein Netzwerk zur Isolierung neuer Stamme aus Biogasreaktoren eingerich-
tet. Partner des Netzwerks sind:

Universitat Bielefeld, Centrum fur Biotechnologie, Institut fir Genomforschung und Systembi-
ologie, Genomforschung Industrieller Mikroorganismen (Dr. Andreas Schluter, Prof. Dr. Alfred
Puhler)

Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, Institut fir Mikrobiologie und Weinforschung (Prof.
Dr. Helmut Konig)

Hochschule fir Angewandte Wissenschaften Hamburg, Fakultat Life Sciences / FSP Bio-
massenutzung Hamburg (Prof. Dr. Paul Scherer)

Technische Universitat Munchen, Lehrstuhl fur Mikrobiologie (Dr. Wolfgang H. Schwarz, Prof.
Dr. Wolfgang Liebl)
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II. Ergebnisse
II.1 Wissenschaftlich-technische Ergebnisse

[I.1.1 Organisatorische Mal3hahmen und Aufbau der technischen Infrastruktur

Der Aufbau eines Anaerobier-Labor am Standort ATB wurde erfolgreich durchgefiihrt. Hierzu
wurde eine begasungsfahige Arbeitsbank sowie ein ebenfalls begasungsfahiges sog. ,Anaerobi-
er-Zelt“, welches die Einbringung groRerer Kulturgefal3e erlaubt, beschafft. Zur Versorgung der
Arbeitsbadnke wurde planungsgemal eine Gasversorgung mit CO,, N, H, und Mischgas einge-
richtet. Ebenfalls wurde ein System zur Ultratiefkihllagerung von mikrobiologischen Isolaten bei
-152°C mit einem System zur Versorgung mit Flussigstickstoff bei Havarien (Notkuhlsystem) ein-
gerichtet.

Zur Bearbeitung des Vorhabens sowie zur Leitung des Anaerobier-Labors wurde nach o6ffentli-
cher Ausschreibung eine Fachkraft mit der Qualifikation Umweltschutztechniker und Biologiela-
borantin, Frau J. Striesow, eingestellt. Zur weiteren Qualifikation von Frau Striesow wurden ver-
schiedene Praktika an unterschiedlichen wissenschaftlichen Einrichtungen organisiert:

o Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften Hamburg, Fakultat Life Sciences, AG Scherer
(18.-19.10.10 und 29. - 30.11.10)

o Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz, Institut fir Mikrobiologie und Weinforschung, AG
Konig (18.07.11 - 05.08.11)

Gegenstand dieser Praktika war jeweils die Kultivierung und Lagerung von methanogenen
Archaea.

Zur Unterstitung der wissenschaftlichen Arbeit wurde im November 2011 eine Uber Haushalts-
mittel finanzierte wissenschaftliche Mitarbeiterin, Frau Dr. S. Hahnke, eingestellt.

Weiterhin wurde eine Kooperation mit RIPAC-LABOR GmbH, Potsdam, aufgebaut. Dieser Wirt-
schaftspartner ist u. a. spezialisiert auf die Kultivierung anaerober Bakterien u. a. auch aus Bio-
gasanlagen sowie deren Schnellidentifizierung mittels MALDI-TOF MS.

11.1.2 Anreicherungen und Isolierung von Archaea

Als erste mikrobiologische Arbeiten erfolgte testweise die Kultivierung verschiedener methano-
gener Archaea aus Bestdnden der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) zur Referenz fiur alle weiteren mikrobiologischen Arbeiten. Als Teststdmme wur-
den die Methanbildner Methanosarcina barkeri (DSM 800), Methanosarcina mazei (DSM 2053)
sowie das zellulolytische Bakterium Clostridium thermocellum (DSM 1237) verwendet.

Weiterhin wurden erste Versuche zur Anreicherung methanogener Archaea aus Laborfermentern
mit verschiedenen Kulturmedien erprobt, die in Abstimmung mit HAW Hamburg und Univ. Mainz
modifiziert wurden. Im Einzelnen getestet wurden die DSMZ Medien 119, 120, 141, 287, 318,
332, 387. In einem grdlReren Anreicherungsansatz wurden schliefilich die Medien 120, 287 und
318 mit verschiedenen Substraten (Acetat, Formiat, Methanol, H,/CO,) eingesetzt, um das
Wachstum unterschiedlicher Arachaea zu stimulieren. Zum Animpfen der Kulturen wurde Materi-
al aus einem mesophilen Laborfermenter (CSTR) verwendet, der mit einem Substratgemisch aus
45% Rindergtille, 45% Schweinegiille und 10% Maissilage geftttert wurde (kontinuierliche Ftte-
rung, Raumbelastung 3 gos I'* d™).
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Basierend auf MA et al. (2006) wurden mit dem Impfmaterial Verdiinnungsreihen angesetzt, um
besonders abundante Vertreter zu kultivieren. Nach mindestens vierwdchiger Inkubation wurden
die Kulturen in frisches Medium transferiert, eine langere Inkubation erfolgte, sofern nach vier
Wochen noch keinerlei Wachstum zu erkennen war. Ab dem zweiten Anreicherungszyklus
wurden den Medien Antibiotika zugesetzt, um das Wachstum von Bakterien zu hemmen. Als Bei-
spiel ist in Abb. 1 das Anreicherungsschema mit DSMZ Medium 287 (mit Acetat und H,/CO,)
gezeigt. Weitere Ansétze in Verdinnungskulturen wurden auch mit den DSMZ Medien 318 (mit
Methanol) und 120 (mit komplexem Substrat) durchgefiihrt (Anhang, Abb. A1 und A2). Alle An-
satze wurden in Anaeroben-Kulturrohrchen (Fa. Dunn Labortechnik GmbH) in 5 ml Medium an-
gesetzt. Die verschiedenen Gase zum Herstellen der sauerstoff-freien Atmosphare wurden von
der Firma Air Liquide bezogen.

Medium 287 Acetat

Verdinnungsreihen ohne vorherige Anreicherung (Inokulum 20%)

Kulturen in Duplikaten:
L1-10° | L1-10* | L1-10? | L1-10% | L1-10* | L1-10° | L1-10° | L1-107 | L1-10% | L1-10°
M1-10° | M1-10" | M1-10? | M1-103 | M1-10* | M1-10° | M1-10° | M1-107| M1-10% | M1-10°

\L 1. Transfer (5%)

12-10° | L2-107 | L2-107 Kein Wachstum in diesen Kulturen
M2-10° | M2-10? | mM2-10 Kein Wachstum in diesen Kulturen

\L 2. Transfer (5%)

13-10° | L3-107 | L3-107
Mm3-10° | M3-107 | m3-107

\l/ 3.Transfer (5%)

\l/ 8.Transfer (5%)

L9-10° L9-10°

M9-10° | m9-10"

Abb. 1: Schema des Kultivierungsansatzes zur Anreicherung von Archaea in Verdinnungsreihen in DSMZ
Medium 287 mit Acetat und H2/CO:x.

