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1 Einleitung
1.1 Biogas als erneuerbarer Energietrager

1.1.1 Uberblick

Zunehmendes Umweltbewusstsein und der weltweit steigende Energiebedarf machen die
Erforschung und ErschlieBung neuer, regenerativer Energiequellen wirtschaftlich und
politisch interessant. Die negativen Auswirkungen des bei der Verbrennung fossiler
Brennstoffe entstehenden CO, verstarken den Bedarf und die Nachfrage nachhaltiger,
klimaneutraler Energietrager. Dabei kommt neben der Energiegewinnung aus Sonne, Wind-
und Wasserkraft der Energiegewinnung aus Biomasse steigende Bedeutung zu. Das
Erneuerbare Energien Gesetzes (EEG) 2000 (Abnahme und Vergitungsgarantie) und
steigende Nachfrage an erneuerbaren Energien fuhren zu seit Jahren steigender
Energieerzeugung aus Biogas und Bau neuer Biogasanlagen (Abbildung 1). Dabei findet eine
Vielzahl organischer Substrate wie Energiepflanzen sowie tierische Exkremente (Gille und
Mist), denen durch ihre Prozess-stabilisierende Wirkung eine groRe Bedeutung zukommt,
Verwendung fur die Biogaserzeugung. Neben Mais als ertragreichster Frucht mit der hochsten
Flacheneffizienz kommen auch andere nachwachsende Rohstoffe wie Getreide, Gréser,
Sonnenblumen u.v.m. zum Einsatz. Auferdem eignen sich fir die Biogaserzeugung
landwirtschaftliche Abfélle und Reststoffe sowie auferlandwirtschaftliche Substrate, wie
Rickstande aus der Lebensmittelindustrie, Gemdiiseabfélle von GrolRmaérkten, Speiseabfalle,
Rasenschnitt, Landschaftspflegematerial oder Bioabfélle aus der Kommunalentsorgung fiir
die Biogasproduktion. Dabei laufen die meisten Biogasanlagen als nasse Fermentationen mit
einem Trockenmassegehalt von maximal 12 %. Neben der Nutzung zur Strom- und
Waérmeerzeugung mittels Kraft-Warme-Kopplung (KWK) in Blockheizkraftwerken kann
Biogas auch als Kraftstoff und Erdgas-Aquivalent genutzt werden. So eignet es sich als
Energietrager fir Brennstoffzellen, Stirlingmotoren und Mikrogasturbinen. Aufbereitetes
Biogas (Biomethan) kann in das Erdgasnetz eingespeist werden und durch die vorhandene
Infrastruktur zu Standorten mit hohem, ganzjahrigem Wéarmebedarf transportiert werden
(FNR 2011).
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BESTANDSENTWICKLUNG BIOGASANLAGEN
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Abbildung 1: Bestandsentwicklung der Biogasanlagen in Deutschland
(http://mediathek.fnr.de/grafiken/daten-und-fakten/bioenergie/biogas/entwicklung-biogasanlagen.html)

Biogas setzt sich zusammen aus den Hauptbestandteilen Methan und Kohlenstoffdioxid in
variablen Anteilen (Tabelle 1). Weitere Bestandteile sind Schwefelwasserstoff, Ammoniak,
Sauerstoff und Wasserstoff. Der Heizwert (bei 60 % Methan) liegt bei 21MJ/m?
(Biogashandbuch Bayern 2007, Deublein und Steinhauser 2011).

Tabelle 1: Zusammensetzung von Biogas

Bestandteil Anteil
Methan (CH,) 40-75 %
Kohlendioxid (CO,) 25-55 %
Schwefelwasserstoff (H,S) 50-5000 ppm
Ammoniak (NH3) 0-1%
Wasserdampf (H,0) 0-10%
Stickstoff (N,) 0-5%
Sauerstoff (O,) 0-2%
Wasserstoff (H,) 0-1%

1.1.2 Biogasanlagen

Biogasanlagen konnen mesophil oder thermophil, einphasig oder zweiphasig betrieben
werden. In zweiphasigen Anlagen finden die verschiedenen mikrobiologischen Prozesse
(Hydrolyse/Acidogenese  und  Acetogenese/Methanogenese)  rdaumlich  getrennt  in
verschiedenen Fermentern statt. Dabei kénnen die Fermenter voneinander unabhéngig fir die
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jeweiligen Mikroorganismen optimiert werden (Cirne et al. 2007). Nach bisherigen
Erkenntnissen unterscheiden sich die Milieuanforderungen der Hydrolyse-Bakterien von
denen der Methanbildner, weshalb ein 2-stufiger Prozess sinnvoll ist (Ghosh et al. 1975,
Cohen et al. 1980). Hydrolytische und acidogene Bakterien haben ihr Aktivitatsoptimum bei
einem pH zwischen 5,0 und 6,5, dagegen bendtigen methanogene Archaea einen neutralen bis
schwach alkalischen pH-Wert (Kaltschmitt und Hartmann 2001, Tsavkelova und Netrusov
2012). Ein GroRteil der landwirtschaftlichen Biogasanlagen wird einphasig betrieben
(Andersson und Bjornsson 2002), dabei werden die Betriebsbedingungen auf die
methanogene  Population optimiert, da diese relativ empfindlich  gegentber
Prozessschwankungen ist. Bei zweiphasigen Anlagen findet in der ersten Stufe die Hydrolyse
und Versduerung statt, das entstandene Hydrolysat, welches die Subtrate fir die
methanogenen Archaea enthalt, wird im zweiten, methanogenen Reaktor zu Methan
umgesetzt. Zweiphasige Biogasanlagen gibt es bisher v.a. bei der Vergérung
landwirtschaftlicher und industrieller Abfalle (Verrier et al. 1987, Kalia et al. 1992, Weiland
1993). 10 % der anaeroben Anlagen fir kommunale Abfélle in Europa werden derzeit
zweiphasig betrieben, die Anwendung mit Energiepflanzen ist aber limitiert (Cirne et al.
2007).

Thermophil betriebene Biogasanlagen (55-60 °C) haben einige Vorteile gegenlber mesophil
(35-42 °C) betriebenen Anlagen. So ist der Methangehalt im Biogas héher, die Verweilzeit
kirzer (Tabelle 2), und sie kdnnen mit hoheren Raumbelastungen betrieben werden (Ahn und
Forster 2000); weitere Vorteile sind der durch die hdheren Temperaturen entstehende
hygienisierende Effekt (Weiss et al. 2008), sowie eine Verbesserung der Hydrolyse (Schiraldi
und De Rosa 2002, Turner et al. 2007). Aus diesem Grund stellen thermophile
Mikroorganismen und ihre Enzyme wichtige Zielobjekte fur die Entwicklung und
Optimierung alternativer Energien dar (Rastogi et al. 2009), bessere Kenntnisse uber
thermophile hydrolytische Bakterien konnten zur Verbesserung der Hydrolyse beitragen.

Tabelle 2: Anzustrebende Verweilzeiten in Abhangigkeit der Prozesstemperatur (Biogashandbuch Bayern
2007)

Prozesstemperatur Anzustrebende Verweilzeit
unter 20 °C 70 bis 80 Tage
30°Chis42°C 30 bis 40 Tage
48 °C bis 55 °C 15 bis 20 Tage

1.1.3 Mikrobiologische Prozesse beim anaeroben Abbau von Biomasse
Die Prozesse, die bei der Umsetzung des organischen Materials zu Methan stattfinden,
kénnen in vier Schritte eingeteilt werden (Abbildung 2), bei denen cellulolytische
Mikroorganismen, nicht-cellulolytische saccharolytische Mikroorganismen, syntrophe H,-
produzierende Bakterien und methanogene Archaea beteiligt sind (Stams 1994).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Umsetzung von Biopolymeren zu Methan

Acetogenese

In der ersten Phase, der Hydrolyse, werden komplexe organische Makromolekiile in Oligo-
und Monomere (einfache Zucker, Peptide, Aminosauren und Fettsauren) gespalten, die dann
in der Acidogenese (2. Phase) in fliichtige organische Sduren, Alkohole, Aldehyde, Ketone,
CO; und H; umgesetzt werden. Hydrolyse und Acidogenese sind nicht klar voneinander zu
trennen, da sie oft gemeinsam im Stoffwechsel eines Organismus stattfinden. Bei der
Hydrolyse und Verstoffwechslung von Biomasse spielen auch synergistische Effekte
zwischen den beteiligten Mikroorganismen eine Rolle. So verbraucht z.B. Clostridium
thermosaccharolyticum Hydrolyseprodukte von Clostridium thermocellum, welche bei
Akkumulation einen inhibitorischen Effekt hatten (Abbildung 3) (Demain et al. 2005); oder
es setzen Methanobacterium ruminantium und Methanobacterium mobilis H,, welches das
Wachstum des H, produzierenden Bakteriums Clostridium cellobioparum hemmt, zu Methan
um (Chung 1976). Die Kenntnis solcher Zusammenhédnge ist fur die Steuerung und
Optimierung des Biogasprozesses von groRer Bedeutung.

Cellulose Xylan
Cellulasen l l Xylanasen
Cellobiose Xylose, Xylobiose

b

[ C. thermocellum MC thermosaccharolyticum

NS

Ethanol
Lactat
Acetat

Abbildung 3: Schema der Verstoffwechslung von Cellulose und Hemmicellulose durch C. thermocellum
und C. thermosaccharolyticum (nach Demain et al. 2005, modifiziert)
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In der dritten Phase, der Acetogenese werden diese Zwischenprodukte in Acetat, CO, und H,
metabolisiert. H, produzierende Acetogene (z.B Acetobacterium woodii) leben in naher
raumlicher Assoziation mit Hjy-konsumierenden Partnern (Winter und Wolfe 1980). Es
wurden Uber 100 acetogene Spezies aus 22 Gattungen aus unterschiedlichsten Habitaten wie
z.B. Erde, Sedimente, Schlamm, Intestinaltrakt von Mensch und Tieren isoliert (Drake et al.
2004). Beteiligte Mikroorganismen der ersten drei Phasen gehdren zu den Bakterien. In der
vierten Phase, der Methanogenese, wird CH4 durch Decarboxylierung von Acetat oder
Methanisierung von CO; und H; durch acetoklastische bzw. hydrogenotrophe Archaea
gebildet (Weiss et al. 2008). Durch die Vielzahl der bei der Methanisierung von Biomasse
beteiligten Bakterien, das Ineinandergreifen der verschiedenen Prozesse und dem
Synergismus zwischen verschiedenen Bakterien ist es schwer, einzelne Schritte isoliert zu
untersuchen.

1.1.4 Energietrager der 2. Generation: Lignocellulose

Um einen hoheren Biogas-Anteil an der Energieversorgung zu erreichen, ist eine
Effizienzsteigerung der Biogasproduktion nétig. Der Biogasanteil an regenerativen Energien
kann erhoht werden, indem das Substratspektrum fir Biogasanlagen in Richtung
lignocellulosehaltiger Biomasse, also Energietrager der 2. Generation erweitert wird. Eine
effiziente Hydrolyse des Substrats ist wichtig, da diese v.a. beim Abbau von Lignocellulose
als der geschwindigkeitslimitierende Schritt angesehen wird (Noike et al. 1985, Boone et al.
1993, Mata-Alvarez et al. 2000, Lynd et al. 2002).

Energietrager der ersten Generation werden auf Basis von 6l- und starkehaltigen Pflanzen,
wobei meist nur die Frucht zur Erzeugung von fliissigen und gasformigen Biokraftstoffen
verwendet wird, gewonnen. Dagegen wird lignocellulosereiche Biomasse als Energietrager
der zweiten Generation bezeichnet. Grol3e Teile der vorhandenen Energie auf der Erde sind in
Form von Lignocellulose als Geristsubstanz pflanzlicher Zellwénde gespeichert, was
Lignocellulose zu einem umweltvertraglichen Substrat fir Biogasanlagen mit hoher
Verfligbarkeit macht. Bei der in der Natur vorkommenden Ligocellulose ist Cellulose mit
Hemicellulose assoziiert und von Lignin umgeben (Abbildung 4), was die Angreifbarkeit
durch hydrolytische Mikroorganismen erschwert (Saha 2003, Demain et al. 2005). Fir den
Abbau von Lignocellulose ist eine komplexe Mischung verschiedener Enzyme nétig, darunter
Cellulasen, Hemicellulasen, Xylanasen und Lichenasen und viele andere. Dabei ist v.a. der
initiale Angriff der dicht gepackten kristallinen Cellulosefasern, bei dem ldsliche Zucker
entstehen, geschwindigkeitslimitierend und nur wenigen Organismen moglich (Demain et al.
2005, Noike et al. 1985, Boone et al. 1993, Mata-Alvarez et al. 2000, Lynd et al. 2002)
(Abbildung 5).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Lignocellulose in pflanzlichen Zellwénden (nach Reineke und
Schlémann 2007, modifiziert)

Cellulose ist mit einem Massenanteil von 50 % der Hauptbestandteil pflanzlicher Zellwénde
und damit die hdufigste organische Verbindung der Erde; landwirtschaftlicher,
forstwirtschaftlicher und stadtischer Cellulose-Abfall gehort zu der weltweit haufigsten und
relativ preisglnstigen erneuerbaren Ressource (Rastogi et al. 2009). Cellulose besteht aus 100
bis 10000 Glucose-Molekiilen, die B-1,4-glykosidisch miteinander verbunden sind. Durch die
geordnete, polymere Struktur ist Cellulose sehr stabil, kristallin und wasserunléslich. Die
Hydrolyse von Cellulose ist ein wichtiger biologischer Prozess, der nur von wenigen
spezialisierten Mikroorganismen, die Cellulasen besitzen, bewerkstelligt werden kann.
Cellulolytische Mikroorganismen kommen in den Reichen Bakterien, Pilze und Ciliaten vor;
cellulolytische Bakterien finden sich in den Gattungen Acetivibrio, Anaerocellum,
Butyrivibrio, Caldicellulosiruptor, Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus,
Fervidobacterium, Halocella, Spirochaeta, Thermotoga und Fibrobacter (Lynd et al. 2002;
Burrell et al. 2004).

Kristalline
Cellulose ﬂ

Amorphe
Cellulose Og O

() Exoglucanase Cello-Oligosaccharide

Cellobiose
O Endoglucanase

Abbildung 5: Schematische Darstellung des initialen Angriffs der hydrolytischen Enzyme im amorphen
und kristallinen Bereich von Cellulose (nach Lynd et al. 2002, modifiziert)
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1.2 Mikroorganismen in Biogasanlagen

1.2.1 Ubersicht

In nattirlichen und technischen Okosystemen gibt es eine groRe Vielfalt an Mikroorganismen.
So gibt es Schatzungen, dass in einem Gramm Boden mehr als 1.0000 (Torsvik et al. 1990,
1998) bzw. mehr als eine Million (Gans et al. 2005) unterschiedlicher Bakterienarten
vorkommen kénnen. Bis zu 10.000 verschiedene Spezies pro cm® konnten in technischen
Systemen wie Biogasanlagen nachgewiesen werden (Engel et al. 2009). Dabei scheinen
Bakterien des Phylum Firmicutes eine wichtige Rolle zu spielen. So machten Tang et al.
(2004) in einer kommunalen thermophilen Biogasanlage mit Feststoffabfall-Vergarung
Firmicutes als dominantes Phylum aus. Mikroorganismen des Phylum Firmicutes sind weit
verbreitet in anaeroben Habitaten (Weiss et al. 2008); sie bauen ein breites Spektrum an
komplexen organischen Makromolekiilen (Proteine und Kohlenhydrate) ab (Wiegel et al.
2005). Die mikrobielle Zusammensetzung wird beeinflusst von pH, Temperatur und Substrat
und dandert sich wahrend des Substratabbaus (Boon et al. 2000, Forney 2001). In
Hydrolysestufen mit Gras konnten v.a. Firmicutes nachgewiesen werden, mit leicht
abbaubaren Zuckerriiben hingegen v.a. Alphaproteobacteria (Cirne et al. 2007). Eine
Ubersicht Gber in Biogasanlagen vorkommende Bakteriengattungen und ihnen zuschreibbare
Substrate, Produkte und Funktion ist in Tabelle 3 dargestelit.