Anhand der fir methanogene Archaea typischen blauen Autofluoreszenz des Coenzyms Faktor
Fa420, die durch Anregung mit UV-Licht entsteht (DOLFING & MULDER 1985), konnte in den Kulturen
mit verschiedenen Medien bzw. Substraten Wachstum von unterschiedlichen Methanogenen
festgestellt werden. Nach siebenmonatiger Anreicherung wiesen die einzelnen Kulturen im licht-
mikroskopischen Bild noch Mikroorganismen unterschiedlicher Morphologie auf. In einigen Kultu-
ren war die Anreicherung jedoch so weit fortgeschritten, dass ein Archaea-Morphotyp vorherrsch-
te (z. B. Abb. 2 a - d).
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Abb. 2: Anreicherung unterschiedlicher methanogener Archaea nach siebenmonatiger Kultivierung. a) Lichtmikrosko-
pische Phasenkontrast-Aufnahme der Anreicherungskultur M6-10" in DSM Medium 287 mit Acetat und Hz/COy; b) Far
methanogene Archaea typische Autofluoreszenz nach Anregung mit UV-Licht derselben Kultur. ¢) Phasenkontrast-
Aufnahme der Anreicherungskultur 06-10° in DSM Medium 318 mit Methanol; d) Autofluoreszenz von Methanosarci-
na-ahnlichen Zellen in der Kultur 06-10°.

In weiteren Anreicherungsansétzen wurden in den Medien 287 und 318 zunéachst Vorinkubatio-
nen mit komplexem Substrat (Zugabe von 5% Reaktorflissigkeit) durchgefuhrt und dann mit ein-
zelnen Substraten (Acetat, Formiat, Methanol, H,/CO,) selektiv weiterkultiviert (Abb. 3 und Abb.
A3 im Anhang). Die Anreicherungsanséatze basieren auf dem Manuskript von STANTSCHEFF et al.
(in Vorbereitung) Uber die Isolierung von methanogenen Archaea aus Biogasanlagen, an wel-
chem das ATB beteiligt ist (siehe 11.1.5 Ergebnisse von Seiten Dritter).

Die Kultivierung in DSMZ Medium 287 mit verschiedenen Substraten nach dem in Abb. 3 gezeig-
ten Schema fihrte zu einer Anreicherung von Archaea. Das mikroskopische Bild der Ausgangs-
kultur (Kultur A3) zeigte viele Zellen unterschiedlicher Morphologie, von denen nur sehr wenige
die fir methanogene Archaea typische Autofluoreszenz zeigten (Abb. 4 a, b). Durch monatlichen
Transfer in frisches Selektivmedium mit unterschiedlichen Substraten wurde das Wachstum von
Archeae stimuliert und ebenfalls eine Anreicherung von unterschiedlichen Archaea-Morphotypen
erzielt (Abb. 4 c - h). Wachstum von Bakterien wurde durch die Zugabe von Antibiotika ab dem
zweiten Anreicherungszyklus reduziert. Die mikrobielle Gemeinschaft einzelner Anreicherungen
wurde mittels der auf der 16S rRNA Gensequenz basierenden, kultivierungs-unabhangigen
TRFLP-Methode (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) analysiert (Fa. Beckman
Coulter). Bei dieser Methode werden Genabschnitte der Mischpopulation vervielfaltigt, dabei
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Abb. 4: Lichtmikroskopische Differentialinterferenzkontrast (DIC) -Aufnahmen (links) und die fir methanogene
Archaea typische Autofluoreszenz nach Anregung mit UV-Licht der Zellen desselben Bildausschnitts (rechts). (a,b)
Ausgangskultur A3, Vorinkubation mit komplexem Substrat; (c,d) Anreicherungskultur B6-3 mit Acetat und H2/COy;
(e,f) Anreicherungskultur B6-6 mit Acetat (Methanosaeta-ahnliche Zellen); (g,h) Anreicherungskultur D5-3 mit Metha-
nol und H,/CO, (stdbchenférmige Archaea und Methanosarcina-ahnliche Zellen).
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endstandig fluoreszenzmarkiert und durch Restriktionsendonukleasen spezifisch geschnitten. Die
abhangig von der DNA-Sequenz unterschiedlich langen, fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente
werden anschliel3end elektrophoretisch nach ihrer Grol3e aufgetrennt und anhand ihrer Fluores-
zenz detektiert. Aus der DNA eines einzelnen Organismus resultiert so ein Fragment mit ent-
sprechender Fluoreszenzintensitat im TRFLP-Muster. Die Intensitat der Fluoreszenz ist ein Mal3
fur die Menge der einzelnen Fragmente. Zur Vervielfaltigung der DNA wurden fir Bacteria die
Primer 27f (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG, Cy5-markiert) und 926MRr (CCG TCA ATT CMT
TTR AGT TT) verwendet und fur Archaea die Primer Ar109f (ACK GCT CAG TAA CAC GT, Cy5-
markiert) und Ar912r (CTC CCC CGC CAATTC CTT TA).

Um DNA fir diese Analysen zu gewinnen, wurden reprasentative Kulturen (Abb. 3 bzw. Abb. Al
und A4 im Anhang, rot markiert) in einem grof3eren Maf3stab (20 ml) kultiviert und nach vierwo-
chigem Wachstum eine Chloroform-DNA-Extraktion durchgefuhrt. Die Ergebnisse der TRFLP-
Analysen zeigten geringe Abundanzen einiger weniger Archaea in der Ausgangs-
Anreicherungskultur A3, sowie eine hohere Bacteria-Diversitat in ebenfalls geringen Abundanzen
(Abb. 5). Wie oben beschrieben, konnte diese geringe Archaea-Abundanz auch anhand des mik-
roskopischen Bildes festgestellt werden. Die Profile weiterer Kulturen zeigten, ebenfalls in Uber-
einstimmung mit der mikroskopischen Uberpriifung, dass durch selektive Kultivierung Archaea
gegeniuber Bacteria stark angereichert werden konnten. In den Kulturen C6-3 (mit Formiat und
H,/CO,) bzw. C6-6 (mit Formiat) dominierten zwei bzw. ein Archaea-Fragment (TRFs der Langen
340 und 472 nt). Verschiedene (gegenuber den zugesetzten Antibiotika resistente) Bacteria
waren in den Kulturen nur in geringeren Abundanzen vorhanden (Abb. 5). TRFLP-Analysen mit
DSMZ-Reinkulturen zeigten, dass die Fragmente mit den L&ngen 340 bzw. 472 nt evtl.
Methanobacterium sp. bzw. Methanosarcina sp. zugeordnet werden kénnen. Die Profile anderer
Kulturen wiesen auch andere Archaea-Fragmente auf. In der Kultur B6-6 (mit Acetat) wurde ein
dominantes Archaea-Fragment (472 nt) und drei kleinere Fragmente detektiert (108, 340 und
432 nt, Abb. 5). Eine phylogenetische Zuordnung dieser Organismen durch Abgleich mit Reinkul-
turen war nicht mdglich. Bacteria-DNA konnte aus der Kultur B6-6 mittels PCR nicht vervielfaltigt
werden. Dieses konnte daran liegen, dass die DNA-Menge dieser Organismen in der nur sehr
schwach bewachsenen Kultur zu gering war. Das gleiche war der Fall bei der Kultur B6-9 (mit
H,/CO,), die nur einen Archaea-Phylotyp aufwies (Abb. 5). In der Kultur B6-3 (mit Acetat und
H,/CO,) wurden drei Archaea sowie zwei Bacteria detektiert, die jedoch recht dominant waren
(Abb. 5). TRFLP-Profile weiterer Anreicherungskulturen finden sich im Anhang (Abb. A6).

Bei der Interpretation der Daten ist zu bedenken, dass wéhrend der TRFLP-Methode sog. Pseu-
dofragmente entstehen kdnnen, die nicht auf mikrobielle DNA zuriickzufiihren sind, sondern wéh-
rend der PCR entstehen (EGERT & FRIEDRICH 2003). Zudem konnen unterschiedliche Organis-
men Fragmente gleicher Grof3e hervorbringen. Daher ist fur die genauere Charakterisierung der
Anreicherungen bzw. fur die Uberpriifung der Kulturen auf Reinheit eine weitere Analyse z. B.
mittels DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) notwendig. Ein DGGE-Fingerprinting
ermoglicht es, DNA-Sequenzen unterschiedlicher Mikroorganismen zu trennen, anschlie3end zu
sequenzieren und anhand der DNA-Sequenzinformation eine phylogenetische Einordnung vor-
zunehmen. Da diese Methode dem ATB derzeit noch nicht zur Verfigung steht, konnten die
Archaea-Kulturen bislang noch nicht abschlie3end charakterisiert werden. Entsprechende Arbei-
ten sind jedoch fur Anfang 2013 geplant.

11
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Abb. 5: TRFLP-Profile der Anreicherungskulturen. Schwarz: Bacteria-DNA-Fragmente; blau: Archaea-DNA-
Fragmente. Die Zahlen geben die Fragmentlangen in Nukleotiden (nt) an. Fur die Analysen der verschiedenen Kultu-
ren wurden jeweils identische Mengen an PCR-Produkten eingesetzt.

Des Weiteren wurden im Rahmen der Kultivierungsansatze Kulturen mit einem dominanten Zell-
morphotyp in entsprechendem Medium sukzessive verdinnt (Abb. A4 und A5 im Anhang), um
Bacteria geringerer Abundanzen herauszuverdiinnen (sog. ,dilution-to-extinction“ Methode). Das
mikroskopische Bild der Kulturen B7-8 (10*ach verdiinnt und unter den vorangegangenen
Bedingungen weiterkultiviert) und M8-10° (10%fach verdiinnt) wiesen Zellen einheitlicher Morpho-
logie sowie schwache archaelle Eigenfluoreszenz auf (Abb. 6); es handelt sich also mdglicher-
weise bereits um Reinkulturen. Eine abschlieRende molekularbiologische Uberpriifung liegt der-
zeit jedoch noch nicht vor, da die Inkubation dieser Verdinnungen erst gegen Projektende

12
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durchgefuihrt werden konnten. Da Archaea nicht durch Ausstriche auf Agarplatten kultiviert
werden kénnen, wurden zur Kolonievereinzelung au3erdem Agarkulturen basierend auf WIDDEL
& BAK (1992) hergestellt. Dabei wird Medium mit zugesetztem Agar im flissigen Zustand mit An-
reicherungsmaterial beimpft (die verwendeten Anreicherungen sind im Anhang in Abb. Al, A3,
A4 und A5 grun markiert), dann zum Festwerden abgekihlt und bei 37°C inkubiert. Im Agar ge-
wachsene Einzelkolonien kénnen mit einer Kantile ausgestochen und zur Gewinnung von Rein-
kulturen erneut in Medium Uberfuhrt werden. Nach Inkubation konnte in einigen der Agarkulturen
Wachstum festgestellt werden (z. B. Abb. 7); die Inkubationen und Transfers dieser Kulturen
bzw. Kolonien laufen derzeit noch.

Abb. 6: Lichtmikroskopische Differentialinterferenzkontrast(DIC)-Aufnahmen (links) und die fir methanogene Archaea
typische Autofluoreszenz nach Anregung mit UV-Licht der Zellen desselben Bildausschnitts (rechts). (a,b) Anreiche-
rungskultur B7-8 (1O4fache Verdiinnungskultur); (c,d) Anreicherungskultur M8-2-10° (109fache Verdiinnungskultur).

13
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Im Agar gewachsene Kolonien

Von einer Zellkolonie gebildete Gasblase

Abb. 7: Agarkultur in DSM Medium 318 mit Methanol und
Acetat. Die Anreicherung 09-100, die als Inokulum verwendet
wurde, enthielt Methanol als einziges Substrat.

Um die noch vorhandenen Bacteria aus Archaea-Anreicherungen zu isolieren, wurden die Kultu-
ren (M8-10°, B7-1, B7-4, B7-7, C7-3, C7-4, C7-7, D6-1, G7-1, F6-2, 08-10°% s. Abb. 1, 3, Al und
A3) auf Agarplatten mit dem entsprechenden Medium ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Nach
vierwdchiger Inkubation konnte nur auf den beiden Platten mit den Kulturen F6-2 und 08-10°
schwaches Wachstum festgestellt werden. Nach einem erneuten Ausstrich und bisheriger zwei-
wochiger Inkubation wurde jedoch kein erneutes Wachstum beobachtet, was vermuten lasst,
dass diese Organismen nur in Flissigmedium kultiviert werden kénnen.

11.1.3 Gewinnung von bakteriellen Isolaten und ihre taxonomische Einordnung

Da sich die Kultivierung von Methanogenen, wie im Zwischenbericht beschrieben, als unerwartet
schwierig und langwierig erwies, wurde als zusatzliches Projektziel die Kultivierung von fermenta-
tiven Bacteria angestrebt. Hierzu wurden verschiedene Medien in Form von Agarplatten verwen-
det (Columbia Agar, Sabouraud-4% Glucose mit Chloramphenicol, Anaerobier-Agar nach
Brewer, GS2- Medium, LB-Agar, DSMZ Medium 119, Endo-Agar). Material zum Beimpfen wurde
zwei verschiedenen Reaktorsystemen entnommen: einem mesophilen CSTR mit 45% Rindergiil-
le, 45% Schweinegille und 10% Maissilage (kontinuiertliche Futterung, Raumbelastung
3 gos I'' d™) und einem zweistufigen mesophilen UASS Reaktor (MUMME et al., 2010) mit Maissi-
lage + 5% Weizenstroh (kontinuierliche Fitterung, Raumbelastung 3 gos I d™). Gewachsene
Kolonien wurden zur Vereinzelung weiter ausgestrichen.

Ein System zum Screening und der Identifizierung der Kolonien mittels MALDI-TOF MS wurde in
Kooperation mit RIPAC-LABOR GmbH eingerichtet. Auf diese Weise konnten die 105 gewonne-
nen mikrobiellen Isolate aus Biogasfermentern schnell analysiert bzw. identifiziert werden. 35 der
Stamme erwiesen sich nach der MALDI-TOF MS als unbekannt (Tab. 1).

14
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Tab. 1: Ubersicht (iber die gewonnenen Isolate.

Taxonomische Zuordnung Anzahl der
(It. MALDI-TOF MS Analyse) Isolate
Acinetobacter baumannii 1
Acinetobacter sp.

Bacillus cereus group

Bacillus circulans

Bacillus licheniformis

Bacillus oleronius

Bacillus pumilus

Bacillus sporothermodurans
Bacillus subtilis

Citrobacter koseri
Cladosporium cladosporioides
Clostridium bifermentas
Clostridium perfringens
Enterococcus hirae
Eschericha coli

Leucobacter sp.