Tabelle 3: Bakteriengattungen in Biogasanlagen und ihnen zuschreibbare Substrate und Produkte

Organismengruppe Gattungen Substrate Produkte

Hydrolytische, Clostridium sp. Cellulose, Ethanol, Acetat, Feruloylat,
proteolytische, Bacillus sp. Hemicellulose, Pectin, Lactat, Formiat, Propionat,
lipolytische, Pseudomonas sp. Starke Proteine, Fette  Butyrat, Zucker (Pentosen,

saccharolytische
und acidogene

Bacteroides sp.
Butyrivibrio sp.

und Wachse (Cutin),

Oligo- und

Hexosen, Oligosaccharide,
Uronséuren), CO,, H,,

Bakterien Eubacterium sp Monosaccharide Benzoat, Indol, Aminoséuren,
Glycerin, Lactat, CO,, NHgz, H,S, Succinat,
Succinat, CO,, H,, Ethanol, Glycerin, H, i-
Fermentationsprodukte Propanol, Propandiol, n-

Butanol,

Acetogene Clostridium sp. Hexose, Aminosauren, Acetat

Bakterien Ethanol, i-Propanal,
Propandiol, n-Butanol,
Acetat, Lactat,
(Formiat), Propionat,
Succinat, Butyrat,
Benzoat,

Hydrogenotrophe Methanobacterium CO,, H, CH, + CO,

methanogene sp.

Archaea

Acetotrophe Methanosaeta sp. Acetat CH, + CO,

methanogene Methanosacina sp

Archaea
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1.2.2 Cellulolytische Bakterien: Clostridia

Eine groRe Bedeutung beim aneroben Abbau von schwerverdaulichen Substraten in
Biogasanlagen kommt den cellulolytischen Mikroorganismen zu. Viele anaerobe Cellulose
abbauende Bakterien sind dem Phylum Firmicutes zuzuorden
(http://www.wzw.tum.de/mbiotec/cellmo.htm). Darunter gibt es v.a. in der Ordnung
Clostridiales einige Gattungen mit cellulolytischen Vertretern, wie z.B. einige Vertreter der
Gattungen Caldocellulosiruptor, Anaerocellum, Ruminococcus, Eubacterium, Clostridium,
Bacteroides oder Acetivibrio. Besonders Vertreter der Gattung Clostridium scheinen eine
wichtige Rolle bei der Cellulose-Hydrolyse in Biogasanlagen zu spielen (Schliter et al. 2008,
Krause et al. 2008). Clostridien sind Endosporenbildner, die ubiquitdr in allen anoxischen
Habitaten, in denen organische Verbindungen verfligbar sind vorkommen, wie z.B. im Boden,
in aquatische Sedimenten, oder im Intestinaltrakt von Menschen und Tieren.

Tabelle 4: bisher kultivierte und charakterisierte cellulolytische Clostridien

Organismus Temperaturbereich  Cellulosom  Clostridien-Cluster
C. thermocellum* thermophil + I

C. stercorarium® thermophil - I

C. clariflavum® thermophil - 1l

C. straminisolvens? thermophil - 1l

C. alkalicellulosi* mesophil i

C. aldrichii* mesophil i

C. cellobioparum* mesophil + Il

C. papyrosolvens® mesophil i Il

C. cellulosi* thermophil \Y
C. cellulofermentans thermophil

C. herbivorans® mesophil XIVa
C. josui* mesophil + I

C. termitidis* mesophil I

C. thermopapyrolyticum thermophil

C. thermocopriae® thermophil \Y

C. hungatei* mesophil + i

C. sufflavum mesophil I

C. cellulolyticum® mesophil + i

C. cellulovorans® mesophil + |

C. phytofermentans mesophil XIVa
Bacteroides cellulosolvens mesophil + I
Acetivibrio cellulolyticus mesophil + i

Einordnung in Clostridien-Cluster nach *Collins et al. 1994; 2 1zquierdo et al. 2010; * Shiratori et al.
2009; * Diirre, P. (2005); *Bergey's Manual of Systematic Bacteriology
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Manche Clostridien sind biotechnologisch interessant, da sie organische Ldsemittel (Aceton,
Ethanol, Butanol, Acetoin) und Sduren (Butyrat, Acetat, Propionat) produzieren. Vor allem
aber konnen Vertreter der Gattung Clostridium ein breites Spektrum an komplexen
organischen Makromolekilen wie Proteine, Fette und Kohlenhydrate abbauen und als
Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen (Wiegel et al. 2005). Zu den cellulolytischen
Clostridien gehdren mindestens 22 bekannte und bereits kultivierte Spezies (Tabelle 4), die
unter mesophilen oder thermophilen Bedingungen leben. Mindesten 15 der bekannten
cellulolytischen Clostridien gehdren zum Clostridien Cluster I11 nach Collins et al. (1994).
Innerhalb des Clusters liegt die 16S rDNA-Sequenzahnlichkeit bei 87-99 %. Zum Cluster 111
gehdren sowohl mesophile als auch thermophile Clostridien, der GC-Gehalt der
chromosomalen DNA variiert zwischen 28 und 42 mol%. Dieses Cluster wurde
ubereinstimmend identifiziert, und ungeachtet der Untersuchungsmethode und als statistisch
signifikant bestétigt (Rainey und Stackebrandt 1993, Rainey et al. 1993, Collins et al. 1994).
Einige cellulolytische Clostridien produzieren einen extrazellularen Multienzymkomplex, das
Cellulosom. Cellulosome sind aufgrund synergistisch wirkender Enzyme beim Abbau
komplexer Kohlenhydrate, wie sie in pflanzlicher Biomasse vorkommen, besonders effiziente
Enzymsyteme zum Abbau naturlicher (kristalliner) Cellulose. Da besonders unter den
Clostridien des Cluster 111 Bakterien mit der Fahigkeit Cellulose zu hydrolysieren vorkommen
und diese z.T. auch in Biogasanlagen gefunden wurden, wadre es interessant, mehr Gber die
Rolle dieser Bakteriengruppe zu erfahren.

1.2.1.1 Clostridium thermocellum

Unter den  Cluster IllI-Clostridien hat sich das anaerobe, thermophile,
cellulosomproduzierende Bakterium Clostridium thermocellum als besonders effizienter
Cellulosehydrolysierer erwiesen (Zverlov und Schwarz 2008, Zverlov et al. 2010). C.
thermocellum ist weit verbreitet in Béden und konnte auch aus Pferdemist, menschlichem
Feces und marinem Schlamm isoliert werden (MC Bee 1954, Freier et al. 1988). Es gibt sechs
Stamme, deren Genom sequenziert ist (ATCC 27405, DSM 1313, AD2, DSM 2360, JW20,
YS). Das Bakterium verwertet die Hydrolyseprodukte der Cellulose (Cellobiose,
Cellodextrine), nicht aber Glucose und Pentosen wie z.B. Xylose, unter Produktion von
Ethanol, Acetat, Lactat, Wasserstoff und CO,. Dies sind im Biogasprozess geeignete
Ausgangsstoffe fur sekundare Gérer und acetoclastische methanogene Archaea. Aufgrund
mehrerer Faktoren ist C. thermocellum biotechnologisch interessant (Lynd 1989, 1990). Sein
Cellulase-Komplex, das Cellulosom, hat eine bis zu 50-fach héhere spezifische Aktivitat an
kristalliner Cellulose als die industriell produzierten Cellulasen von Trichoderma reesei. Mit
seiner “echten Cellulase Aktivitat” kann es die hoch-kristallinen Formen von Cellulose wie
Baumwolle und Filterpapier vollstandig solubilisieren (Johnson et al. 1982, Demain et al.
2005). Durch das Temperaturoptimum bei 60 °C sind Probleme durch Kontaminationen
verringert, auf’erdem sind thermophile Mikroorganismen robust, besitzen stabile Enzyme und
gelten generell als apathogen (Lynd 1989, 1990). Es gibt Hinweise, dass sich verschiedene
Stamme dieser Spezies stark in ihrer Effizienz beim Cellulosaabbau unterscheiden
(Tachaapaikoon et al. 2012). Dies genauer zu untersuchen, war eines der Ziele dieser Arbeit.
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1.2.1.2 Clostridium stercorarium

C. stercorarium ist ein anaerobes, thermophiles Bakterium, das schon in Biogasanlagen
nachgewiesen wurde (Burell et al. 2003). Es ist saccharolytisch und cellulolytisch, produziert
aber kein Cellulosom (Madden 1983). Aufgrund der groRen Zahl an Hemicellulasen ist es
evtl. besser fur den Biomasseabbau geeignet als C. thermocellum. Zverlov et al. (2010)
zeigten, dass C. stercorarium zusammen mit C. thermocellum besonders beim ersten Angriff
auf Lignocellulosefasern besonders effizient ist.

1.3 Multienzymkomplexe zur Cellulosehydrolyse: das Cellulosom

1.3.1 Allgemeines

Im Gegensatz zu frei vorkommenden, synergistisch wirkenden Enzymen sind die Enzyme
zum Abbau komplexer Kohlenhydrate, wie sie z.B. in pflanzlichen Zellwénden vorkommen,
bei manchen Mikroorganismen in einem Komplex organisiert, dem sogenannten Cellulosom.
Dieser Komplex ist sehr effektiv und wird von einer Reihe aerober als auch anaerober
Mikroorganismen (aus Bdden, Rumen, Abwasser, Termitendarm, Kompost) zum Abbau
komplexer Kohlenhydrate produziert. Beispiele fir mesophile Cellulosomproduzenten sind
Acetivibrio cellulolyticus, Bacterioides cellulosolvens, Butyrivibrio fibrisolvens, Clostridium
cellulovorans, Clostridium cellobioparum, Clostridium cellulolyticum, Clostridium josui,
Clostridium papyrosolvens, Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens. Einzige bisher
kultivierte thermophile Bakterienspezies, die ein Cellulosom produziert, ist C. thermocellum
(Doi et al. 2003). Vorteile des Cellulosoms liegen in der effizienten Bindung einer groRRen
Zahl hydrolytischer Enzyme an das Substrat, was die Abbaurate steigert und dadurch einen
Synergismus verschiedener Enzyme bewirkt (Doi 2008). Die geordnete Struktur gibt
Stabilitat sowie Resistenz gegen dauBere Einflisse und Dissoziation auch in Anwesenheit von
dissoziierenden Detergenzien, so dass die Reinigung einzelner Proteine extrem schwierig ist.
(Lamed und Bayer 1988, Demain et al. 2005). Die Lokalisation der Multienzymkomplexe
andert sich im Laufe der bakteriellen Wachstumsphase, so befinden sich Cellulosome
wahrend der friihen log Phase an der Zelloberflache, wéhrend der spaten exponentiellen Phase
liegen sie v.a. frei vor; wahrend der stationdren Phase sind die meisten Cellulosome im
Medium an Cellulose gebunden (Bayer et al. 1985, Demain et al. 2005).

«—Cellulose

«— Katalytische Doméne} Cellulosomale
<— Typ I-Dockerin Enzyme

<— Typ |-Cohesin

Typ ll-Dockerin — CBM

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Cellulosoms, assoziiert an Bakterien-Zelloberflache;
cellulosomale Enzyme mit Dockerinen, die mit den Cohesinen interagieren; CBM bindet Cellulosom an
Substrat (modifiziert nach Doi 2008 und Krause et al. 2003)

]Scaffoldin
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Aufgebaut sind Cellulosome aus einer Struktureinheit, dem Scaffoldin, an die katalytischen
Komponenten assemblieren (Abbildung 6). Die Bindung findet zwischen Dockerin-Modulen
in den katalytischen Komponenten und Cohesin-Domanen im Scaffoldin statt. Dockerine sind
nicht-katalytische, ca. 70 Aminosauren lange Module am C-terminalen Ende der katalytischen
Untereinheit die Uber hochaffine Protein-Protein-Interaktionen an die Cohesine binden
(Fontes und Gilbert 2010). Cohesine bestehen aus etwa 150 Aminosaure-Modulen, die im
Scaffoldin als Tandem-Repeats auftreten. Die Anzahl der Cohesine kann abhangig von der
Spezies variieren und es kdnnen mehrere interagierende Scaffoldine vorkommen (Xu et al.
2003). Untersuchungen mit der Exoglucanase Cel48A von C. thermocellum zeigten, dass
diese an alle Cohesine des Scaffoldin binden kann. Die fehlende Spezifitat ist ein Hinweis,
dass Cellulosome eine unterschiedliche Zusammensetzung der katalytischen Untereinheiten
haben konnen, die durch Induktion verschiedener Gene durch Planzenzellwandpolymere
hervorgerufen werden kdnnte (Raman et al. 2009). Ein weiteres Modul im Scaffoldin ist das
Kohlenhydrat bindende Modul CBM, das stark an kristalline Cellulose bindet. Es gibt die drei
CBM-Subtypen: A, B und C. Dabei interagiert A mit kristallinen Polysacchariden, B bindet
an innere Regionen von unverzweigten Polysacchariden und C-CBM erkennen kurze Zucker
oder Enden von Polysacchariden. CBM sind in 59 sequenzbasierte Familien eingeteilt (Fontes
und Gilbert 2010). Das im Cellulosom von C. thermocellum vorkommende CBM gehort zur
Familie 3 (CBM3). CBM der Familie 3 gehoren fast alle zum Typ A und binden stérker an
cellulosehaltige Strukturen pflanzlicher Zellwande als andere Typ A CBMs. Cellulosomen
sind Uber ein Dockerin mit der Zelloberfliche der Bakterien assoziiert und vermitteln die
Anheftung der Zelle an das unl6sliche Substrat, so dass die Hydrolyseprodukte direkt von der
Bakterienzelle aufgenommen werden konnen. Die Adhésion wird beeinflusst von Faktoren
wie Alter, Konkurrenz mit anderen Mikroorganismen, Gykokalix-Beschaffenheit, Art des
Substrats (z.B. von Cuticula bedeckt), Hydratisierungszustand, ionische Ladung, pH,
Temperatur und Anwesenheit von Kationen und I6slichen Zuckern (Miron 2001).

Die Enzyme des Cellulosoms sowie freie hydrolytische Enzyme werden als Glykosid
Hydrolasen (GH) bezeichnet und in Familien eingeteilt. Insgesamt gibt es 132 Glykosid
Hydrolase-Familien in der Datenbank CAZy (Carbohydrate Active enZyme), die Uber die
Aminosauresequenzen Kklassifiziert sind (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY, Stand Mai 2013).
Glykosid Hydrolasen der Familie 48, zu der freie und cellulosomale Cellulasen gehéren,
spielen wahrscheinlich eine essentielle Rolle im Celluloseabbau von Clostridien (Devillard et
al. 2004, Dror et al. 2003, Kakiuchi et al. 1998), Actinobacteria (Ding et al. 2003, Irwin et al.
2000) und anaeroben Pilzen (Steenbakkers et al. 2002). Bei den Cellulasen werden
Endoglucanasen (Endo-1,4-L-D-Glykosid Hydrolasen, EC 3.2.1.4), welche die amorphen
Regionen aufbrechen, Exoglucanasen (Exo-1,4-L-D-Glucan Cellobiohydrolasen, E.C.
3.2.1.91), welche kristalline Regionen prozessiv hydrolysieren und Glucosidasen (D-L-
Glucosidasen, E.C. 3.2.1.21), welche die entstandenen Cellodextrine monomerisieren,
unterschieden. Zusammen wirken die Enzymklassen synergistisch. Darlber hinaus enthalt das
Cellulosom alle fir die Hemicellulolyse notwendigen Enzyme.

1.3.2 Das Cellulosom von C. thermocellum
Im Genom des Modellorganismus C. thermocellum wurden bereits 72 potentielle
cellulosomale Gene anhand ihrer Dockerindoméne identifiziert (Zverlov et al. 2005a). Die
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haufigsten cellulosomalen Komponenten im Cellulosom von C. thermocellum sind die
Exoglucanase Cel48S und die Strukturkomponente CipA. CelS hat ein Molekulargewicht von
82 kDa und CipA von 250 kDa (Lamed et al. 1983, Wu 1993, Demain et al. 2005). 13
cellulosomale Proteine sind glykosiliert, eine seltene Modifikation fur extrazellulare Proteine
bei Bakterien (Kohring et al. 1990, Mori 1990, Ng und Zeikus 1981, Demain et al. 2005); so
sind 40 % der Strukturkomponente CipA Kohlenhydrate (Gerwig et al. 1989, 1991), welche
O-glykosidisch tber Galactopyranose an Threonin-Reste im CipA gebunden sind (Gerwig et
al. 1993, Demain et al. 2005). Das CBM im CipA von C. thermocellum gehort zu Familie 11la
(Bayer et al. 1998, Tomme 1995, Demain et al. 2005). Die C-terminale Region des CipA
enthélt eine Typ 2 Dockerin-Domane, welche mit Typ 2 Cohesin-Doménen von Proteinen der
bakteriellen Peptidoglycanschicht interagiert und das Cellulosom so mit der Zelloberflache
verankert (Leibovitz und Béguin 1996, Abbildung 7). Die Cohesine von C. thermocellum sind
sehr homolog zueinander, sie sind zwischen 60 und 100 % identisch und sechs der neun
Doménen des Typstamms C.thermocellum ATCC 27405 sind mindestens 90 % identisch
(Gerngross et al. 1993, Demain et al. 2005). Die Zahl der Cohesine im CipA variiert, so
besitzt C. thermocellum ATCC 27405 neun repetetive Cohesin-Sequenzen (Bayer et al.
1994), C. thermocellum JW20 aber nur acht. Die Unterschiede im Cellulosom verschiedener
C. thermocellum-Stdamme stellen einen interessanten Aspekt dar, der in dieser Arbeit
untersucht werden sollte.