Paenibacillus spp.

Proteus mirabilis

Riemerella sp.
Staphylococcus warneri
Streptococcus infantarius subsp. coli 20

Unbekannt 35

P P OOONPMPRPNPFPPEPNPEPWOOFRLDNMNNDPAOO

Summe 105

Von den uber das MALDI-TOF MS System nicht identifizierten Isolaten wurde mittels Polymeras-
ekettenreaktion (PCR) und universellen Bakterien- bzw. Pilzprimern (Fa. Biomers) das 16S
rRNA-Gen (bei Pilzen die ITS-Region) vervielféltigt, aufgereinigt (QIAquick PCR purification Kkit,
Fa. Qiagen) und anschlieBend sequenziert (Fa. GATC Biotech, Konstanz). Durch Abgleich der
Gensequenz mit der NCBI(National Center for Biotechnology Information)-Datenbank wurden die
Mikroorganismen phylogenetisch eingeordnet (Tab. 2). Da vier der unbekannten Isolate nach
Kryokonservierung nicht wieder in Kultur gebracht werden konnten, konnte eine Identifizierung
dieser Stamme nicht erfolgen.

15
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Tab. 2: Phylogenetische Einordnung der nach der MALDI-TOF MS Analyse unbekannten Isolate.

Nachster beschriebener Ahnlichkeit  Anzahl der
Verwandter (%) Isolate
Brachymonas denitrificans 99 1
Clostridium aurantibutyricum 99 3
Clostridium cellulovorans 94 1
Clostridium lactatifermentans 90 1
Clostridium sporosphaeroides 96 1
Clostridium spp. 99 1
Comamonas denitrificans 98 1
Hydrogenophaga bisanensis 97 1
Lactobacillus ruminis 99 1
Leucobacter aridicollis 98 1
Leucobacter komagatae 99 1
Paenibacillus woosongensis 99 1
Proteiniphilum acetatigenes 97 3
Pseudallescheria boydii 100 1
Pseudomonas pertucinogena 96 3
Streptococcus henryi >99 8
Tetrathiobacter kashmirensis 97 2
Summe 31

Die Gensequenzen der meisten Isolate wiesen eine hohe Ahnlichkeit zu Sequenzen bereits be-
schriebener Bakterien aus der NCBI-Datenbank auf. Das Isolat M2/40 zeigte allerdings nur
93,9% 16S rRNA Gen-Sequenzéhlichkeit zum nachsten beschriebenen Verwandten Clostridium
cellulovorans und entspricht somit, unter Berticksichtigung der allgemeinen Kriterien zur taxono-
mischen Einordnung von Bakterien (GEVERS et al., 2005; TINDALL et al., 2010), einer neuen Art.

I1.1.4 Charakterisierung einer neuen Bakterienart der Gattung Clostridium

Das Bakterienisolat M2/40 wurde charakterisiert und als neue Art der Gattung Clostridium be-
schrieben. Phylogenetische Stammbaumanalysen basierend auf der 16S rRNA Gensequenz
zeigten, dass das Isolat in das Clostridien Cluster | innerhalb der Klasse der Clostridia fallt (Abb.
8). Dieses Clostridien-Cluster enthélt u. a. das erste beschriebene Bakterium dieser Gattung,
Clostridium butyricum, somit ist der Stamm M2/40 zu den ,echten” Clostridien zu z&hlen (COLLINS
et al., 1994). Zur Charakterisierung des Bakteriums M2/40 wird derzeit ein Manuskript mit dem
Arbeitstitel ,Clostridium bornium sp. nov., isolated from a mesophilic two-phase lab-scale biogas
reactor® angefertigt, das bei der renommierten Fachzeitschrift ,International Journal of Systema-
tic and Evolutionary Microbiology“ eingereicht werden soll. Die zur Veré6ffentlichung notwendige
Hinterlegung des Stammes in 6ffentlichen Sammlungen erfolgte bereits, und zwar bei bei der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) sowie der Spanish Type
Culture Collection (CECT).
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il:c. beijerinckii, X68179
100 C. saccharobutylicum, U16147
83 C. butyricum, AJ458420
92 C. cellulovorans, X71849
94 M2/40, JQ388596
96 C. algidicarnis, AF127023
/ 100 C. amylolyticum, EU037903

C. botulinum, L37585
C. sporogenes, X68189

0.05

Abb. 8: Der phylogenetische Baum zeigt die Verwandtschaftsverhdltnisse des Bakterienisolats M2/40 mit Vertretern
des Clostridien Clusters I. Der Baum wurde mit der Neighbour-Joining-Methode in dem Softwarepakt ARB berechnet
(LUDWIG et al. 2004). Die Bootstrap-Werte (%) sind ein Maf3 fir die Wahrscheinlichkeit der Gruppierung. Kreise
kennzeichnen mittels der Maximum-Likelihood-Methode reproduzierbare Knotenpunkte. Der MaRstab entspricht der
Anzahl der Substitutionen pro DNA-Base.

Die zahlenmafige Dominanz von Vertretern aus der Klasse Clostridia in Biogasanlagen mit un-
terschiedlichen Substraten (z. B. KRAUSE et al., 2008; SCHLUTER et al., 2008; WANG et al., 2009;
RADEMACHER et al., 2012) weist auf eine wichtige Rolle dieser Mikroorganismen beim anaeroben
Abbau von Biomasse hin. Die wichtigsten Substrate fiir Vertreter der Clostridien sind Polymere
wie Zellulose, Starke, Pektin oder andere Polysaccharide und Proteine (ANDREESEN et al., 1989).
Wahrend der Fermentation bilden sie organische Sauren (Acidogenese), die durch acetogene
Bacteria hauptsachlich zu Acetat abgebaut werden (Acetogenese). Des Weiteren bilden viele
Clostridien grofze Mengen an Wasserstoff (H,), welches, wie auch Acetat, vielen methanogenen
Archaea als Substrat fir die Methanbildung dient (Methanogenese).

Das neue Clostridienisolat M2/40 zeigt Starkehydrolyseaktivitdt, die Verwertung einiger Mono-
saccharide, sowie die Produktion von Formiat, Laktat, Acetat, Buttersdure, Ethanol und in gerin-
gen Mengen Propionsdure nach Fermentation von Sucrose. Wasserstoff als Fermentationspro-
dukt konnte derzeit aufgrund der fehlenden Analysetechnik am ATB noch nicht gemessen
werden; die Analyse soll aber demnéchst und in Kooperation mit dem MARUM - Zentrum fur
marine Umweltwissenschaften der Universitdt Bremen (AG Hinrichs) erfolgen. Die Abrenzung
des Isolats zur nachsten beschriebenen Art Clostridium cellulovorans erfolgte anhand von phano-
typischen und phylogenetischen Unterschieden (Abb. 9, Tab. 3). Die Bestimmung des G+C Ge-
halts der DNA wurde als Auftragsarbeit von der DSMZ durchgefihrt. Erdgnzend wurde der
Stamm C. cellulovorans von der DSMZ bezogen, um vergleichende Wachstumsversuche durch-
zufiihren. FUr die Untersuchung des Substratspektrums wurden die Stdmme in geeignetem
Medium kultiviert und einzelne Substrate zugesetzt. Das Wachstum wurde photometrisch durch
Messung der optischen Dichte verfolgt. Fermentationsprodukte im Kulturmedium wurden mittels
der chromatographischen HPLC-Analyse gemessen. Fur die Bestimmung der Katalase-,
Protease- und B-Glucosidase-Aktivitat sowie der Indolbildung wurde das APl 20 A System zur
Identifizierung von Anaerobiern verwendet (Fa. bioMérieux).