B [ [ [ [ [ I | | L T
S Cohl Coh2 CBM3 Coh3 Coh4 Coh5 Coht Coh7 Coh8 Coh9 X Docl+2

Abbildung 7: Schematischer Aufbau des CipA Proteins aus dem Cellulosom von C. thermocellum ATCC
27405; rot: Prolin/Threonin-reiche Linker-Regionen, grin: X-Modul mit unbekannter Funktion; grau:
Cohesine; schwarz: Signalpeptid und CBM3; gelb: Dockerin Doméane 1 und 2 (modifiziert nach
http://www.uniprot.org/uniprot/Q06851)

1.4 Unkultivierbare Mikroorganismen und Nachweismethoden

Ein Groliteil der Mikroorganismen zu den erfassten 16S rDNA-Sequenzen konnte bisher nicht
kultiviert werden, d.h. nicht in Reinkultur geziichtet werden. Probleme bei der Kultivierung
neuer Bakterien sind, dass Bakterien oft nur in Co-Kultur oder in nattrlicher Umgebung
lebensfahig sind sowie die Unkenntnis der speziellen Anforderungen und Medienzusétze. Da
uber einen GroRteil der in der Umwelt vorkommenden (und am Biogasprozess beteiligten)
Mikroorganismen aufler der 16S rDNA-Sequenz nichts bekannt ist, ist es oft schwierig,
Bakterien und ihre Rolle in der Umwelt oder im Fermenter richtig einzuordnen. Oft kann man
nur Uber verwandte, bereits kultivierte Spezies auf mdgliche physiologische Eigenschaften
schlieBen, was aber auch zu fehlerhaften Einschatzungen fuhren kann, da phylogenetische
Verwandtschaft nicht zwangslaufig auch physiologische Homologien nach sich zieht.
Kultivierungsunabhangige Techniken sind deshalb entwickelt worden. Die Diversitat kann
mit phylogenetischen Arrays oder Sequenzierungen der 16S oder 23S rDNA untersucht
werden; dies, ebenso wie Methoden wie DGGE, TGGE oder t-RFLP, liefert einen Uberblick
uber die in der Probe vorhandenen Mikroorganismen und deren Anteile, aber keine Aussagen
uber deren Rolle oder Aktivitdt. Auch Uber Sonden (FISH, Northern Blot, g°PCR) kdnnen

gezielt bestimmte Mikroorganismen nachgewiesen werden — allerdings nur, wenn
12
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entsprechende Markersequenzen bekannt sind. Das genetische Potential kann mit
Metagenom-Analysen (z.B. mit funktionalen Genarrays) erforscht werden, wobei hiermit nur
das theoretische Potential abgebildet wird, nicht tatsdchlich stattfindende Prozesse.
Informationen (ber die stattfindenden Stoffwechselprozesse liefern Metatranskriptom- und
Metaproteom-Analysen, dabei wird das gesamte in einer Probe vorhandene Transkriptom
oder Proteom analysiert. Dadurch ist eine Verknipfung von Struktur und Funktion
mikrobieller Bakteriengemeinschaften moglich — dies setzt allerdings bekannte
Genomsequenzen voraus. Eine funktionelle Zuordnung bestimmter Organismen zu
metabolischen Funktionen kann jedoch durch Isolierung neuer Spezies, Stable isotope
probing oder NanoSIMS erforscht werden (Cardenas und Tiedje 2008).

Zur Darstellung der Dynamik dominierender Populationen in mikrobiellen Gemeinschaften
werden molekulare Technologien wie PCR, real-time PCR oder FISH angewandt. PCR-
basierte Techniken spielen bei der Analyse von Bakteriengemeinschaften eine wichtige Rolle,
die Analyse der rRNA (mit RT-gPCR) hat den Vorteil hdherer Sensitivitat (Matsuda et al.
2007). Fujimori et al. (2010) konnten Bakterienkonzentrationen von weniger als 10 CFU/ml
Blut detektieren und quantifizieren. Untersuchungen auf rRNA Basis erlauben zudem die
Detektion stoffwechselaktiver Mikroorganismen, da die Menge an ribosomaler RNA mit dem
physiologischen Zellzustand korreliert (Amann et al. 1995).

Die 16S rRNA stellt eine strukturelle und katalytische Komponente der kleinen Untereinheit
prokaryotischer Ribosomen dar und wird aufgrund der universellen Verbreitung oft als
phylogenetischer Marker verwendet (Madigan und Martinko 2008). Das 16S rRNA-Gen ist
aufgebaut aus variablen und konservierten Bereichen (Abbildung 8). Um verschiedene
Bakterienspezies in Bakteriengemeinschaften mit PCR spezifisch nachzuweisen missen die
Primer in den variablen Regionen des Gens liegen.

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 bp
W | | I BN N N N .
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9

Abbildung 8: Schematische Darstellung der 16S rDNA, grau: variable Regionen; schwarz: konservierte
Regionen (nach http://www.alimetrics.com/en/index.php/dna-sequence-analysis)

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung werden Mikroorganismen (iber spezifische
Sonden, die an die 16S rRNA binden, nachgewiesen. Diese Methode erlaubt es, die
Morphologie der Mikroorganismen zu untersuchen und auBerdem die raumliche Verteilung
und Haufigkeit mikrobieller Populationen in ihrer natirlichen Umgebung darzustellen
(Gonzalez-Gil et al. 2001, Liu et al. 2002, Batstone et al. 2004, Burell et al. 2004).
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1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Hydrolyse lignocellulosereicher Biomasse fiir thermophile
Biogasanlagen zu optimieren. Um Erkenntnisse tiber die Hydrolyse von Lignocellulose (in
Biogasanlagen) zu bekommen, die zur Effizienzsteigerung des Celluloseabbaus und damit des
Methanertrags fiihren, sollte untersucht werden, welche cellulolytischen Bakterien in
cellulolytischen Anreicherungen und welche in Biogasanlagen vorkommen. Ein geeignetes
Medium zum Anreichern cellulolytischer Kulturen sollte gefunden werden. Eine geeignete
Methode zum Nachweis cellulolytischer Bakterien in Biogasfermentern und zum Monitoring
cellulolytischer Bakterien sollte entwickelt werden. Cellulolytische Reinstdamme sollten
isoliert und charakterisiert werden. AuBBerdem sollte das hydrolytische Potential verschiedener
cellulolytischer Kulturen mit lignocellulosereichem Substrat untersucht werden sowie die fir
den Abbau optimalen Bedingungen ausgetestet werden. Ausgewdhlte Kulturen sollten als
Inokula in Technikumsfermenter eingesetzt werden und deren Verbleib im Fermenter sollte
mit der entwickelten Monitoring-Methode nachverfolgt werden.
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den Firmen
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Applied Biosystems (Weiterstadt), BioRad
Laboratories (Munchen), Biozym Diagnostik (Hessisch Oldendorf), Eppendorf AG
(Hamburg), Fluka (Buchs; Schweiz), Invitrogen (Freiburg), Merck (Darmstadt), MWG
Biotech (Ebersberg), Promega (Mannheim), Qiagen (Hilden), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

2.1 Medien

Alle Medien und Lésungen wurden 20 min bei 121 °C und 1,21 bar autoklaviert; Losungen,
die nicht autoklaviert werden konnten, wurden sterilfiltriert (0,22 pm, Millipore). Fur
Agarplatten wurde 1,8 % Agar vor dem Autoklavieren zugegeben. Medien fiir anaerobe
Mikroorganismen wurden in N,/H,-Atmosphare (98:2 %, v/v) anaeroben Bedingungen in
einer Anaerobenkammer (Coy, Michigan, USA) verschlossen.

2.1.1 GS2 (Johnson et al. 1981)

Komponente Konzentration
KH,PO, 1,59/l

K,HPO, 2,99/
Harnstoff 2,19/l

Cystein 1g/l

MOPS 10 g/l
Hefe-Extrakt 6 g/l

Na-Citrat 2,9 g/l
Resazurin 0,2 %

pH 7,0

Salzlésung fiir GS2 (100x)

MgCl, 10,0 g
CaCl, 159
FeS04 (1,25 %) 1ml
ddH,0 50 ml

2.1.2 LB-Medium

Komponente Konzentration
Trypton 10 g/l
Hefe-Extrakt 59/l

NaCl 10 g/l

pH 7,0
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2.1.3 SOC-Medium

Komponente Konzentration
Trypton 20 g/l
Hefe-Extrakt 59/l

KCI 2,5mM
Glucose 20 mM

2.1.4 Garrestmedium (GR-Medium)

Komponente Konzentration
Gérrest! 25 % (VIV)
Leitungswasser 75 % (VIV)

!Zentrifugiert (13000 rpm, 20 min, Sorvall RC 3B PLUS, Thermo Fisher Scientific), aus einphasigem Fermenter
Pellmeyer, pH 7,4

Fur die phylogenetischen Analysen wurden die Kulturen in 10 % GR-Medium mit
sterilfiltriertem GR und 0,5 % Cellulose kultiviert. Um den Einfluss des Subtrats zu
untersuchen, wurde Kultur #10 mit 1 % Substrat 1 kultiviert.

2.2 Substrate

Substrat Zusammensetzung Konzentration

Substrat 1 Maissilage, Grassilage, 0,5% (w/v)
Winterroggen, Wintergerste:
30/30/20/20 (w/w), gemahlen (2
mm); Cellulosegehalt: 46,6 %

Substrat 2 Stroh/Heu: 50/50 (w/w), vergoren 0,5 - 1% (w/v)
(Reststoff aus LfL-
Modellfermenter), Faserlange 5
mm; Cellulosegehalt: 43,0 %

Cellulose (Filterpapier Whatman no.1) 0,5 - 1% (w/v)
Xylan 0,5 % (w/v)
Xylose 0,5 % (w/v)
Sorbitol 0,5 % (w/v)
Cellobiose 0,5 % (w/v)
Arabinose 0,5 % (w/v)
Stéarke, loslich 0,5 % (w/v)
Galactose 0,5 % (wi/v)
Saccharose 0,5 % (wi/v)
Glucose 0,5 % (w/v)
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Losliche Substrate wurden sterilfiltriert und nach dem Autoklavieren zugegeben. Substrat 1
wurde gemahlen und ca. 1 Std. bei 60 °C in Leitungswasser gerlhrt, um losliche Zucker
abzutrennen. AnschlieBend wurde das Substrat Uber einem engmaschigen Nylonstoff
gewaschen, um Bakterien und Kkleine Partikel abzutrennen (Abbildung 9). Substrat 2 wurde
mit Leitungswasser ebenfalls tiber dem Vorhangstoff gewaschen. Die Faserstoffbestimmung
der Substrate 1 und 2 erfolgte mit dem Fiber Cap-System 2023 der Firma FOSS GmbH
(Rellingen) wie in 2.8.2 (S. 22) beschrieben.

Abbildung 9: Substrat 1 (links) und Substrat 2 (rechts) nach der beschriebenen Vorbehandlung

2.3 Kits und Verbrauchsmaterialien

Kits/Enzyme Bezugsquelle
FastDNA™ SPIN Kit for Soil MP-Biomedicals
FastRNA™ Pro Soil-Direct Kit MP-Biomedicals
DNase | (10U/ul) Fermentas
Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR Fermentas
Restriktionsenzyme BsuRlI, Hin6l, EcoRI Fermentas
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit Axygen

Tag DNA Polymerase Qiagen

KOD XL DNA Polymerase Novagen

KAPA SYBR FAST BioRad iCycler peqlab
HotStarTaq Master Mix Kit Qiagen

illustra Hot Start Mix RTG GE

PlusOne Silver Staining Kit, Protein GE
Gradientengele (4-20 %) Biorad

TOPO® TA Cloning® Kit Invitrogen
TOPO® XL PCR Cloning Kit Invitrogen

PCR purification Kit Qiagen
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Stammldsung

Endkonzentration

Ampicillin 100 mg/ml in Ethanol/ddH,0 1:1 (v/v) 100 pg/ml
Kanamycin 25 mg/ml in ddH,0O 25 pg/ml
IPTG 1 M in ddH20 1 mM
X-Gal 40 mg/ml in N,N-DMF 40 pg/ml
Grollenstandards
Bezeichnung Hersteller
GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100-10000 bp Fermentas
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10-250 kD Fermentas

2.4 Bakterienstamme

Russische Stammsammlung VKPM

Stamm Referenz/Quelle

E. coli Top 10 Invitrogen

E. coli Top 10 F Invitrogen

C. saccharobutylicum DSM 13864 DSMZ

C. stercorarium DSM 8532 DSMz

C. thermocellum ATCC 27405 DSMz

C. thermocellum F7

C. thermocellum 5g diese Arbeit

C. thermocellum NB2 diese Arbeit

C. thermocellum T2 diese Arbeit

C. thermocellum BC1 diese Arbeit
2.5 Plasmide

Plasmid Eigenschaft

pCR®II-Topo® Vektor
pCR®-XL-TOPO® Vektor
pS37

pS43

pcelS

pPF7/1-10

TOPO TA-Klonierungsvektor
TOPO TA-Klonierungsvektor

pCR®II-Topo®.Vektor mit C.
thermocellum 16S rDNA-Insert

pCR®II-Topo®-Vektor mit C.
stercorarium 16S rDNA-Insert

pCR®II-Topo®-Vektor mit C.
thermocellum celS-Insert

pCR®II-Topo® mit PCR-
Produkt aus Cip1F und Cip10R
von C. thermocellum F7
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pF7/5-8 pCR®II-Topo® mit PCR- diese Arbeit
Produkt aus Cip5F und Cip8R
von C. thermocellum F7

p5g/1-10 pCR®-XL-TOPO® vector mit diese Arbeit
PCR-Produkt aus CiplF und
Cipl0R von C. thermocellum 5g

p5g/5-8 pCR®-XL-TOPO® vector mit diese Arbeit
PCR-Produkt aus Cip5F und
Cip8R von C. thermocellum 5g

pNB2/1-10 pCR®-XL-TOPO® vector mit diese Arbeit
PCR-Produkt aus CiplF und
Cip10R von C. thermocellum
NB2

pNB2/5-8 pCR®-XL-TOPO® vector mit diese Arbeit
PCR-Produkt aus Cip5F und
Cip8R von C. thermocellum NB2

pT2/1-10 pCR®-XL-TOPO® vector mit diese Arbeit
PCR-Produkt aus Cip5F und
Cip8R von C. thermocellum T2

pT2/5-8 pCR®-XL-TOPO® vector mit diese Arbeit
PCR-Produkt aus Cip1lF und
Cipl0R von C. thermocellum T2

pBC1/1-10 pCR®-XL-TOPO® vector mit diese Arbeit
PCR-Produkt aus CiplF und
Cip10R von C. thermocellum

BC1
2.6 Antikorper
Antikorper Hersteller
Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen GenScript, Piscataway, USA

CelS von C. thermocellum

Anti-Rabbit Fc (Ig G)- Alkaline Phosphatase-  Promega
Konjugat (ID: S373B, Lot: 24601208)

2.7 Biogasanlagen

Die in dieser Arbeit verwendeten Proben stammen aus folgenden Biogasanlagen und
Technikumsfermentern (Tabelle 5):

19



Material und Methoden

Tabelle 5: Untersuchte Biogasanlagen; F: Fermenter; HF: Hydrolysefermenter; MR: Methanreaktor; E:
Endlager; NG: Nachgéarer, GR: Géarrest, GRL: Garrestlager

Biogasanlage
(Probenbezeichnung)

Anlage 3, HeiB (3F; 3-
F2)

Anlage 4, StrauRmuhle
(4HFv, 4HFh, 4MR,
4E; 4HFv-2, 4HFh-2,
4MR-2, 4E;)

Stimmer (StimF)

Kirchstockach
(KirchHF, Kirch MR)

STS, Trabitz (TraF,
TraNG)

Hupfer (HuF1, HuF2)

Angermaier (AngF)

Burgholzer (BurgF)

Abfallwirtschaft
Minchen, Fréttmaning
(AWM GR, AWM
Perklorat)