17
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Abb. 9: Lichtmikroskopische Phasenkontrast-Aufnahmen des Isolats M2/40 (a) und C. cellulovorans (b).

18
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Tab. 3: Charakteristika des Isolats M2/40 und des Referenzorganismus Clostridium cellulovorans Stamm 743B.
* Daten aus der Stammbeschreibung von Sleat et al., 1984; +: positive Reaktion bzw. Wachstum; -: negative Reaktion
bzw. kein Wachstum; nn: noch zu nennen (die Analysen liegen derzeit noch nicht vor).

Charakteristika M2/40 C. cellulovorans
ichkett 24 M2Id0 (o) 100 9.9
weillich, undurchsichtig,
oloniemorphologie g rAehachs. 0308 glter and
Erscheinungsbild.
Zellmorphologie Efgt;ﬁgﬁ{’e/ Stébchen
ZellgréRe (um) 0,6-1.2x1,1-16,8 0,6-1,0x2,2-7,6
Gramfarbung variabel negativ*
Beweglichkeit - -*
Katalase + -
B-Glucosidase-Aktivitat - +
Protease-Aktivitat - -
Indolbildung - nn
DNA G+C Gehalt (mol%) 29,6 26-27*
Temperaturbereich (°C) 20-45 20-40*
Temperaturoptimum (°C) 35 37*
pH-Bereich nn 6,4-7,8*
pH-Optimum nn 7*
Verwendete Substrate:
Glucose + +
Fructose - +*
Maltose + +*
Galactose - +*
Sucrose + +*
Laktose - +*
Cellobiose - +
Cellulose - +*
Mannose - -+
Rhamnose - -
Arabinose - -
Trehalose + -
Xylose - -
Laktat - -*
Pyruvat - -
Pektin - +*
Xylan - +*
Pepton - nn
e -
Fermentationsprodukte:
Acetat + +*
Butyrat + +*
Laktat + +*
Formiat + +*
Propionat Spuren -
Ha nn +*
CO; nn +*
Ethanol + Spuren*
Pyruvat nn -*
Succinat nn -*
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11.1.5 Ergebnisse von Seiten Dritter

Von Seiten der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, Institut fir Mikrobiologie und Weinfor-
schung, AG Konig, wird derzeit ein Manuskript flr einen wissenschaftlichen Fachartikel zur Isolie-
rung methanogener Archaea aus Biogasanlagen vorbereitet, an welchem das ATB beteiligt ist.
Arbeitstitel der Publikation ist: Stantscheff R, Seyfarth K, Droge S, Klocke M, Kénig H: Culturable
methanogenic microbiota from mesophilic corn-fed on-farm biogas plants and labscale biogas
fermenters.

Die Einreichung bei einer renommierten Fachzeitschrift ist fur 2013 geplant. Dieser Beitrag ist die
erste Publikation zur Isolierung methanogener Archaea aus Biogasanlagen, welche auf Basis
nachwachsender Rohstoffe betrieben werden.
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1.2 Verwertung

Im Rahmen dieses Projektes wurde am ATB ein Anaerobier-Labor eingerichtet, das die Anrei-
cherung und Isolierung von zum Teil unbekannten anaeroben Mikroorganismen aus Biogasanla-
gen ermoglichte. Untersuchungen an Isolaten erlauben eine umfassende physiologische Charak-
terisierung der Organismen und liefern somit einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der mikro-
biellen Prozesse in Biogasanlagen. Durch die Bereitstellung von an der Biogasproduktion betei-
ligten Mikroorganismen kann u. a. die Entwicklung von Starterkulturen bzw. Impfmaterial ermog-
licht werden. Dariliber hinaus dienen Isolate als wichtige Referenzen fir Kkultivierungs-
unabhangige Methoden. Sie ermdglichen z. B. die Zuordnung von Sequenzdaten molekularbiolo-
gischer Analysen mikrobieller Gemeinschaften (z. B. Metagenom- und TRFLP-Analysen). Auf
Basis der gewonnenen Sequenzinformationen der Isolate kénnen auRerdem DNA-Sonden zur
Identifizierung und Quantifizierung von relevanten Organismen in Biogasanlagen abgeleitet
werden.

Durch die aufgebaute Kooperation mit RIPAC-LABOR GmbH, die auch tber das Projekt hinaus
bestehen bleiben wird, wurde die RIPAC-Datenbank der MALDI-TOF MS Profile durch unsere
unbekannten Isolate erweitert, was zukinftig eine schnelle Identifizierung dieser Stamme ermdg-
licht.

Der Aufbau des Anaerobier-Labors, sowie die im Rahmen des Projektes gewonnen Expertisen
ermdglichen darlber hinaus auch zukiinftige Isolierungen und Charakterisierungen anaerober
Mikroorganismen am ATB, die fur den Prozess der Biogasbildung wichtig sind. Die langwierigen,
jedoch vielversprechenden Kaultivierungsansatze zur Isolierung von methanogenen Archaea
sollen Uber die Projektzeit hinaus weiterlaufen und dienen als Vorarbeiten fir das Verbundvorha-
ben BIOGAS-CORE (FNR 22017111).

Die Veroffentlichung der Charakterisierung einer neuen Bakterienart in der wissenschaftlichen
Fachzeitschrift ,International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology* ist fur 2013
geplant. Die 16S rRNA Gensequenz des Bakteriums wurde zur allgemeinen Verfigung an die
NCBI GenBank Ubermittelt.

[1.3 Erkenntnisse von Dritten

Wahrend der Projektlaufzeit sind unserer Kenntnis nach keine Publikationen tber die Isolierung
von Archaea aus Biogasreaktoren veroffentlicht worden. Hierzu erfolgte am 08.11.2012 eine
Suchanfrage in dem mehrere Datenbanken enthaltenen Online Zitationsindex “ISI Web of
Knowledge“ (URL: http://isiwebofknowledge.com/) der Fa. Thompson-Reuters. Unter der Rubrik
,Title“ wurden Publikationen von 2010 — 2012 nach den Stichworten ,methano* AND isolated”,
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,=archaea AND isolated®, ,methano* AND biogas®, ,methano* AND reactor” (*= Platzhalter fur be-
liebige Wendungen; AND= beide Begriffe sollen enthalten sein) bzw. ,methanogenic* durchsucht.
Keine der Publikationen bezog sich auf die Isolierung methanogener Archaea aus Biogasanla-
gen.

Die Isolierung methanogener Archaea aus anderen Habitaten wurde in folgenden Publikationen
vorgestellt:

(1) BRAUER, S.L.; CADILLO-QUIROZ, H.; WARD, R.J.; YAvITT, J.B.; ZINDER, S.H. (2011)
Methanoregula boonei gen. nov., sp. nov., an acidiphilic methanogen isolated from an acidic
peat bog. Int J Syst Evol Microbiol 61: 45-52.

(2) CHENG, L.; DAl L.; LI, X.; ZHANG, H.; Lu, Y. (2011) Isolation and characterization of
Methanothermobacter crinale sp. nov., a novel hydrogenotrophic methanogen from the
Shengli oil field. Appl Environ Microbiol 77: 5212-5219.

(3) KITAMURA, K.; FUJITA, T.; AKADA, S.; TONOUCHI, A. (2011) Methanobacterium kanagiense sp.
nov., a hydrogenotrophic methanogen, isolated from rice-field soil. Int J Syst Evol Microbiol
61: 1246-1252.

(4) LU, Z.; Lu, Y. (2012) Methanocella conradii sp. nov., a thermophilic, obligate hydrogen-
otrophic methanogen, isolated from Chinese rice field soil. PLoS One 7: €35279.

(5) Mori, K.; HARAYAMA, S. (2011) Methanobacterium petrolearium sp. nov. and
Methanobacterium ferruginis sp. nov., mesophilic methanogens isolated from salty
environments. Int J Syst Evol Microbiol 61: 138-143.

(6) MoRi, K.; INno, T.; Suzuki, K.; YAMAGUCHI, K.; KAMAGATA, Y. (2012) Aceticlastic and NaCl-
requiring methanogen "Methanosaeta pelagica" sp. nov., isolated from marine tidal flat sedi-
ment. Appl Environ Microbiol 78: 3416-3423.

(7) SAKAl S.; EHARA, M.; TSENG, |.C.; YAMAGUCHI, T.; BRAUER, S.L.; CADILLO-QUIROZ, H.; ZINDER,
S.H.; IMACHI, H. (2012) Methanolinea mesophila sp. nov., a hydrogenotrophic methanogen
isolated from rice field soil, and proposal of the archaeal family Methanoregulaceae fam. nov.
within the order Methanomicrobiales. Int J Syst Evol Microbiol 62: 1389-1395.

(8) SHIMIZU, S.; UPADHYE, R.; ISHIJIMA, Y.; NAGANUMA, T. (2011) Methanosarcina horonobensis
sp. nov., a methanogenic archaeon isolated from a deep subsurface Miocene formation. Int J
Syst Evol Microbiol 61: 2503-2507.

(9) Wu, S.Y.; LA, M.C. (2011) Methanogenic archaea isolated from Taiwan's Chelungpu fault.
Appl Environ Microbiol 77: 830-838.

(10) YASHIRO, Y.; SAKAI, S.; EHARA, M.; MiYAzAKl, M.; YAMAGUCHI, T.; IMACHI, H. (2011)
Methanoregula formicica sp. nov., a methane-producing archaeon isolated from
methanogenic sludge. Int J Syst Evol Microbiol 61: 53-59.

(11) ZHu, J.; Liu, X.; DONG, X. (2011) Methanobacterium movens sp. nov. and Methanobacterium
flexile sp. nov., isolated from lake sediment. Int J Syst Evol Microbiol 61: 2974-2978.

II.4 Veroffentlichungen

Zur Charakterisierung des neuen Clostridien-Isolats Stamm M2/40 wird derzeit ein Manuskript
erstellt und soll Anfang 2013 bei einer renommierten Fachzeitschrift eingereicht werden:

HAHNKE, S.; STRIESOW, J.; KLOCKE, M. Clostridium bornium sp. nov., isolated from a mesophilic
two-phase lab-scale biogas reactor. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbi-
ology. In Vorbereitung.
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lll. Kurzfassung

Projekttitel: Aufbau einer Ex-situ-Sammlung von methanbildenden Archaea aus Biogas-
anlagen im landlichen Raum (Methanogenic Archaea Culture Collection,
MACC)

FKZ: FNR 22020308

Projektbeschreibung:

Die Produktion von Biogas aus landwirtschaftlich erzeugter Biomasse besitzt ein hohes Potential zur Re-
duktion von regenerativer Energie, zur Reduktion des CO,-Ausstol3es sowie zur Fortentwicklung einer
nachhaltigen Landbewirtschaftung. Die Bildung von Biogas erfolgt dabei durch eine komplexe und teil-
weise syntrophe mikrobielle Gemeinschaft aus methanbildenden Archaea und fermentativen Bacteria.

Im Rahmen des Projektes soll der Aufbau einer Ex-situ-Sammlung von methanbildenden Archaea erfol-
gen. Primar sollen dabei Stamme aus verschiedensten Arten von Biogasanlagen im l&andlichen Raum
isoliert und in Reinkulturen tberfuhrt werden. Hierbei sollen jeweils auch prozessrelevante Faktoren wie
Reaktorstandort, -konstruktion, -betriebsweise und -leistung erfasst werden. Ziel ist der Aufbau einer
Sammlung, welche die Biodiversitat der in landwirtschaftlichen Biogasanlagen auftretenden methanoge-
nen Archaea reprasentiert.

Im Einzelnen sollen folgende Arbeitsziele erreicht werden:

e Einrichtung eines Anaerobier-Labors am Standort ATB

e Beprobung verschiedenster Biogasanlagen von landwirtschaftlichen Betrieben und Aufnahme
aller relevanten Prozessparameter

e Isolierung der methanbildenden Euryarchaeota aus dem Probenmaterial und Entwicklung von
Reinkulturen, taxonomische Einordnung der Isolate mittels mikro- und molekularbiologischer
Verfahren

e Aufbau einer Stammsammlung

e Aufbau einer Datenbank zur Verwaltung der Stammsammlung

Projektergebnisse:

In der ersten Phase des Projektes wurde ein Anaerobier-Labor am Standort ATB eingerichtet. Zur weite-
ren Qualifikation der eingestellten Fachkraft wurden Praktika im Bereich der Anaerobierkultivierung an
der Hochschule fir Angewandte Wissenschaften Hamburg, sowie an der Johannes Gutenberg-
Universitat Mainz organisiert. Da sich erste Anreicherungs- bzw. Isolierungsversuche zur Kultivierung von
Archaea aus Laborfermentern als unerwartet schwierig und langwierig erwiesen, wurde — wie im
Zwischenbericht geschildert — als zusatzliches Projektziel die Isolierung fermentativer Bacteria ange-
strebt, die in Biogasreaktoren die hauptsachliche Leistung im Abbau insbesondere von pflanzlicher Bio-
masse vollziehen. Aufgrund der Projekterweiterung entfiel die Beprobung verschiedenster Biogasanlagen
von landwirtschaftlichen Betrieben. Die Isolierungsarbeiten wurden mit Material aus Laborfermentern
durchgefiihrt und weiterentwickelt.

Mit verschiedenen Medien und Substraten konnten Archaea mit unterschiedlichem Morphotyp angerei-
chert werden. Das mikroskopische Bild mancher Kulturen wies Zellen einheitlicher Morphologie sowie
archaelle Eigenfluoreszenz auf, es handelt sich also mdglicherweise bereits um Reinkulturen, worauf
auch erste molekularbiologische Untersuchungen hindeuteten.