Pilotanlage Nr. 6 der
LfL (6NG)

Pilotanlage Nr. 14 der
LfL (14, 14F1)

Pilotanlage Nr. 23 der
LfL (23)
Pilotanlage Nr. 24 der
LfL (24)
Pilotanlage Nr. 25 der
LfL (25)

Pilotanlage Nr. 26 der
LfL (26)
Pilotanlage Nr. 28 der

Betriebs-
temperatur
[°C]

52

55

40-42

38

>50

45

thermophil

50-55

42

42

Substrat

Silagemischung

Maissilage,
Grassilage,
Rindergtille

Bioabfall

Maissilage,
Grassilage,
Rindergtille

Maissilage,
Grassilage,
Schweinegiille
Maissilage,
Grassilage,
Rindergtille

Bioabfall
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Anlagetyp

landwirtschaftliche

Biogasanlage, zweiphasig,

Nassfermentation
landwirtschaftliche

Biogasanlage StrauBmiihle,
zweiphasig, Nassfermentation

landwirtschaftliche
Biogasanlage,
Nassfermentation

Kommunale

Bioabfallvergérungsanlage in

Kirchstockach,
Nassfermentation
landwirtschaftliche
Biogasanlage, einphasig,
Nassfermentation
landwirtschaftliche
Biogasanlage, einphasig,
Nassfermentation

landwirtschaftliche
Biogasanlage, einphasig,
Nassfermentation

landwirtschaftliche
Biogasanlage, einphasig,
Nassfermentation

Trockenvergéarungsanlage

landwirtschaftliche
Biogasanlage

landwirtschaftliche
Biogasanlage

landwirtschaftliche
Biogasanlage
landwirtschaftliche
Biogasanlage
landwirtschaftliche
Biogasanlage

landwirtschaftliche
Biogasanlage
landwirtschaftliche

Verwendung

Test-RT-gPCR
RT-gPCR
ClllI-Analyse
Test-RT-gPCR
RT-gPCR

RT-gPCR

RT-gPCR

RT-qPCR
Anreicherung C

RT-gPCR
CllI-Analyse
Anreicherung B

RT-gPCR

RT-gPCR

RT-gPCR
Anreicherung A

Test-qgPCR
Fermenterkultur
60 °C
Test-gPCR
RT-qPCR
mesophile
Anreicherung
Fermenterkultur
60 °C
Fermenterkultur
60 °C
Fermenterkultur
60 °C
Test-qPCR,
RT-gPCR
Fermenterkultur
60 °C
Fermenterkultur
60 °C
Fermenterkultur
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LfL (28) Biogasanlage 60 °C

Pilotanlage Nr. 29 der landwirtschaftliche Test-gPCR

LfL (29) Biogasanlage Fermenterkultur
60 °C

Pilotanlage Nr. 33 der 45 Test-qgPCR

LfL (33) RT-gPCR
Fermenterkultur
60 °C

Pilotanlage Nr. 101 der 43 landwirtschaftliche Test-gPCR

LfL (101GRL) Biogasanlage Fermenterkultur
60 °C

Pilotanlage Nr. 102 der 42 landwirtschaftliche Test-gPCR

LfL (102, 102F) Biogasanlage mesophile

Anreicherung
Fermenterkultur

60 °C
Pilotanlage Nr. 103 der 48 landwirtschaftliche Test-gPCR
LfL (103F1) Biogasanlage RT-qPCR
Fermenterkultur
60 °C
Pilotanlage Nr. 104 der 52 landwirtschaftliche Test-gPCR
LfL (104) Biogasanlage Fermenterkultur
60 °C
Technikumsanlage der 55 Maissilage Technikumsanlage, einphasig RT-gPCR
LfL (55-1ph) CllI-Analyse
Technikumsanlage der 55 Maissilage Technikumsanlage, zweiphasig RT-gPCR
LfL (55-2ph)
Universitat Hohenheim 60 Stroh/Heu Technikumsanlage der RT-gPCR
(Hoh) Universitdt Hohenheim,
zweiphasig
Technikumsanlage der 60 Stroh/Heu Technikumsanlage, zweiphasig RT-gPCR
LfL (LfL)

2.8. Analytische Methoden
2.8.1. Bestimmung des Substratabbaus

Mit Fiber Caps
Um die hydrolytischen Eigenschaften der Bakterienkulturen vergleichen zu kénnen, wurde
der Substratabbau uber die TS-Abnahme (dTS) anhand folgender Gleichungen bestimmt:

Bestimmung des TS-Gehalts

Formel 1 TS = (m1s/mf)*100 %

TS = Trockensubstanzanteil [%6]

mys = Masse der Trockensubstanz (1 d 105 °C)
m¢ = Masse Einwaage (feucht, vor Trocknung)

Bestimmung des Abbaus

Formel 2 dTSges = (Me*TS — My)/mMo*TS
dTSges = Massenverlust nach Inkubation [%]

m, = Masse der Einwaage (feucht)

m; = Masse nach Inkubation (hach Trocknung)

Korrektur mit Kontrolle

Formel 3 dTS = dTSges - dTSk
dTSk = Massenabnahme bei autoklavierter und nicht inokulierter Kontrolle, Berechnung siehe dTS g,
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Visuell

Fur einige Versuche mit cellulolytischen Reinstdmmen wurde das hydrolytische Potential
visuell Gber den Abbaugrad eines Cellulosestreifens bestimmt. Dabei wurde der Abbaugrad in
5 Stufen (0, 20, 40, 60, 80, 100 % Abbau) entsprechend dem beobachteten Abbaugrad des
Filterpapiers eingeteilt (Abbildung 10).

Abbildung 10: 0, 20, 40, 60, 80 und 100 % Filterpapierabbau

2.8.2 Faserstoffanalyse nach van Soest

Benotigte Puffer/Losungen

NDF-L6sung

EDTA 18,6 g
NA,B,0O; 6,89
SDS 30,09
Triethylenglykol 10 mi
Na,HPO, 469

pH 6,9-7,1

Na,SO; (Zugabe zum Schluss) 10,59

ADF-L6sung
H,SO, 05M
CTAB 209

Mit der Faserstoffanalyse nach Van Soest kann der Anteil 16slicher Stoffe, Hemicellulosen,
Cellulose und Asche/Lignin in einer Probe bestimmt werden. Die Van Soest-Fraktionierung
wurde in FiberCaps™ der Firma Foss und der zugehorigen Apparatur nach Herstellerangaben
durchgefuhrt (Abbildung 11). Im ersten Schritt werden die Proben mit 20 min mit einer a-
Amylase (Sigma) bei 80 °C behandelt und danach mit kochendem dH,O gewaschen. Nach 30
minltigem Kochen in NDS-L6sung werden die Proben 3 Mal mit dH,O gewaschen. Zum
entfetten werden die Proben 2 Mal 1 min in 360 ml Aceton inkubiert und nach abdampfen des
Acetons bei 105 °C getrocknet. Dies fiihrt zur Entfernung l6slicher Bestandteile, die
Restfraktion wird als NDF (Nutreal-Detergent-Fiber) bezeichnet. Im nachsten Schritt wird
durch Behandlung mit ADF-L6sung (1 Std. kochen, danach 4 Mal mit kochendem dH,0
waschen) der Hemicellulosen-Anteil aus den Proben entfernt, es bleibt die ADF-Fraktion
(Acid-Detergent-Fiber). Im letzten Schritt wird der Celluloseanteil mit konzentrierter
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Schwefelsdure (72 %, 3 Std., RT; waschen: 2 Mal mit lauwarmen dH,O, dann 8 Mal mit
kochendem dH,0O) entfernt, so dass die Restfraktion aus Asche und Lignin besteht (ADL,
Acid-Detergent-Lignin). Durch Trocknung bei 105 °C zwischen den einzelnen Schritten und
Bestimmung des Masseverlusts kann die jeweilige Fraktion in den Proben bestimmt werden.

Abbildung 11: Mit Substrat geflllte FiberCaps™ (links) und Apparatur zur Fraktionierung (rechts) (aus
http://www.severnsaleslabequip.com)

2.8.3 Gaschromatographie

Das Produktspektrum der Isolate wurde gaschromatographisch bestimmt (GC-2010
Shimadzu, Duisburg). Dabei wurde eine Mischung aus Séuren und Alkoholen in bekannten
Konzentrationen als Standard gemessen (Abbildung 12), Gber den die Zuordnung der Peaks
zu bekannten Substanzen ermdglicht wurde. Als interner Standard diente Isobutanol.

GC-Daten

o Probeninjektion AOC-20i, Autosampler AOC-20s

o Detektion mit Flammenionisationsdetektor

o Auftrennung der Probe mit Phese-Stabilwax-DA Kapillarsaule (60 m L&nge, 0,32 mm
Durchmesser, 0,5 um Filmdicke; Firma RESTECK, Bad Homburg, Deutschland)

o Tréagergas Stickstoff, FlieRgeschwindigkeit 50 cm/s

Temperaturgradient
. 12 min von 70 °C auf 260 °C
° 2 min konstant bei 260 °C

Konzentrationsberechnung

Formel 4 C = Cisobutanol™A/Asobutanol

C Konzentration der unbekannten Substanz
Cisobut. Konzentration des internen Standard Isobutanol
A Peakflache der unbekannten Substanz

Alsobut. Peakflache des internen Standard Isobutanol
Standards

Aceton, Methanol, Isopropanol, Ethanol, Butanol, Acetat, Propionat, Butyrat

Interner Standard: Isobutanol
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uV(x10.000)

Aceton
Isobutanol
Butanol
Butyrat

Isopropanol
Ethanol
Propionat

Methanol

Acetat

{38, L

40 50 6.0 7.0 80 90 10.0 110 120 min

Abbildung 12: Chromatogramm der verwendeten Standards

2.8.4 Gasanalyse

Um die Zusammensetzung des gebildeten Gases zu bestimmen wurde das Gas Uber eine durch
die Gummimembran des Flaschendeckels eingefiihrte Kanile in Gasbeutel geleitet und
gesammelt (Abbildung 13). Die Bestimmung der Gaszusammensetzung erfolgte von der LfL
mit einem Awite-Gasanalysegerat (Awite, Langenbach), mit welchem der CH4, O, und CO,
bestimmt werden kann.

Abbildung 13: Anaerobenflaschen und Gasbeutel fiir Gasanalyse

2.9 Mikrobiologische Methoden

2.9.1 Anreicherungen

Aus 80 verschiedenen Umweltproben (privater Kompost, Kompost und Bioabfallvergarung
der Firma Wurzer Umwelt GmbH, landwirtschaftliche Biogasanlagen in Bayern, Misthaufen,
Damwildzucht) wurden cellulolytische Mischkulturen angereichert. Dazu wurde eine
Spatelspitze der Probe unter anaeroben Bedingungen in 50 ml GR-Medium (pH 7,4 oder 5,6)
mit Cellulose (Filterpapier Whatman No. 1) tberfuhrt und bei 42, 60 oder 65 °C inkubiert bis
ein Abbau des Cellulosestreifens erkennbar war. 0,5 ml der Kultur wurden mit einer Kandile
abgenommen und in 50 ml frisches steriles GR-Medium mit Cellulose tberimpft. Nach 5
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Wiederholungen wurden die angereicherten Kulturen z.T. fiir 20 min bei 80 °C pasteurisiert
und weiterverwendet. Die Kulturen, die mit Substrat 1 und 2 unter den jeweiligen
Anreicherungsbedingungen den besten Filterpapierabbau zeigten, wurden auf ihre
Zusammensetzung hin untersucht.

Diversitat
Die Diversitét in den Anreicherungen wurde mit dem Shannon-Wiener-Index nach folgender
Formel berechnet:

Formel 5

)
Hs=-2p;*Inp;
i=1

Hs=Shannon-Wiener-Index
S=Anzahl der Spezies
pi=Anteil der i-ten Spezies

2.9.2 Vereinzelung von cellulolytischen Mikroorganismen

Zur Isolierung von Reinstimmen wurden Verdiinnungen (107-10°) aus cellulolytischen
Anreicherungen auf Agarplatten (1,8 % Agar) ausplattiert und mit ca. 3 ml Overlay (2 %
Agar) uberschichtet oder die Verdinnung nach Mischen mit dem Overlay-Agar Uber die
Platte gegossen. Die Zusétze sind in Tabelle 6 dargestellt. Nach Inkubation bei 60 °C wurden
Kolonien mit sichtbaren Hofen gepickt, in Medium resuspendiert und ein
Verdlnnungsausstrich gemacht. Nach mindestens drei Einzelkolonie-Ausstrichen wurden die
erhaltenen Stamme in flissiges Medium Gberimpft.

Tabelle 6: getestete Agarzusammensetzungen zum isolieren cellulolytischer Reinkulturen

Methode Agarplatte Overlay

1 GS2 GS2 mit 0,05% Cellobiose und 0,5 % Cellulose MN301
2 GS2 GS2 mit 0,5 % Cellulose MN301 und 1 % GR

3 GS2 mit 10 % GR GS2 mit 0,5 % Cellulose MN301 und 1 % GR

4 GR-Medium (25 %) GS2 mit 0,5 % Cellulose MN301 und 1 % GR

2.9.3 Zellzahlbestimmung mit der Zadhlkammer
Die Bestimmung der Bakterien- oder Sporenzahl erfolgte mithilfe einer Zahlkammer (LO -
Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf), wobei nach Herstellerangaben verfahren wurde.

2.10 Molekularbiologische Methoden
2.10.1 Isolierung genomischer DNA
Phenolische DNA Extraktion

Benotigte Puffer/Losungen
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AE-Puffer

Natriumacetat 20 mM

EDTA 1mM
TE-Puffer

Tris 10 mM
EDTA 1mM
pH 55

Zur Extraktion genomischer DNA (gDNA) wurde 1 g Fermenterprobe mit AE-Puffer bei
14000 rpm und RT fir 15 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in AE-Puffer resuspendiert
und erneut zentrifugiert (14000 rpm, 6 min, RT). Dieser Waschschritt wurde wiederholt, bis
der Uberstand keine braune Farbung mehr aufwies. Bei der Extraktion genomischer DNA aus
Umweltproben zur Weiterverwendung als PCR-Template war es besonders wichtig,
Verunreinigung durch Huminsduren (nachgewiesen durch niedriges OD 260/230 Verhéltnis)
maoglichst stark zu reduzieren, da diese eine Hemmung molekularbiologischer Prozesse, wie
z.B. PCR oder DNA-Verdau bewirken.

Fur den Zellaufschluss wurde das Pellet in 400 pl TE-Puffer resuspendiert, mit 50 pl 25
%iger SDS-Lo6sung (w/v) und 600 pl Phenol-Chlorophorm-lsoamylalkohol (25:24:1) versetzt
und mit 200 pl Glasperlen (0,1 mm Durchmesser) fir 4 min mit Ultraschall behandelt. Zur
Inaktivierung von DNasen wurde die Probe fiir 10 min bei 60 °C im Wasserbad inkubiert.
Nach einem Zentrifugationsschritt (10 min, 14000 rpm) wurde die obere, wassrige Phase
vorsichtig abgenommen, mit 1 ml Chloroform 30 min ausgeschttelt und 10 min bei 14000
rpm zentrifugiert, um Proteine abzutrennen. Die obere, wassrige Phase wurde vorsichtig
abgenommen und wieder mit Chloroform ausgeschittelt, bis Locher in der Interphase sichtbar
waren. Zur Féllung der DNA wurde 10 % (v/v) Natriumacetat (3 M) und 200 % (v/v) Ethanol
zur waéssrigen Phase zugegeben und bei -20 °C mindestens 20 min inkubiert. AnschlieRend
wurde fir 10 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Pellet 3 Mal mit 70 %
eiskaltem Ethanol gewaschen. Nach vollstandigem Verdunsten des Ethanols wurde die gDNA
in ddH,0 resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

DNA-Extraktion mit Chloroform

Benotigte Puffer/Losungen

Resuspendierungspuffer

Tris-HCI 20 mM
EDTA 25 mM
NaCl 75 mM
Lysozym 1 mg/ml

Zur Extraktion genomischer DNA aus den Anreicherungen wurden 50 ml einer frischen
Kultur fir 15 min bei 5000 rpm und RT zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 1 ml
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Resuspendierungspuffer resuspendiert und UN bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von 20 %
(v/v) einer 10 %igen SDS-L6sung und 1 mg/ml Proteinase K wurde weitere 2 Std. bei 60 °C
inkubiert. Zur Reinigung der DNA wurde 1/3 Vol. Chloroform zugegeben und 30 min
ausgeschuttelt. Anschlieend wurde fir 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert und die obere,
wassrige Phase erneut mit Chloroform ausgeschuttelt. Dieser Schritt wurde wiederholt, bis
Locher in der Interphase sichtbar waren. Anschliefend wurde die DNA durch Zugabe von
100 % (v/v) lIsopropanol geféllt und bei 14000 rpm und RT fir 30 min abzentrifugiert.
Danach wurde das Pellet 3 Mal mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und die gDNA nach
Verdunsten des Ethanols bei 4 °C UN in ddH,O gelost. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

DNA-Extraktion mit FastDNA® SPIN Kit for Soil

Eine weitere Mdoglichkeit zur Gewinnung genomischer DNA stellt die Verwendung
kommerzieller Kits dar. Genomische DNA aus Biogasfermenter-Proben wurde mit dem
FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, IllIkirch, Frankreich) nach Herstellerangaben
extrahiert. Um eine représentative Aussage zu gewahrleisten, wurden die Proben (ca. 50 ml)
vor der DNA-Extraktion mit einem Ultraturrax® (Ika, Staufen) 30 s homogenisiert.