Es wurden 105 Bacteria aus Laborfermentern isoliert und zur Schnellidentifizierung von mikrobiellen
Reinkulturen mittels MALDI-TOF MS eine Kooperation mit RIPAC-LABOR GmbH (Potsdam) aufgebaut.
Unbekannte Isolate wurden mittels molekularbiologischer Methoden taxonomisch eingeordnet und in die
RIPAC-Datenbank mit aufgenommen, was zukinftig eine schnelle Identifizierung dieser Stamme ermég-
licht. Des Weiteren wurde eine neue Bakterien-Art der Gattung Clostridium auf physiologischer, phano-
und genotypischer Ebene charakterisiert.
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Project title: Establishment of an ex situ culture collection of methanogenic Archaea
derived from biogas plants of rural areas (Methanogenic Archaea Culture
Collection, MACC)

Project number: FNR 22020308

Project description:

The production of biogas from agriculturally produced biomass has a high potential for the generation of
renewable energy, reduction of CO, emission and development of sustainable land-use. The formation of
biogas is conducted by a complex and partially syntrophic microbial community consisting of methanogen-
ic Archaea and fermentative Bacteria.

Within this project an ex situ collection of methanogenic Archaea shall be established. Therefore a broad
range of strains from different types of agricultural biogas plants shall be collected and transferred into
pure cultures. Parallel to sampling, all process-relevant data for the sampled reactor shall be determined.
The aim of the project is the establishment of a culture collection which reflects the archaeal biodiversity
present in agricultural biogas plants.

Within the context of the project, following tasks shall be conducted:

Setup of a laboratory for handling anaerobic methanogens at ATB site

Sampling of agricultural biogas plants and development of isolates

Taxonomic classification of isolates by microbiological and molecular techniques
Establishment of a culture collection

Establishment of a database for culture collection management

Project results:

During the first phase of the project the setup of a laboratory for handling anaerobic methanogens at ATB
site was successfully accomplished. For further qualification of the recruited technician workshops about
the cultivation of anaerobes were organized at the Hamburg University of Applied Sciences and the
Johannes Gutenberg University of Mainz. As described in the interim report the enrichment and isolation
of Archaea turned out to be unexpected difficult and time-consuming. Thus the isolation of fermentative
Bacteria was aimed as an additional objective of this project as these Bacteria are the main players in the
degradation of plant-based biomass particularly. Due to the extension of the project the sampling of
agricultural biogas plants was omitted, the cultivation assays were carried out with material from
laboratory-scale biogas reactors.

Using different media and substrates Archaea with different morphotypes could be enriched. The
microscopic image of some cultures exhibited cells with a homogeneous morphology showing archaeal
autofluorescence. According to first molecular biological analyses these cultures can be suggested to be
pure cultures.

From biogas reactors 105 bacterial isolates were obtained. In order to identify these microorganisms with
a fast identification system (MALDI-TOF MS analyses) a collaboration with the RIPAC-LABOR GmbH
(Potsdam) was established. Unknown isolates were identified using molecular biological methods and the
taxonomic information of these organisms was included in the RIPAC database allowing future identifica-
tion of these organisms. Furthermore a new bacterial species of the genus Clostridium was characterized.
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Medien und Substraten
Anhang 2: TRFLP-Profile ausgewahlter Anreicherungskulturen
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Anhang 1

Anreicherungsschemata flir methanogene Archaea mit verschiedenen
Medien und Substraten

Die Anreicherung methanogener Archaea aus einem Laborfermenter wurde mit verschiedenen
Kulturmedien und Substraten durchgefiihrt. Nach mind. vierwochiger Inkubation wurden die Kul-
turen in frisches Medium transferiert, eine langere Inkubation erfolgte sofern nach vier Wochen
noch keinerlei Wachstum zu erkennen war. Ab dem zweiten Anreicherungszyklus wurden den
Medien Antibiotika zugesetzt, um bakterielles Wachstum zu hemmen.

Die folgenden Abbildungen zeigen die Schemata der Anreicherungsansatze mit den verschiede-
nen Medien und Substraten.
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Medium 318 meoH

Verdiinnungsreihen ohne vorherige Anreicherung (Inokulum 20%)

Antibiotika-
Zusatze:
N1-10° | N1-10" | N1-10% | N1-10° | N1-10* | N1-10° | N1-10° |N1-107|N1-10%| N1-10° -
01-10° | 01-10* | 01-10? | 01-10° | 01-10* | 01-10° | 01-10° |01-107|01-10%| 01-10° -
\l, Transfer (5%)
N2-10° | N2-107 | N2-102 Kein Wachstum T+V
02-10° | 02-10" | 02-102 Kein Wachstum T+V
\L Transfer (5%)
N3-10° | N3-10" | N3-102 T+A
03-10° | 03-10? | 03-107 T+A
\l/ Transfer (5%)
N4-10° | N4-10" | N4-102 B+V
04-10° | 04-10" | 04-10” B+V
\L Transfer (5%)
N5-10° | N5-10" | N5-102 T+V
05-10° | 05-10" | 05-107 T+V

\L Transfer (5%)

-10° | N 1 | N6-10> T+A
( 06-10° ) 06-10- X 06-10%) T+A

\l, Transfer (10%)

N7-10° | N7-10" | N7-102 B+V
07-10° | 07-10" | 07-10° B+V

\L Transfer (10%)

Ng-10° | N8-10" | N8-102 T4V
08-10° | 08-10" | 08-107 T+V

\L Transfer (10%)

N9-10° | N9-10" | N9-102 T+A
09-10° | 09-10" | 09-107 T+A

Abb. Al: Schema des Kaultivierungsansatzes zur Anreicherung von Archaea in Verdinnungsreihen in
DSMZ Medium 318 mit Methanol. T + V: Tetracyclin + Vancomycin; T + A: Tetracyclin + Ampicillin; B + V:
Bacitracin + Vancomycin. Rot umkreist sind die Kulturen, die mittels der TRFLP-Methode molekularbiologisch
untersucht wurden. Griine Markierung: Kulturen, die zusatzlich in Agarkulturen Gberfiihrt wurden.
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Medium120 complex| mit Hefeextrakt, Casiton und Methanol

Verdiinnungsreihen ohne vorherige Anreicherung (Inokulum 20%)
Antibiotika-
Zusatze:

p1-10° | P1-10" | P1-10° | P1-10° | P1-10* | P1-10° | P1-10° | P1-10” | P1-10® | P1-10° -
Q1-10° | Q1-10" | Q1-10? | Q1-102 | Q1-10* | Q1-10° | Q1-10° | Q1-107 | Q1-10® | Q1-10° -

\l/ Transfer (5%)

P2-10° | P2-10" | P2-10? | P2-103 | P2-10* | P2-10° | P2-10° | P2-107 | P2-10% | P2-10° | penicillin
Q2-10° | Q2-10" | 02-107 | @2-102 | Q2-10* | @2-10° | Q2-10° | Q2-107 | @2-10® | Q2-10° | penicillin

\l/ Transfer (5%)

P3-10° | P3-10" | P3-10? | P3-10° | P3-10* | P3-10° | P3-10° | P3-107 | P3-10% | P3-10° | penicillin
Q3-10° | @3-107 | @3-102 | @3-10° | @3-10* | @3-10° | @3-10° | @3-107 | Q3-10% | Q3-10° | Penicillin

\l/ Transfer (5%)

P4-10° | P4-10" | P4-10° | P4-10° | P4-10" | P4-10° | P4-10° | P4-107 | P4-10% | P4-10° | penicillin
Q4-10° | Q4-10" | Q4-107 | Q4-10° | Q4-10* | Q4-10° | Q4-10° | Q4-107 | Q4-10% | Q4-10° | penicillin

\l/ Transfer (5%)

p5-10° | P5-10" | P5-10° | P5-10° | P5-10* | P5-10° | P5-10° | P5-107 | P5-10% | P5-107 T+V
Q5-10° | Q5-10" | 05-107 | @5-10° | @5-10* | @5-10° | 5-10° | @5-107 | Q5-10% | a5-10° T+v

\L Transfer (5%)

P6-10° | P6-10" | P6-10° | P6-10° | P6-10" kein Wachstum T+A
Q6-10° | 6-10" | @6-107 | Q6-10° | Q6-10* | Q5-10° | Q5-10° | Q5-107 | Q5-10% | Q5-10° | T+A

\L Transfer (5%)

p7-10° | P7-10° | P7-10° | P7-10° | P7-10* | P7-10° | P7-10° | P7-107 | P7-10% | P7-10° B+V
Q7-10° | Q7-10" | Q7-102 | Q7-10° | Q7-10* | @5-10° | Q5-10° | Q5-107 | Q5-10® | Q5-107 B4V

\  Transfer (bis 10™ 5%, ab 10™ 10%)

pg-10° | P8-10" | P8-10° | P8-10° | P8-10* | P8-10° | P8-10° | P8-107 | P8-10® | P8-10° T+V
08-10° | 08-10" | 08-107 | 08-10° | a8-10* | @8-10° | a8-10° | a8-107 | a8-10® | as8-10° T+v

\V  Transfer (bis 10™ 5%, ab 10™ 10%)

pg-10° | p8-10" | P8-10° | P8-10° | P8-10* | P8-10° | P8-10° | P8-107 | P8-10® | P8-10° T+A
Q8-10° | 8-10" | 8-10? | 08-10° | 8-10* | 08-10° | Q8-10° | @8-107 | 8-10® | Q8-10° T+A

Abb. A2: Schema des Kultivierungsansatzes zur Anreicherung von Archaea in Verdiunnungsreihen in DSMZ
Medium 120 mit komplexem Substrat. T + V: Tetracyclin + Vancomycin; T + A: Tetracyclin + Ampicillin; B + V:
Bacitracin + Vancomycin.
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Medium 318
Voranreicherung (Inokulum 5%): E1 complex [ E2 complex | E3 complex ohne Antibiotika
A N
F1-1meoH|F1-2meoH | F1-3MeoH|T + V G1-1 Acetat| G1-2 Acetat| G1-3 Acetat| T + V
Transfer (5%) \l, \l/ Transfer (5%)
F2-1meoH|F2-2MeoH [F2-3meoH|T + A G2-1 Acetat| G2-2 Acetat| G2-3 Acetat| T + A
Transfer (5%) \l/ \l/ Transfer (5%)
F3-1meoH|F3-2meoH B+V G3-1Acetat| G3-2 Acetat| G3-3 Acetat|B + V
Transfer (5%) \l/ \l/ Transfer (5%)
F4-1meoH| F4-2MmeoH T+V G4-1 Acetat| G4-2 Acetat| G4-3 Acetat| T + V
\l, Transfer (5%)
Transfer (10%) \l/ G5-1 Acetat| G5-2 Acetat T+A
\l/ Transfer (10%)
F5-2meoH B+V G6-1 Acetat] G6-2 Acetat B+V
\l/ \l/ Transfer (10%)
F6-2MeoH T+V G7-1 Acetat| G7-2 Acetat T+V

Abb. A3: Schema des Kultivierungsansatzes zur Anreicherung von Archaea in DSMZ Medium 318 mit Acetat und
Methanol. Eine Vorinkubation erfolgte mit komplexem Substrat (Zugabe von Reaktorflissigkeit, Ansatze E1 - E3)
mit anschlieRender Uberfiihrung in Medium mit definiertem Substrat (Ansatze F und G). T + V: Tetracyclin +
Vancomycin; T + A: Tetracyclin + Ampicillin; B + V: Bacitracin + Vancomycin. Griine Markierung: Kulturen, die zuséatz-

lich in Agarkulturen tberfuihrt wurden.
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Medium 287 acetat

Verdiinnungsreihen ohne vorherige Anreicherung (Inokulum 20%)

Kulturen in Duplikaten:

11-10° | L1-10* | L1-10? | L1-10°% | L1-10* | L1-10° | L1-10° | L1-107 | L1-10% | L1-10°
M1-10° | m1-107 | M1-102 | M1-10® | M1-10* | M1-10° | M1-10° | M1-107 | M1-10® | m1-10°

\l/ 1. Transfer (5%)

12-10° | L2-10* | L2-107
M2-10° | m2-107 | M2-102

\l/ 2. Transfer (5%)

12-10° | L2-10" | L2-107
M2-10° | m2-107 | M2-102

\l/ 3. Transfer (5%)

\l/ 5. Transfer (5%)

-10° | L6-10" | L6-107
0 -1 -2
(w10 s-10™) M6-10

\l/ 6. Transfer (5%)

17-10° | 17-10" | 17-10? |
M7-10° | m7-10"

\l/ 7. Transfer (5%)

18-10° | 18-10" | L8-107 18-2-10 [+ Penicillin (350 pg/ml)
Mg-10° | m8-10" Mm8-2-10°
\l/ 8. Transfer (5%) \L
Verdiinnungsreihen:
19-10° 19-10° | 10! | 102 | 10* | 10 | 10° | 10° | 107 | 10°® | 10° |
M9-10° | M9-10™ |

Abb. A4: Schema des Kultivierungsansatzes zur Anreicherung von Archaea in Verdinnungsreihen in DSMZ
Medium 287 mit Acetat und H,/CO,. Grine Markierung: Kulturen, die zusétzlich in Agarkulturen Uberfuhrt wurden.
Rot umkreist sind die Kulturen, die mittels der TRFLP-Methode molekularbiologisch untersucht wurden.
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Anhang 2

TRFLP-Profile ausgewahlter Anreicherungskulturen

Die mikrobielle Gemeinschaft einzelner Anreicherungen wurde mittels der auf der 16S rRNA
Gensequenz basierenden, kultivierungs-unabhangigen TRFLP-Methode (Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism) analysiert. Die folgende Abbildung zeigt die Archaea- sowie
Bacteria-Diversitat in einzelnen Anreicherungskulturen.
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Abb. A6: TRFLP-Profile verschiedener Anreicherungskulturen. Die Verdinnungskulturen 06-10° bis 10 wurden in
DSM Medium 318 mit Methanol inkubiert, die Kulturen M6-10° und 10 in DSMZ Medium 287 mit Acetat und H2/CO,
und die Kultur D5-3 in DSM Medium 287 mit Methanol und H»/CO,. Schwarz: Bacteria-DNA-Fragmente; blau: Archaea-
DNA-Fragmente. Die DNA-Fragmentlangen in Nukleotiden (nt) sind gegen die Fluoreszenzintensitaten aufgetragen,
die ein MaR fur die Haufigkeit der Fragmente sind. Fir die Analysen der verschiedenen Kulturen wurden jeweils identi-
sche Mengen an PCR-Produkten eingesetzt.
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