2.10.2 Agarosegel-Elektrophorese
Benotigte Puffer/Losungen
50x TAE-Puffer

Tris 40 mM
Acetat 40 mM
EDTA 1 mM
pH 8,5

Auftragspuffer

Glycerin 50 % (v/v)
EDTA 05M
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,25 % (w/v)

Zur Analyse von gDNA und DNA-Fragmenten wurde eine Agarosegel-Elektrophorese
durchgefuhrt. Dazu wurden je nach zu erwartender Fragmentlange 0,5-2 %ige Agarosegele
mit TAE-Puffer hergestellt. Die Auftrennung erfolgte fir 1 bis 1,5 Std. bei 80 mA und 120 V.
Als Grolienstandard wurden 5 pl DNA Ladder Mix aufgetragen. Die Banden wurden mit
0,0001 % Ethidiumbromid im Wasserbad inkubiert und mit einem UV-Transilluminator
(Alphalmager MINI, Biozym) detektiert.

2.10.3 RNA-Extraktion
Fur das Arbeiten mit RNA wurden alle Reaktionsgefalie zwei Mal autoklaviert, es wurden
ausschlieBlich RNase-freie Pipettenspitzen, sowie DEPC-H,0 verwendet.
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Gesamt-RNA aus Biogasfermenter-Proben wurde mit dem RNA Kit for Soil (MP
Biomedicals, Illkirch, Frankreich) nach Herstellerangaben extrahiert. Die Proben (ca. 50 ml)
wurden nach der Entnahme aus den Fermentern in verschlossenen Plastikbehaltern z.T.
temperiert in Styroporboxen, z.T. gekuhlt transportiert (max. 4 Std.) und vor der RNA-
Extraktion mit einem Ultraturrax 30 s homogenisiert.

2.10.4 DNA-Verdau
Nach der RNA-Extraktion wurde ein DNA-Verdau (DNase I, Fermentas) durchgefiihrt.

Reaktionsansatz
DNase Puffer (10x) 1l

DNase (1U/ul) 1pl
RNA ca. 100 ng
ddH,0 ad 10 pl

Der Reaktionsansatz wurde nach Herstellerangaben fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Zum
Stoppen der Reaktion wurde 1 pl 50 mM EDTA zugegeben und fir 10 min bei 65 °C
inkubiert.

2.10.5 Reverse Transkription
Die cDNA-Synthese wurde mit dem Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Reaktionsansatz

Reverse Transkriptase Puffer 4 ul
Maxima Enzym Mix (1 U/ul) 2 ul
RNA 100 ng
ddH,0 ad 20 pl

Vor der reversen Transkription wurden die Proben 5 min bei 65 °C inkubiert, um die
Sekundarstrukturen der RNA aufzuldsen. Zur reverse Transkription wurde 10 min bei 25 °C
und 15 min bei 50 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 85 °C fir 5 min
gestoppt.

2.10.6 Quantifizierung der Gesamt-RNA/DNA-Konzentration

RNA- Dbzw. DNA-Konzentrationen wurden mit einem NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (Peglab, Erlangen) bei einer Wellenlidnge von 260 nm bestimmt. Uber die
Absorptionsverhaltnisse bei den Wellenldngen 260 nm/280 nm und 260 nm/230 nm konnte
der Grad der Verunreinigung festgestellt werden, die Werte sollten bei 1,8 fir DNA und 2,0
fir RNA (260/280) und > 2 (260/230) liegen.

2.10.7 PCR
Die PCR-Kits wurden nach Herstellerangaben verwendet. Fir Weiterverwendung des
Amplikons zum klonieren wurde der doppelte Ansatz hergestellt. Die Reaktionen wurden
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einem Thermocycler PTC-100 (MJ Research Inc., San Fransisco, USA) oder einem Primus 96
Gradientencycler (Peglab, Erlangen) durchgefiihrt.

Illustra Hot Start Mix RTG

Reaktionsansatz
Template DNA
Primer

ddH,0

Temperaturprofil

Initiale Denaturierung
Denaturierung
Primerannealing
Elongation

Finale Elongation

HotStar Tag Master Mix

1 pul (50 - 100 ng)
siehe Tabelle 7

ad 25 pl

Temperatur Zeit Zyklenzahl
94 °C 2 min 1

94 °C 30s 30

siehe Tabelle 7 30s

72 °C 60 s

72 °C 5 min 1

Kit

Reaktionsansatz
Template DNA
Primer
Master Mix
ddH,0

Temperaturprofil

Initiale Denaturierung
Denaturierung
Primerannealing
Elongation

Finale Elongation

1 pl (50 - 100 ng)
siehe Tabelle 7

12,5 pl

ad 25 pl

Temperatur Zeit Zyklenzahl
95 °C 15 min 1

94 °C 30s 30

siehe Tabelle 7 30s

72°C 30 s/kb

72 °C 10 min 1
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KOD XL DNA Polymerase

Reaktionsansatz

Template DNA 1 pl (50 - 100 ng)
Primer siehe Tabelle 7
dNTP-Mix (je 2 mM) 2,5 ul
KOD XL Polymerase-Puffer 2,5 ul
KOD XL Polymerase (2,5 U/ul) 0,5 pul
ddH,0 ad 25 pl
Temperaturprofil
Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 °C 30s 1
Denaturierung 94 °C 30s 30
Primerannealing siehe Tabelle 7 5s
Elongation 72 °C 45-60 s/kb
Finale Elongation 72°C 10 min 1

KAPA SYBR® FAST BioRad iCycler

Zur Quantifizierung der Kopienzahlen der 16S rDNA und cDNA in Fermenterproben wurde
eine SYBR® Green | gPCR Methode verwendet. Das Prinzip dieser Methode basiert auf
Interkalieren des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR® Green | in doppelstréngige DNA und
dadurch hervorgerufener Fluoreszenz. Der DNA-SYBR Green-Komplex absorbiert Licht mit
der Wellenlangef Amax = 494 nm und emittiert Licht mit einer Wellenldnge von Amax = 522 nm,
dabei ist die Fluoreszenzintensitat direkt proportional zur Menge des gebildeten Produkts. Flr
die quantitative PCR wurde ein iCycler iQ™ (Bio-Rad) sowie die iQ5™-Software verwendet.
Die Berechnung der Kopienzahl erfolgte Uber bei jeder Messung mitgefihrte
Plasmidstandard-Verdinnungsreihen mit bekannten Kopienzahlen. Bei jeder Messung
wurden drei Negativkontrollen (ddH,O statt Template) mitgefihrt. Die Effizienz der gPCR
wurde mit der Formel

Formel 6 E=10 (-1/Steigung Standardgerade)_l

berechnet und sollte tber 95 % sein. Die Template DNA bzw. cDNA wurde in mindestens
zwei Verdinnungen (1:10, 1:100 und z.T. 1:500) eingesetzt, und die geeignetste Verdinnung
zur Auswertung herangezogen. Dadurch sollten eventuelle Stérungen der PCR durch
Hemmestoffe minimiert werden.
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Reaktionsansatz

Template DNA 2ul(1-5n0g)

Primer siehe Tabelle 7

KAPA™ SYBR® FAST OPCR 10 pl

MasterMix

ddH,0 ad 20 pl
Temperaturprofil

Temperatur Zeit Zyklenzahl

Initiale Denaturierung 95°C 3 min 1

Denaturierung 95 °C 3s 40

Primerannealing siehe Tabelle 7 20s

Elongation 72°C ls

Fluoreszenzmessung

Finale Elongation 72°C 10 min 1

Schmelzkurvenstart 55°C 1 min

Temperaturerhéhung 0,5°C 10s 80

Die Fluoreszenzmessungen fanden nach jedem Elongationszyklus statt. Im Falle des C.
thermocellum-16S rDNA-Assays fand zwischen der Elongation und der Fluoreszenzmessung
ein  Denaturierungsschritt bei 83,5 °C statt, um maogliche unspezifische Produkte
aufzuschmelzen.

Auswertung der gPCR-Daten

Die Berechnung der Kopienzahl erfolgte tiber eine Standardkurve, die bei jedem PCR-Lauf
mit Plasmiden erstellt wurde. Die Kopienzahl der Plasmidstandards wurde mit Formel 6, 7
und 8 berechnet:

Formel 7 (bp Insert' + bp Vektor?)*660 [g/mol]® = berechnetes Molekulargewicht
[g/mol]

Formel 8 eingesetzte Plasmidmasse [g]*/ berechnetes Molekulargewicht [g/mol]) =
eingesetzte Plasmidmenge [mol]

Formel 9 Kopienzahl = eingesetzte Plasmidmenge [mol] * 6,022 * 10=[Molekiile/mol]

116S rDNA von Clostridium thermocellum: 1531 bp; 16S rDNA von Clostridium stercorarium: 1528 bp

2 p)CR®2.1-TOPO® plasmid: 3931 bp

660 [g/mol]: mittleres Molekulargewicht zweier Nukleotide (bp)

*die Plasmidkonzentration zur Berechnung der eingesetzten Masse wurde durch Nano-Drop-Messung bestimmt

Die erhaltenen Ct-Werte der Standards wurden gegen den ermittelten log10 der Kopienzahlen
aufgetragen (Abbildung 14). Bei jedem Lauf wurden Standards mitgefihrt.
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20 \

15

y = -3,4387x + 43,397 \
R2 = 0,9959

C; (Standard)

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
log 10 (Kopienzahl Standard)

Abbildung 14: C+-Werte der Standards in Abhangigkeit vom log10 der Kopienzahl; beispielhafte
Darstellung zur Auswertung der gPCR-Standards

Die Kopienzahlen in den Proben wurden mit folgender Gleichung berechnet:
Formel 10  logl0 (Kopienzahl) = (Ct-t)/m

Primer

Die verwendeten Primer (Tabelle 7) wurden in ddH,O auf eine Konzentration von 100
pmol/ul verdunnt und bei -20 °C gelagert.

Tabelle 7: Verwendete Primer und Beschreibungen

Primer Sequenz 5°>3" Annealing Konzentration Beschreibung Referenz
Cth for TTTACCGGAAGTAT  59°C 0,2 uM selektiv fir C. diese Arbeit
ATCCTAG thermocellum 16S

Cth rev TTTGATAACAGGAC RN GETGIAER
GATGCC

Cst for CTTTGATCGGGGAC  65,5°C 0,1 uMm selektiv fir C. diese Arbeit
GAAGATG stercorarium 16S

Cst rev ATTTGGCACCCCGCC FONA, fir PCR
TAC

CllI for GCGGTAATACGTAG 59°C 0,1 uMm selektiv fur diese Arbeit
GTGG Cluster I11-

Clostridia 16S

Clll rev AGAAGGGGTCGATA »
ceTe rDNA, fir gPCR

celS for GTTCTGCCGTTG 59 °C 0,2 uM selektiv fur C. diese Arbeit
TTG CTT CCG thermocellum

celS rev TGT CAT AAC CGG celS, fur aPCR
TAG CAG G

Eub 338 ACTCCTACGGGAGG 53°C 0,1 pM selektiv fur Fierer et al.
CAG Bacteria 16S 2005

Eub 518 ATTACCGCGGCTGCT FONA, fur gPCR
GG
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CiplF

Cip2R

Cip3F

Cip5F

Cip7F

Cip4R
Cip6R
Cip8R
Cip10R
5g-seq
Cip-F7-3R
Cip-NB2-
3R
CipA5F-1
CipA5F-2
CipA8R-1
BC Cip3F-b
BC Cip10R-
c

Cip 5-8 F2
Cip58 for
Cip58rev
BC V1 for
616

630

M 13

AAA ACT TTG CCG
GAA AGT TGC

ATACTGATGACTTTT
CTCATCTA

AAT GGT AGA TGA
GAA AAGTCATC

AATACCGCCGTCAG
ATGATC

ATTTGAAGGTTG
AAT TCT ACA ACA
GC

GATCATCTGACGGC
GGTATT

TTTCAAGGTAGGTGT
CTGCG

TTA AGT GTC AAC
TTGTTC GGA G

TAATCACTT GAT
GTAGCT CCAA

AACACCGCCGGCAT
CAA

GCAATTGGCCATTCC
TTTGG

GAAGTCGCAATTGG
CCAT

GAACCTGCAACACC
TACAAC

CCTGTAACAACACC
GACAAC

CTTACTGTGTCTCCC
GGTTT

CGCTACTGTTGCACC
ACTT

CCAACAGATCCCGT
AACTTT

GGTAGGATTCGGGT
CAACTA

GGATTAAAGTGGAC
ACAGTA

CTGTGTCCACTTTAA
TCCTT

CCATACTGGAGAGC
GTTTAT

CA(GT)AAAGGAGAT
cc

AGAGTTTGAT(CT)(A
C)TGGCTC

GTAAAACGACGGCC

Material und Methoden

55-60 °C  0,2-0,4 UM
50 °C 0,5 UM
55 °C 0,5 UM
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forward AG Cloning

M 13 CAGGAAACAGCTAT

reverse GAC

CelR1 TCGCATTTATTTTAC 55°C 0,2 uM zum Sequenzieren  diese Arbeit
TCGCA von celR

CelR2 TACACATCTCACAGT 55°C 0,2 uM
GGATG

CelR3 CAAATAACGGTGTC 55°C 0,2 pM
GAATTG

2.10.8 Aufreinigung des PCR-Produkts

Fur Sequenzierungen oder flr die Klonierung von PCR-Produkten erfolgte eine Aufreinigung
der PCR-Produkte. Dazu wurde das QIAquick PCR Purification Kit von Qiagen nach
Herstellerangaben verwendet. In einigen Féllen war es nétig, das PCR-Produkt vor der
Aufreinigung Uber ein Agarose-Gel aufzutrennen, um unspezifische Produkte abzutrennen.
Nach der Elektrophorese wurde die entsprechende Bande unter moglichst kurzer UV-
Exposition ausgeschnitten. Das PCR-Produkt wurde mit 50 pl ddH,O von der S&ule eluiert.

2.10.9 Polyadenylierung

Um an PCR-Produkten, die nicht mit einer Tag-Polymerase amplifiziert wurden, Poly-A-
Uberhénge fiir die TOPO TA Klonierung zu erzeugen, wurde das PCR-Produkt im Anschluss
an die PCR flr 30 min bei 72 °C mit einer Tag-Polymerase inkubiert.

Reaktionsansatz

PCR-Produkt 31 ul
dNTPs (10 mM) 5l
MgCl, (25 mM) 8 ul
10x Tag-Puffer (+KCI; -MgCl,) 5 ul
Taqg-Polymerase (1 U/ul) 1l

2.10.10 TOPO-TA- und TOPO-XL-Klonierung

Zum Klonieren von PCR-Produkten wurde das TOPO® TA Cloning® Kit und fiir Fragmente
uber 6 kb das TOPO® XL PCR Cloning Kit verwendet. Dabei kdnnen die bei der PCR mit
einer Tag-Polymerase erzeugten Desoxyadenosinmonophosphate am 3" Ende des PCR-
Produkts effizient mit dem Vektor ligiert werden, da der Vektor am 5 Ende

Desoxythymidinreste, die kovalent mit einer DNA-Topoisomerase verknlpft sind, besitzt
(Shuman 1994).

Reaktionsansatz

Gereinigtes PCR-Produkt  1-4 pl

Salzldsung 1l
TOPO-Vektor 1l
ddH,0 ad 6 pl
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Die Klonierung wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. 4 ul des Klonierungsansatzes
wurden nach Herstellerangaben in chemisch kompetente E.coli One Shot Topl0- bzw.
Topl0F -Zellen (Invitrogen) transformiert und jeweils 40 und 80 pl des Transformations-
Ansatzes auf LB-Platten mit Ampicillin (100 pg/ml) und X-gal (40 pg/ml) (ToplOF
zusatzlich mit IPTG) ausplattiert. Nach Inkubation UN bei 37 °C wurden weiRe Kolonien
gepickt; hier konnte eine erfolgreiche Klonierung vermutet werden, da das lacZ-Gen im
Vektor durch Insertion inaktiviert wurde und somit die Farbreaktion von X-gal zu Galactose
und einem Indigo-Farbstoff unterbunden wurde.

2.10.11 Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung wurde nach dem Prinzip der alkalische Lyse oder unter Verwendung
des QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) bzw. des AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit
(Axigen) durchgefihrt

Plasmidpraparation mittels alkalischer Lyse

Puffer/Ldsungen

P1 (Resuspendierungspuffer)

Tris 50 mM
EDTA 10 mM
RNase 100 pg/ml
pH 8,0

Der Puffer wurde bei 4 °C gelagert.

P2 (Lysepuffer)

Dieser Puffer wurde immer frisch angesetzt.
NaOH 400 mM

SDS 2%

P3 (Neutralisationspuffer

KAc 3M
Eisessig (99 %) 11,5 ml
dH,O ad 100 ml
pH 4,8

Zur Plasmidpraparation mit der alkalischen Lyse wurden 2 ml einer Flussigkultur 20 s bei
13000 rpm abzentrifugiert und das Pellet in 150 pl P1 aufgenommen. Nach Zugabe von 150
pl P2 wurde der Ansatz 5 min bei RT inkubiert und anschlie(end 150 pl P3 zugegeben. Nach
Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C fir 10 min wurde der Uberstand abgenommen, mit
500 pl Isopropanol versetzt und bei 13000 rpm und 4 °C fir 15 min zentrifugiert. Das Pellet
wurde 3 Mal mit 70 % eiskaltem Ethanol gewaschen und nach vollstdndigem Trocknen in
ddH,0 aufgenommen.
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Plasmidpraparation mittels QlAprep Spin Miniprep Kit

Die Plasmidprapapration mit dem QIAquick PCR Purification Kit von Quiagen wurde nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Durch die Reinigung der Plasmid-DNA mittels einer Sdule
war bei der Plasmidpréparation mit dem Kit die Reinheit der gewonnenen DNA hdher, die
Ausbeute jedoch geringer als bei der alkalischen Lyse ohne Kit.

Plasmidpraparation mittels AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit

Um sehr saubere Plasmidpréaparationen fir die Sequenzierungen zu erhalten, erfolgte die
Plasmidpraparation in einigen Féllen mittels AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit nach
Herstellerangaben. Fir die Elution der Plasmid-DNA von der Sdule wurden 60 pl ddH,O
verwendet.

2.10.12 ARDRA

Unterschiede im Genom konnen durch Fingerprint-Methoden wie ARDRA dargestellt
werden. Dabei wird 16S rDNA aus gDNA mit allgemeinen Bakterienprimern amplifiziert
(616 und 630, siehe Tabelle 7). Das erhaltene Gemisch der 16S rDNA verschiedener
Bakterienspezies kann durch Klonierung in Plasmide, Transformation in E. coli und
anschlieBender Plasmidpraparation getrennt werden. Nach erneuter 16S rDNA-PCR und
Restriktionsverdau konnen die entstandenen, unterschiedlich groRen Fragmente im Gel
sichtbar gemacht werden. Die entstehenden Bandenmuster sind flr das jeweilige Bakterium
spezifisch. Somit konnen auf diese Weise die Klone in OTUs gruppiert werden und durch
anschlieBende Sequenzierung einzelner Vertreter jeder Gruppe die
Bakterienzusammensetzung in einer Probe analysiert werden.

Reaktionsansatz

Puffer Tango (Fermentas) 2 pl

BsuR | (Fermentas) 1l
Hin6 | (Fermentas) 1l
PCR-Produkt 6 ul
ddH,0 6 ul

FUr den Restriktionsverdau wurde der Reaktionsansatz fiir 90 min bei 37 °C inkubiert. Die
DNA-Fragmente wurden in einem 10 % Polyacrylamidgel fir 180 min bei 20 mA und 80 V
aufgetrennt und nach Inkubation mit Ethidiumbromid unter UV-Licht analysiert (siehe 2.10.2,
S. 27).

10 % Polyacrylamidgel

TAE 5ml
Acrylamid (30 %-L6sung) 2,5 ml
APS (10 %-Ldsung) 37,5 ul
TEMED 7,5 ul
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2.10.13 EcoR I-Restriktionsverdau

Um die erfolgreiche Integration des Inserts in den pCR2.1-TOPO®-Vektor (3931 bp) bzw.
pCR-XL-TOPO®-Vektor (3519 bp) zu dberprufen, wurden die Plasmide nach der
Plasmidpraparation mit EcoR | geschnitten. Die EcoR I-Schnittstellen innerhalb der Topo-
Vektoren liegen dabei direkt am 5°- und 3°-Ende der Integrationsstelle.

Reaktionsansatz

10 x Puffer EcoR | (Fermentas) 1l
EcoR | (Fermentas) 0,5 pul
Plasmid-DNA 5 ul
ddH,0 3,5 ul

Der Ansatz wurde fir eine Stunde bei 37 °C im Heizblock inkubiert. Zur Visualisierung der
Restriktionsfragmente wurden 10 pl des Ansatzes mit 6x DNA Loading Dye (Fermentas) in
einem Agarosegel (1 %, w/v) bei 80 mA und 100 V aufgetrennt und nach Farbung mit
Ethidiumbromid unter UV-Licht dokumentiert (siehe Kapitel 2.10.2). Es wurden 5 pl
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas) mitgefiihrt.

2.10.14 Sequenzierung
Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) durchgefihrt.

Reaktionsansatz

gereinigtes PCR-Produkt 10 ng
Sequenzierprimer 5uM
ddH,0 ad 20 pl
2.10.15 FISH

Benotigte Puffer/Losungen

PBS-Puffer

NaCl 136 mM
KCl 2,7mM
KH,PO, 1,5 mM
Na,HPO, x H,0 6,5 mM
pH 7.1

Hybridisierungspuffer

NaCl (5M) 360 pl
Tris-HCI (1M, pH 8,0) 40 pl

SDS (10 %) 4 ul

Formamid siehe Tabelle 9
ddH,O siehe Tabelle 9
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Waschpuffer

NaCl (5M) siehe Tabelle 9
EDTA (0,5 M) siehe Tabelle 9
Tris-HCI (1M, pH 8,0) 1 mil

SDS (10 %) 50 pl

Sonden

Tabelle 8: Fur Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung verwendete Sonden und Beschreibung

Sonde Sequenz 5>3" Beschreibung Referenz

C. th. 1258 TCCTCCTCGCGAATTAGC Spezifisch fur Burell et al. 2004
C. thermocellum und nah
verwandte Spezies

C. st. 440 CGTCTATTTCGTCCCCGATC  Spezifisch fir C. stercorarium  Burell et al. 2004
und nah verwandte Spezies

EUB 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT die meisten Bacteria Amann et al. 1990
EUB 338-1 GCAGCCACCCGTAGGTGT Planctomycetales Daims et al. 1999
EUB 338-1l GCTGCCACCCGTAGGTGT Verrucomicrobiales

Tabelle 9: Volumen Formamid, ddH,0, NaCl und EDTA in Hybridisierungs- bzw. Waschpuffer
entsprechend der jeweiligen Sonden

Sonde Hybridisierungspuffer: Formamid  Waschpuffer:
[ul}/ddH,0 [pl] 5 M NaCl [pl]/0,5 M EDTA [ul]
C. th. 1258 600/1000 1490/500
C. st. 440 600/1000 1490/500
EUB 338 1000/600 180/500
EUB 338-II
EUB 338-I11

Die verwendeten Sonden fir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurden aus der
Datenbank probeBase (www. microbial-ecology.net/probebase) bezogen, ebenso die
geeignetste Formamidkonzentration. Die sich aus der Formamidkonzentration ergebenden
variablen Anteile von ddH,O im Hybridisierungspuffer und NaCl bzw. EDTA im
Waschpuffer sind in Tabelle 9 angegeben.

Fur die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurden die Proben mit dem Ultraturrax 10 s
homogenisiert und 2 Mal mit PBS gewaschen (Zentrifugation 3 min bei 14000 rpm und RT).
Zur Verringerung der Hintergrundfluoreszenz durch Entfernen der lignocellulosehaltigen
Partikel wurden 1350 pl Proben mit 150 pl Methanol (10 %, v/v) versetzt und 15 min bei 35
°C im Ultraschallbad inkubiert (modifiziert nach Lunau et al. 2005). Nach dem
Abzentrifugieren (1 min, 200 rpm) wurde der Uberstand mit 4 % PFA (3:1, v/v) bei -4 °C UN
fixiert. Nach 3-maligem waschen mit PBS (Zentrifugation 3 min bei 14000 rpm und RT) und
supendieren des Pellets in PBS wurden die Proben mit EtOH versetzt (1:1, v/v) und bis zur
Weiterverwendung bei -20 °C gelagert. Die fixierten Proben wurden 3 Mal mit dem 20-
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fachen Volumen PBS gewaschen und z.T. mit 0,01 % Toluidinblau-Ldsung in PBS (w/v) fur
1 Std. bei RT inkubiert, um die Eigenfluoreszenz von Lignin zu verringern (Smith and
McCully 1978). Nach der Behandlung mit Toluidinblau erfolgten wiederum 3 Waschschritte
mit PBS. AnschlieBend wurde das Pellet in 50 pul PBS gel6st und je 2-15 pl auf die
Aussparungen Epoxidharz beschichteter Objekttrager (Menzel) aufgetragen und getrocknet.
Zur Verbesserung der Membranpermeabilitat wurde 30 min bei 37 °C mit 2 ul Lysozym (10
mg/ml in 50 mM Tris-HCI pH 8,0) und 10 pl PBS inkubiert und anschlieBend mit ddH,O
gespult. Einige Proben wurden in Kryomedium (Richard-Allan Scientific Neg-50 Frozen
Section Medium) gefroren und in 10-20 um dicken Schnitten (Croystat Microm HM 500) in
die Aussparungen der Objekttrager gelegt, um die Hintergrundfluoreszenz zu reduzieren. Die
Proben wurden mittels einer aufsteigenden Ethanolreihe (50, 80 und 100 % EtOH, je 3 min)
dehydriert. Fir die Hybridisierung wurden 9 pl Hybridisierungspuffer mit 1 pl Sonde (30
bzw. 50 ng/ul) Uber die ganze Aussparung verteilt und fur mindestens 90 min bei 46 °C in
einem 50 ml Falcon, welches ein mit Hybridisierungspuffer getrdnktes Papiertuch enthielt,
inkubiert. Danach wurde der OT mit Waschpuffer gespilt und 15 min in Waschpuffer bei 48
°C im Wasserbad inkubiert. Anschliefend wurde mit eiskaltem ddH,O gespllt und mit
Druckluft getrocknet. Zum Féarben aller Zellen wurde mit 10 pul DAPI oder SYBR Green |
(1:10.000, v/v in ddH20) je Aussparung fir 10 min im Dunkeln inkubiert, mit kaltem ddH,O
gewaschen und mit Druckluft getrocknet. Durch Uberschichtung mit Citifluor solution AF1
(Citifluor Ltd., London, UK) konnte der Ausbleicheffekt verzogert werden. Die Auswertung
erfolgte mit einem Axio Imager M1 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss), ausgestattet mit einer
Halogen- und Quecksilberdampflampe. Die verwendeten Sonden und deren Absorptions-
bzw. Emissionswellenlédngen sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Sonden und gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe, Anregungswellenldnge, Emissionswellenlange

Sonde Fluorochrom  Absorptionsmaximum Emissionsmaximum
[nm] [nm]
C. th. 1258 Fluorescein 495 517
C. st. 440
EUB 338 Cy5 646 664
EUB 338-I1
EUB 338-lll
DAPI 358 461
SYBRGreen 498 522
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2.11 Proteinbiochemische Methoden

Benotigte Puffer/Losungen

PBS-Puffer

NaCl 136 mM
KCI 2,7mM
KH,PO, 1,5 mM
Na,HPO, x H,O 6,5 MM
pH 7,1

2.11.1 Gewinnung von C. saccharobutylicum-Proteinextrakt
Benotigte Puffer/Losungen

Harnstofflosung

Tris-HCI 100 mM
Harnstoff 5M
CaCl, 5mM
pH 8,5
Dialysepuffer

Tris-HCI 100 mM
Cellobiose 2 mM
NaCl 100 mM
pH 7,0

Proteinextrakt von C. saccharobutylicum wurde als Negativkontrolle fir Western Blots gegen
CelS von C. thermocellum verwendet. Dazu wurde eine 50 ml-Kultur bei 5000 g fiir 20 min
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml PBS-Puffer gelést und zwei Mal fir 5 min mit
Ultraschall behandelt (Amplitude 60 %, Impulszeit 0,25 min; Ultrasonicator UP200S, Dr.
Hielschler GmbH, Teltow). AnschlieBend wurde zentrifugiert (20 min, 18000 rpm, 4°C,
Sorvall RG5B Plus, Thermo Scientific, Langenselbold), der Uberstand wurde bis zur
Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.11.2 Proteinextraktion aus Fermenterproben

Da die Bindung der Cellulasen ans Substrat sehr stark ist, mussten die Fermenterproben mit
entsprechend harschen Bedingungen behandelt werden, um die Cellulasen vom Substrat
abzuldsen. Zum Denaturieren der Proteine (Cellulasen) wurden die Poben (ca. 100 ml) 1:1
(v/v) mit 6 M Harnstoff gemischt und 30 min bei RT geschittelt. Anschliefend wurden die
Proben bei 15000 rpm fiir 30 min zentrifugiert und der Uberstand zum Féllen der Proteine
durch langsames zutrépfeln mit gesattigter (NH,4),SO4-L6sung versetzt (Endkonzentration 60
%; v/v). Die Losung wurde fur mindestens 12 Std. bei 4 °C inkubiert. Um die ausgefallenen
Proteine zu waschen, wurde 30 min bei 15000 rpm und 4 °C abzentrifugiert, das Pellet in 1,5
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ml PBS gel6st und erneut bei 13000 rpm und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand mit
den geldsten Proteinen wurde fir 20 min auf einer Millipore-Membran (Millipore ,,V* Series
Membrane, Millipore) gegen dH,O dialysiert und bis zur Weiterverwendung bei -20 °C
gelagert.

Die Proteinextraktion aus Kulturiiberstanden mit Cellulose als Substrat erfolgt analog, jedoch
ohne Harnstoff-Behandlung.

2.11.3 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Gesamtproteinkonzentration in den Proben wurde anhand des Bradford-Assays bestimmt
(Bradford 1976). Dabei wird die Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an
Proteine in saurer Losung photometrisch bestimmt. Durch die Bindung an aromatische und
basische Aminosauren wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 auf 595 nm
verschoben. Mithilfe einer BSA-Eichgerade (Abbildung 59, S. 131) kann somit die
Proteinkonzentration in einer Probe ermittelt werden. Die Proteinkonzentration in den Proben
wurde mit folgender Gleichung berechnet:

Formel 11  Gesamtproteinkonzentration [mg/ml] = [(ODsgs-t)/m]/V

V = Volumen der eingesetzten Probe [ul]

Reaktionsansatz

Proteinldsung 20 pl
Farbelosung * 750 pl

! Coomassie® Plus Protein Assay Reagent (BioRad)

Die Absorption bei Wellenlange 595 nm wurde mit einem Spectrophotometer (Ultraspec plus
Biochrom, Cambridge, England) gemessen. Als Nullwert wurde statt der Proteinldsung dH,O
eingesetzt. Die Proteinldsungen wurden so verdinnt, dass die Messwerte im linearen Bereich
(OD < 1,0) lagen.

2.11.4 SDS-PAGE
Benotigte Puffer/Losungen

Trenngelpuffer

Tris 36,49
SDS (10 %) 8 ml
dH,O ad 200 ml
pH 8,8

Sammelgelpuffer

Tris 12,2 ¢
SDS (10 %) 8 ml
dH,O ad 200 ml
pH 6,8
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4 % Sammelgel

Sammelgelpuffer
Acrylamid (30 %)
dH,O

APS (10 %)
TEMED

10 % Trenngel
Trenngelpuffer
Acrylamid (30 %)
dH,O

APS (10 %)
TEMED

Material und Methoden

1,25 ml
0,5 ml
3,25 ml
30 ul
15 ul

5ml
6,7 ml
8,3 ml
100 pl
15 pl

10x SDS-Laufpuffer

Tris
Glycin
SDS
dH,O

SDS-Auftragspuffer

30,3 ¢
1441 ¢
10,09

ad 1000 ml

250 mM Tris/HCI (pH 6,8) 3,2 ml

SDS-L6sung (20 %)

Glycerin
R-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
dH,O

Die Auftrennung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen erfolgte nach Lammli
(1970). Dabei werden Proteine in Anwesenheit von SDS im Polyacrylamidgel entsprechend
ihrer GroRe aufgetrennt. Die Proben wurden im Verhéltnis 1:1 oder 2:1 (v/v) mit
Auftragspuffer gemischt und zur Denaturierung der Proteine 10 min bei 100 °C gekocht. Es
wurde in jede Tasche die gleiche Proteinmenge aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte mit
einer Mini PROTEAN® Tetra Cell-Apparatur (Biorad) fir 1,5 Std. bei 20 mA pro Gel, als
GrolRenstandard wurden 5 pl PageRuler Protein Ladder (Fermentas) aufgetragen.

1,0 ml
1,0 ml
0,02 mi
5mg

ad 10 ml
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2.11.5 Coomassiefarbung

Benotigte Puffer/Losungen

Farbeldsung

Coomassie Brillant Blue 159
Methanol 455 ml
Essigséure (100 %) 80 ml
dH,O ad 1000 ml

Entfarbeldsung

Methanol 125 ml
Essigséure (100 %) 150 ml
dH,O ad 2500 ml

Zur Anfarbung der Proteinbanden nach der Auftrennung wurde das Polyacrylamidgel 30 min
bei RT auf dem Schittler in Farbelosung inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel mit
Entfarbeldsung entférbt, bis Banden zu erkennen waren (ca. 30 min bei RT).

2.11.6 Silberfirbung

Zur Anfarbung von gering konzentrierten Proteinen diente die Silberfarbung, welche eine
hohere Sensitivitat aufweist (Detektionslimit 0,2-0,6 ng/Bande, Herstellerangaben GE
Healthcare). Das Prinzip beruht auf der Anlagerung von Silberionen an negativ geladene
Seitenketten und Schwarzféarbung durch Reduktion der Silberionen zu elementarem Silber.
Die Silberfarbung wurde mit dem PlusOne Silver Staining Kit, Protein (GE Healthcare) nach
Herstellerangaben durchgefihrt.

2.12 Immunologische Methoden

Zum Nachweis von Proteinen werden immunologische Techniken wie Western Blot und
ELISA als Standardmethoden eingesetzt. Dabei binden spezifische Antikérper an das
Zielprotein. Durch ein an einen Sekundarantikorper gekoppeltes Enzym, welches eine
Farbreaktion ausldst, kann das Zielprotein nachgewiesen werden.

Benotigte Puffer/Losungen

PBS

NaH,PO, 100 mM
NaCl 150 mM
pH 7,2

Blockpuffer
Milchpulver 5 % (w/v) in PBS

43



Material und Methoden

Waschpuffer

Tris (pH 7,7) 50 mM
Tween 20 0,05 % (v/v)
BSA 0,5 % (wi/v)

Zum Nachweis von C. thermocellum wurden von der Firma GenScript® the biology CRO,
Piscataway, USA polyklonale Kaninchen-Antikdrper gegen die Exoglucanase CelS von C.
thermocellum hergestellt. Als Sekundarantikdérper diente ein Anti-Rabbit Fc (Ig G)-Alkaline
Phosphatase-Konjugat (Promega), welches in einer Konzentration von 1:7500 (v/v) in
Blocking-Puffer nach Herstellerangaben eingesetzt wurde.

2.12.1 Dot Blot

Zur Ermittlung geeigneter Primarantikdrper-Verdunnungen wurde ein Dot Blot mit C.
thermocellum Cellulosom als Positivkontrolle und 5 % BSA als Negativkontrolle
durchgefuhrt. Die Proteinproben wurden auf eine PVDF-Membran (Roche, Grenzach-
Wyhlen) aufgetragen und nach dem Eintrocknen fiir 30 min in Blockpuffer inkubiert. Nach
AbgieRen des Blockpuffers wir die Membran 1 Std. bei RT auf dem Schittler mit dem Anti-
CelS-Antikorper in PBS (Verdunnungen 1:100, 1:1000, 1:5000, 1:10000, 1:20000) inkubiert.
Nach 2-maligem Waschen mit fir je 5 min in PBS wurde der Sekundé&rantikorper nach
Herstellerangaben eingesetzt, die Farbreaktion wurde mit dem Reagenz Western Blue®
Stabilized Substrate for Alkaline Phosphatase (Promega) durchgefihrt.

2.12.2 Western Blot

Benotigte Puffer/Losungen

Transferpuffer

Tris 50 mM
Glycin 40 mM
SDS 1 mM
Methanol 20 % (viv)

Ein Western Blot diente zum Nachweis der Cellulase CelS von C. thermocellum. Dabei
konnen im Polycralymidgel aufgetrennte Proteine nach Blotten auf eine Membran mit
spezifischen Antikdrpern und einer Farbreaktion nachgewiesen werden. In diesem Fall wurde
eine PVDF-Membran (Roche) verwendet; die Proteine haften aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen an der Membranoberfléche.

Die Membran wurde kurz in Methanol geschwenkt und mit dH,O gespult. AnschlieRend
wurde sie 5 min in Transferpuffer gelegt. Zum Blotten wurden 9 zugeschnittene und in
Transferpuffer getrankte Filterpapiere (Whatman No. 1, Whatman, Dassel) auf die Elektrode
(Kathode) gelegt, darauf das Polyacrylamidgel und die PVDF-Membran. Nach weiteren 9
zugeschnittenen und in Transferpuffer getrdnkten Filterpapieren wurde die Anode darauf
befestigt. Der Blot wurde fir 1,5 Std. bei 1 mA/m® mit einer 2117 Multiphor I
Electrophorese-Einheit (Pharmacia LKB Uppsala, Schweden) durchgefuhrt. Nach dem Blot
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wurde die Membran 2 Std. bei RT mit Blockpuffer geblockt und anschlieBend UN bei 4 °C
mit dem polyklonalen Primérantikdrper aus Kaninchen (GenScript, Piscataway, USA)
inkubiert. Nach 3-maligem Schwenken in Waschpuffer fir je 20 min wurde 1 Std. bei RT mit
dem Sekundéarantikdrper, an den alkaline Phosphatase gekoppelt war, inkubiert. Nach
erneutem Waschen (3 Mal 20 min mit Waschpuffer, 1 Mal Spilen mit dH,0) wurde die
Membran mit dem Substrat Western Blue® Stabilized Substrate for Alkaline Phosphatase
(Promega) inkubiert. Das Substrat wurde nach ca. 30 min enzymatisch umgesetzt, was zu
einer sichtbaren Bande fiihrte. Die Reaktion wurde durch Spulen mit dH,O gestoppt.

2.12.3 ELISA

Um die Konzentration der Exoglucanase CelS in einer Probe genau bestimmen zu kénnen,
wurde ein ELISA getestet. Die verwendeten Antikorper und das Prinzip der
Antikorperquantifizierung war das gleiche wie bei Western Blot, als Substrat fur die alkaline
Phosphatase wurde pNPP (Calbiochem) verwendet. Die Extinktion wurde photometrisch mit
einem Varioskan (Thermo Electron Corporation, USA) bei 405 nm gemessen. Es wurden
jeweils 100 pl der Proben 2-fach in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte (Microlon 96K,
Greiner Bio-one, Frickenhausen) aufgetragen. Die Standards (C. thermocellum-
Kulturtiberstand) wurden in den Konzentrationen 0,1, 0,5, 1, 2, 5 pg/ml jeweils 2-fach
aufgetragen. Die CelS-Konzentration in den Standards wurde unter der Annahme, dass 1,2 %
des Gesamtproteins CelS ist (Gold und Martin 2007), berechnet. Als Negativkontrollen diente
5 % Milchpulver in PBS. Nach Ausklopfen der Platte wurde diese 2 Mal mit 200 pl TBST
gewaschen. Die 96 Well Platte wurde mit 100 ul Blockpuffer pro Vertiefung fiir 1,5 Std. bei
RT inkubiert. Nach Ausklopfen wurden 100 pl des Primérantikorpers (1:20000 (v/v) in
Blockpuffer) je Vertiefung aufgetragen und UN bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Platte ausgeklopft und 3 Mal mit 200 ul Waschpuffer (TBST) gewaschen. Mit dem
Sekundarantikdrper wurde 1 Std. bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen (3x mit je 200 pl
TBST) wurden 100 pl pNPP je Vertiefung zugegeben und 20 min bei RT inkubiert. Durch die
Abspaltung des Phosphatrests durch die alkalische Phosphatase entsteht das leicht gelbe p-
Nitophenol. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl NaOH (1 M) gestoppt. Die Menge
des gebildeten Produkts wurde photometrisch bei 405 nm gemessen. Uber Standardreihen mit
bekannter CelS-Konzentration (Abbildung 60, Anhang S. 131) konnte die CelS-
Konzentration in unbekannten Proben berechnet werden:

Formel 12 CelS [ug/ml] = (Absgosnm-t)/m

2.13 Bioinformatische Methoden
Die Auswertung der Sequenzendaten erfolgte mit den Programmen ARB, BLAST, DNasis,
Clone Manager und BioEdit.

2.13.1 ARB

Die phylogenetische Einordnung der Clostridien Cluster 111-Sequenzdaten wurde mit Hilfe

der ARB-Software durchgefiihrt (Ludwig et al. 2004). Die 16S rDNA-Sequenzen wurden

dabei mit einer ca. 300.000 Bakterien-Referenzsequenzen umfassenden Datenbank (www.arb-

silva.de, Stand 2011) verglichen, die mit der Sequenz von C. clariflavum (aus ribosomal

database project; http://rdp.cme.msu.edu/) ergénzt wurde. Es wurde ein automatischer
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Sequenzvergleich (alignment) durchgefihrt und manuell korrigiert. Die Einstellungen wurden
so gewdhlt, dass das Alignment der Sequenzen nur mit dem entsprechenden Genabschnitt
(328 bp) der Sequenzen der SILVA-Datenbank durchgefuhrt wurde. Phylogenetische
Dendrogramme wurden mit Hilfe der ARB-Software unter Verwendung der Maximum-
Likelihood-Methode berechnet. Die Funktion PROBE-DESIGN wurde zum Design der CllI-
Primer verwendet.

2.13.2 Clustalw
Das Alignment der Cohesin-Aminosauresequenzen wurde mit dem Programm ClustalW
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/) durchgefiihrt.

2.13.3 BLAST

Die Sequenzen der 16S rDNA-Bibliotheken, erhalten aus den Anreicherungen, wurden mit
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ausgewertet. Gruppen- und speziesspezifische Primer
wurden zusatzlich in silico mit BLAST getestet. Sequenzierte Gene (celR, cipA) wurden mit
BLASTxX mit der Proteindatenbank abgeglichen, um die Sequenzen und den Leserahmen zu
uberprifen.

2.13.4 DNASIS

Das Programm DNASIS (Hitachi Software Engineering Europe S.A.) wurde zum
Zusammenfligen von sequenzierten Genfragmenten und zur Anzeige von Primerbindestellen
verwendet.

2.13.5 Clone Manager
Mit der Software Clone Manager (http://www.scied.com) wurden sequenzierte Gene in ihre
Proteinsequenz translatiert.

2.13.6 BioEdit

Die Software BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml) wurde zum Alignieren
von Sequenzen, zum Design und zur Uberpriifung von Primern und Primerbindestellen sowie
zur Bestimmung von Sequenzahnlichkeiten verwendet.
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Monitoring-Methoden fiir Clostridien in Biogasanlagen

Um die fir die Hydrolyse von Lingocellulose wichtigen Bakterien in Biogasanlagen
quantifizieren zu koénnen und die Etablierung von Inokula in Technikumsfermentern
nachverfolgen zu konnen, wurden verschiedene Monitoring Methoden fir C. thermocellum
und C. stercorarium, die bereits als wichtige cellulolytische Spezies beschrieben wurden
(Zverlov et al. 2010), und fiur Clostridien des Cluster Il (CIII), dem viele cellulolytische
Spezies angehdren, entwickelt und getestet.

3.1.1 qPCR
Im Rahmen der Entwicklung und Evaluierung von quantitativen Nachweismethoden fir die
hydrolysierenden Bakterien wurden qPCR-Assays ausgearbeitet. Aus Fermenterproben von
Biogasanlagen wurde eine DNA-Isolierungsmethode mit dem Fast DNA Extraction Kit (MP
Bio) etabliert, bei welchem die Zellen mechanisch mit einem Bead Beater aufgeschlossen
werden. Mit den gewonnenen DNA-Proben wurde eine gPCR mit Oligonukleotid-Primern fur
16S rRNA-Gene von C. thermocellum, C. stercorarium und Bacteria durchgefiihrt. Dabei
wurde ein  SYBR-Green-Assay verwendet. SYBR-Green | ist ein intensiver
Fluoreszenzfarbstoff, der in doppelstrdéngige DNA interkaliert, wodurch sich das
Fluoreszenzsignal verstédrkt. Die Fluoreszenzzunahme korrelliert dabei mit der Zunahme des
PCR-Produkts. Bei der Quantifizierung einzelner Spezies in Umweltproben ist die Spezifitat
der Primer besonders wichtig, um nah verwandte Nichtzielorganismen nicht zu erfassen.
AuRerdem konnte die Nachweisgrenze fir unterreprasentierte Spezies durch Matrixeffekte
z.B. durch Inhibitoren aus Pflanzenbestandteilen erhéht sein.

3.1.1.1 Validierung

Fur die Quantifizierung der Kopienzahlen in den Proben wurden 2-4 Messungen
durchgefuhrt. Aufterdem wurde darauf geachtet, dass die Effizienz zwischen 90 und 110 %
lag, R? sollte groRer als 0,95 sein (Abbildung 15).
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Abbildung 15: C+-Werte von drei unabhangigen Plasmidstandard-Verdiinnungsreihen, aufgetragen gegen
log10 der in der Probe enthaltenen rrs Kopien
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Primerspezifitat

Die Spezifitat der fir die Bakterienspezies C. thermocellum und C. stercorarium entwickelten
16S rDNA-Oligonukleotid-Primer wurde in silico mit BLASTn und experimentell in PCR-
Ansdtzen mit verwandten Spezies Uberpriift (Abbildung 16). Als Negativkontrollen dienten
nah verwandte Organismen, die somit eine gewisse 16S rDNA-Sequenzahnlichkeit zum
Target aufweisen, die aber nicht amplifiziert werden sollten. Um dies zu erreichen, wurden
die PCR-Bedingungen entsprechend stringent ausgelegt. Der Fluoreszenzanstieg trat in den
Proben mit Ziel-DNA mit den C. thermocellum- und C. stercorarium Primerpaaren nach

deutlich weniger Zyklen ein, als mit Nicht-Ziel-DNA.
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Abbildung 16: Fluoreszenzanstieg mit genomischer C. thermocellum-DNA, C. stercorarium-DNA oder
ddH,0O-Wasser im PCR-Ansatz mit C. thermocellum- (oben) und C. stercorarium-spezifischen Primern
(unten); es wurde jeweils die gleiche DNA-Menge eingesetzt

Aulerdem wurde nach jedem gPCR-Lauf eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um
unspezifische Produkte und Primerdimere, die bei niedrigerer Temperatur aufschmelzen
wirden, zu identifizieren. Mit beiden Methoden konnte die Spezifitdt der Primer belegt
werden. Die Primer fur Clostridien des Cluster Ill, zu dem ein Grof3teil der cellulolytischen
Clostridien gehort, wurden mit der Software ARB designt und berpriift. Die qPCR-Methode
zur Quantifizierung der Gesamtbakterienzahl in den Proben (als interner Standard) wurde mit
publizierten Primern (Fierer et al. 2005) angepasst. In Abbildung 17 sind die Schmelzkurven
einer qPCR mit Standards und Fermenterproben der fur C. stercorarium bzw. C.
thermocellum spezifischen 16S rDNA-Primer dargestellt. Die Schmelzkurven zeigen einen
Peak bei 85 °C (C. thermocellum) und 87,5 °C (C. stercorarium), die theoretisch berechneten
Schmelztemperaturen liegen bei 80 bzw. 83 °C. Der Peak der Standards (linke Abbildungen)
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stimmt mit dem Peak der Proben (rechte Abbildungen) Uberein, sie befinden sich bei der
gleichen Schmelztemperatur. Aullerdem ist kein weiterer Peak vorhanden. Das zeigt, dass
keine Primerdimere oder unspezifischen Produkte gebildet wurden, welche zu falsch-
positiven Ergebnissen flihren wirden.
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Abbildung 17: Schmelzkurvenanalyse mit C. thermocellum-Primern (oben) und C. stercorarium-Primern
(unten); links Standards und rechts Fermenterproben

Nachweisgrenze

Anhand der Plasmidstandards konnte die Kopienzahl, die noch eindeutig nachgewiesen
werden konnte, bestimmt werden. Unter der VVoraussetzung von mindestens 5 Zyklen Abstand
zu den Cr-Werten der Negativkontrollen lag sie fir die C. thermocellum-Primer bei 2*10°
Kopien pro ng DNA.

Vergleich der qPCR-Daten mit den Daten aus der Sequenzierung

Um die Ergebnisse verifizieren zu konnen, wurde eine Mischkultur mit bekannter
Bakterienzusammensetzung (Kultur #10) als Kontrolle mit der entwickelten g°PCR-Methode
untersucht. Bei der Quantifizierung von C. thermocellum, C. stercorarium und Cluster I1I-
Clostridien in der gDNA-Probe von Kultur #10, von der auch eine 16S rDNA-Genbank
erstellt wurde (Tabelle 14, S. 62: #10 auf Silage), wurden fir C. thermocellum &hnliche
Anteile festgestellt wie bei den Sequenzdaten (30 bzw. 35 %). Die grélte Abweichung tritt
bei der Quantifizierung von C. stercorarium auf, hier ist der mit gPCR ermittelte Anteil an
Bacteria 2,5 mal so grol3 wie der mit Sequenzierung ermittelte Anteil an Bacteria (71 bzw. 28
%). Die Sequenzierung der Genbank liefert einen CllI-Clostridien-Anteil von 63 %, mit der
gPCR sind es 112 % (Abbildung 18). Somit ist der mit gPCR ermittelte ClII-Anteil an
Bacteria 1,8 Mal so grof3 wie der mit Sequenzierung ermittelte Cll1-Anteil.
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Abbildung 18: Anteile der Cluster I11-Clostridien, C. thermocellum und C. stercorarium an der
Gesamtbakterienzahl in Kultur #10, bestimmt mit Sequenzierung einer 16S rDNA-Genbank (n=46) sowie
gPCR

3.1.1.2 Anwendung der qPCR mit Proben aus Biogasanlagen

Die C. thermocellum- und Bacteria-16S rDNA-Kopienzahlen in Proben aus Biogasfermentern
wurden mit qPCR bestimmt. Von den untersuchten Biogasanlagen wurden Anlage 103 und
104 thermophil (48 und 52 °C) betrieben, (siehe Tabelle, S. 20).

Tabelle 11: C+-Werte der gPCR fur C. thermocellum- und Bacteria-16S rDNA, mit jeweils 3ng DNA im
PCR-Ansatz; ND: nicht detektiert

Probe

6
14
25
29
33
101
102
103
104

Th. mathranii

E. coli

MQ

C. thermocellum
30,5
29,8
30,8
29,4
25,0
25,4
27,5
29,4
28,4
30,3
29,8
28,9

Bacteria
11,9
13,4
14,2
15,4
16,0
14,1
15,2
12,1
13,7
ND
ND
28,3

Tabelle 11 zeigt die erhaltenen Ci-Werte der Quantifizierung von C. thermocellum und
Bacteria in Biogasfermenterproben mit qPCR. Die Quantifizierung erfolgte mit DNA in
jeweils gleicher Konzentration, es wurden 3 ng fir die Quantifizierung eingesetzt. Mit den
Bacteria-16S rDNA-Primern lieferte die qPCR C+y-Werte zwischen 11,9 und 16,0, die
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Negativkontrolle ddH,O hatte einen Cy-Wert von 28,3. Der Abstand der C+-Werte zwischen
der Probe mit der geringsten Bacteria-Kopienzahl und der Negativkontrolle liegt bei 12,3
Zyklen. Da die Ziel-DNA in jedem Zyklus theoretisch verdoppelt wird, ware das in 12,3
Zyklen eine Erhéhung um den Faktor 5042,8 (2'2%). Somit war der Wert fir die
Negativkontrollen zu vernachlassigen. C. thermocellum dagegen war in den untersuchten
Proben aus Biogasfermentern nicht nachweisbar. Die Ct-Werte der Fermenterproben waren
zwischen 25,0 und 30,8 und damit im Bereich der Negativkontrollen, welche sehr niedrig
waren und zwischen 28,9 und 30,3 lagen. Theoretisch sollte bei den Negativkontrollen kein
Amplikon gebildet werden und somit nach 40 Zyklen kein Floureszenzsignal detektiert
werden.

Nachweis nach Anreicherung

Um zu klaren, ob C. thermocellum unter dem Detektionslimit war oder gar nicht in den
Proben vorhanden war, wurden die Fermenterproben 14, 102 und 104 bei 42 und 60 °C auf
Cellulose angereichert und der C. thermocellum-Anteil mit g°PCR bestimmt. C. thermocellum
konnte in den 60 °C-Anreicherungen nachgewiesen werden, (Ct-Werte zwischen 15,7 und
19,0; Abbildung 19) in den 42 °C aber nicht, die Ct-Werte lagen mit 27,5 bis 28,6 nicht
signifikant unter den Cr-Werten der Negativkontrollen. Das zeigt, dass C. thermocellum in
den Fermenterproben vorhanden war, aber die entwickelte gPCR-Methode nicht sensitiv
genug fur einen direkten Nachweis war, was evtl. durch Co-Extraktion einer grofReren Menge
pflanzlicher DNA verursacht sein kdnnte.
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Abbildung 19: C+-Werte der C. thermocellum-16S rDNA-gPCR mit DNA aus Fermenterproben und nach
Anreicherung in GR-Medium mit Filterpapier bei 42 und 60 °C

3.1.2 RT-qPCR

Um den Effekt der Co-Extraktion pflanzlicher DNA zu eliminieren und damit die
Nachweisempfindlichkeit auf Speziesebene zu erhdhen, wurde ein Reverse Transkriptase
(RT)-gPCR-Assay entwickelt. Da dieser Nachweis auf der Amplifikation von gebildeter
rRNA basiert, die bei aktiven Zellen in sehr viel hoherer Kopienzahl vorliegt (ca. 15000
Kopien/Zelle, Cammarano et al. 1986, Woese et al. 1980), wirden hauptséchlich die

51



Ergebnisse

metabolisch aktiven Bakterien im Fermenter detektiert. Flr die RT-qPCR wurden die fir die
gPCR entwickelten C. thermocellum- und C. stercorarium-Primer, ein fur celS von C.
thermocellum spezifisches Primerpaar sowie Primer flr Clostridien Cluster 111-16S rDNA
verwendet.

3.1.2.1 Methodenentwicklung und -validierung

Probentransport

Um eine Beeintrachtigung des rRNA-Gehalts durch den Probentransport auszuschlief3en,
wurden verschiedene Transportmethoden getestet. Dabei erwiesen sich temperierte 1 I-
Behalter in Styroporboxen bei einer Transportzeit von maximal 4 Stunden. und direkt
anschlieBender RNA-Extraktion als gut geeignet. Die gemessenen Bakterien-rRNA-
Kopienzahlen waren bei dieser Transportmethode im selben Bereich wie in Proben, die nach
dem Transport Uber Nacht bei Betriebstemperatur des Fermenters inkubiert wurden.

Kontrolle des vollstindigen DNA-Verdaus

Um den volistandigen Verdau der DNA zu kontrollieren, wurden bei der qPCR ein RT-
Ansatz, der ohne Reverse Transkriptase inkubiert wurde, mitgefuhrt. Bei vollstandigem DNA-
Verdau sind die Cr-Werte der Proben ohne Reverse Transkriptase durch Fehlen der cDNA im
Bereich der Negativkontrollen, theoretisch sollte kein Fluoreszenzsignal detektiert werden
(Abbildung 20). AuBerdem wurde der DNA-Verdau mit Agarosegel-Elektrophorese
Uberprift.
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Abbildung 20: C+-Werte der RT-gPCR von Fermenterproben mit Bacteria-16S rDNA-Primern
(Eub338/518); mit (+) und ohne (-) Reverse Transkriptase im Ansatz zur Uberpriifung des vollstandigen
DNA-Verdaus

Nachweisgrenze

Die ber Plasmidstandards bestimmte Nachweisgrenze der RT-qPCR war bei mindestens 5
Zyklen Abstand zwischen Standard und Negativkontrolle fiir C. thermocellum bei 2,0*10°
16S rRNA-Kopien, fiir C. stercorarium bei 2*10° 16S rRNA-Kopien und fiir Cl11-Clostridien
bei 1*10° 16S rRNA-Kopien. Das heiRt unter der Annahme von durchschnittlich 10.000 16S
rRNA-Kopien in aktiven Zellen waren etwa 200 C. thermocellum-Zellen, 20 C. stercorarium-
Zellen und 10 CllI-Clostridia-Zellen in den ca. 0,3 g fiir die RNA-Extraktion verwendeten
Fermenterproben noch nachweisbar.
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Vergleich der RT-qPCR mit Daten aus Sequenzierung

Der C. stercorarium-Anteil an CllI-Clostridien in drei Biogasanlagen wurde zum einen mit
der Klonierung und Sequenzierung des CIII-RT-gPCR-Produkts bestimmt (entspricht
Subcluster CIlI-3, Tabelle 17, S.69), zum anderen mit RT-gPCR (siehe Abbildung 37). Die
durch Sequenzieren erhaltenen C. stercorarium-Anteile sind mit 42, 13 und 38 % fur Anlage
Hu F2, 3F-2 und 55-1ph etwas hoher als die mit RT-gPCR erhaltenen Werte (19, 2 und 17 %;
Tabelle 12). Mit beiden Methoden wurde in Anlage HuF2 und 55-1ph ein héherer C.
stercorarium-Anteil festgestellt als in Anlage 3F-2.

Tabelle 12: C. stercorarium-Anteil an Cl11-Clostridien in Biogasanlagen HuF2, 3F-2 und 55-1ph, bestimmt
mit RT-gPCR und Sequenzierung von Cll1-rrs-cDNA-Bibliotheken

Biogasanlage

HuF2 3F-2 55-1ph
RT-qPCR 19% 2% 17%
Sequenzierung von ClII-rrs-cDNA-Bibliotheken;
n=26 (HuF2, 55-1ph), 32 (3F-2) 42% 13% 38%

3.1.2.2 Anwendung der RT-qPCR mit Proben aus Biogasanlagen

C. thermocellum-16S rRNA

Die Quantifizierungsmethode fur C. thermocellum 16S rRNA wurde mit Proben aus zwei
thermophilen Anlagen getestet. Die Cr—Werte der Proben aus Anlage 4 lagen zwischen 23,0
und 25,3 und somit deutlich unter den Ct—Werten der Negativkontrollen (34,6-35,8,
Abbildung 21).
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Abbildung 21: Ct-Werte der 16S rRNA-RT-gPCR mit spezifischen Primern fir C. thermocellum und
Proben aus zwei thermophilen Biogasanlagen; F: Fermenter; HFv: Hydrolysefermenter vorn; HFh:
Hydrolysefermenter hinten; MR: Methanreaktor; E: Endlager

Die Negativkontrollen mit C. stercorarium- und E.coli-DNA lieferte keinen Cy-Wert. Der C+-
Wert der Probe aus Anlage 3 war bei 31,7, der Unterschied zum niedrigsten Cy einer
Negativkontrolle ist 2,9 Zyklen und somit zu gering flr einen eindeutigen Nachweis von C.
thermocellum in dieser Probe. In einer vor der DNA-Extraktion mit C. thermocellum-
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Uberstand versetzten Probe aus Anlage 3 war C. thermocellum eindeutig nachweisbar, der Ct
lag bei 21,2, was die Funktionalitit der C. thermocellum-Nachweismethode belegt.

Die berechneten 16S rRNA Kopienzahlen in den Fermenterproben aus Anlage 4 bewegen
sich im Bereich 10™ pro Gramm TS (Abbildung 22). Bei angenommenen 10.000 16S rRNA-
Kopien je Zelle waren das 10" C. thermocellum pro Gramm TS. Da der TS-Gehalt dieser
Proben 10 % ausmacht, waren also 10° C. thermocellum in 1 g Fermenterinhalt. Das bedeutet,
dass unter der Annahme von ca. 10° Bakterien pro g Fermenterinhalt in Anlage 4 1/1000 der
Bakterien C. thermocellum sind.
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Abbildung 22: C. thermocellum-16S rRNA-Kopienzahlen in Fermentern der Biogasanlage 4, bestimmt mit
RT-qPCR; HFv: Hydrolysefermenter vorn; HFh: Hydrolysefermenter hinten; MR: Methanreaktor; E:
Endlager; n=1

C. thermocellum-celS-mRNA

Zusatzlich zu den C. thermocellum-16S rDNA-Primern wurden auch Primer fir celS von C.
thermocellum verwendet, um die Transkription der fur den Celluloseabbau wichtigen
Exoglucanase CelS messen zu kénnen und die cellulolytische Aktivitat von C. thermocellum
quantifizieren zu konnen. Mit diesen Primern wurde die celS-mRNA in den Proben aus
Anlage 4, in denen 16S rRNA von C. thermocellum nachgewiesen werden konnte,
quantifiziert. Wie in Abbildung 23 ersichtlich, war in keiner der Proben eine fur die
Quantifizierung ausreichende celS-mRNA Konzentration vorhanden. Der Unterschied der
Ct—Werte der Proben zu den Negativkontrollen war maximal 3,7 Zyklen und damit nicht
signifikant.
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Abbildung 23: Cr-Werte der celS-RT-gPCR mit Proben 4HFv, 4HFh, 4AMR und 4E aus Biogasanlage 4;
HFv: Hydrolysefermenter vorn; HFh: Hydrolysefermenter hinten; MR: Methanreaktor; E: Endlager
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3.1.3 FISH

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) werden Bakterien Uber spezifische
Sonden, die an die rRNA hybridisieren und mit einem Fluoreszenzmikroskop detektiert
werden, nachgewiesen. In dieser Arbeit wurden Sonden fir C. thermocellum mit Reinkulturen
in synthetischem Medium (GS2) erfolgreich getestet (Abbildung 24, links). In GR-Medium
und Fermenterproben war der Nachweis von Bakterien aufgrund der Hintergrundfluoreszenz
des ligninhaltigen Materials, das sich nicht vollstdndig abtrennen lieB, z.T. schwierig
(Abbildung 24, rechts). Eine von Lunau et al. (2005) beschriebene und leicht modifizierte
Methode, um Bakterien aus Sedimenten und trilben Umgebungen zu mikroskopieren, wurde
angewandt. Die Bakterien wurden mit Ultraschallbehandlung von der Substratoberflache
geldst und durch Zentrifugation getrennt. Ausschlie3lich mit der fiir die Sonde geeigneten
Anregungswellenldnge konnte ein Fluoreszenzsignal detektiert werden, mit den anderen zur
Verfligung stehenden Anregungswellenldangen nicht (Abbildung 25). Allerdings waren die
Ergebnisse nicht fur alle Proben reproduzierbar, und je nach Beschaffenheit der
Fermenterproben war die Hintergrundfluoreszenz trotz der Vorbehandlung z.T sehr stark.
Weitere Vorbehandlungsmethoden, wie die Behandlung mit Toluidinblau nach Smith und
McCully (1978) und Kryoschnitte, wurden getestet, aber ohne Erfolg. Deshalb wurde die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung als Monitoring-Methode fur Bakterien in Biogasanlagen
nicht weiter verfolgt.

Abbildung 24: FISH mit C. thermocellum-Sonde (C. thermocellum1258; Burell et al. 2004), getestet mit C.
thermocellum-Reinkultur in synthetischem Medium GS2 (links) und in GR-Medium (rechts)

Abbildung 25: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung einer vorbehandelten Fermenterprobe mit der C.
thermocellum-Sonde; Aufnahmen bei verschiedenen Anregungswellenldngen; unten rechts ist die
Uberlagerung aller Aufnahmen
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3.1.4 Immunologische Nachweismethoden

Uber eine phylogenetische Einordnung spezifischer Bakterien kann keine Aussage iber die
Fahigkeit zur Hydrolyse von Polysacchariden getroffen werden, da sich innerhalb eng
verwandter Bakterien sowohl hydrolytische als auch nicht-hydrolytische Arten befinden
kdnnen. Neben der Untersuchung der Transkription von Genen, die fir hydrolytische Proteine
codieren, stellen Proteom-Analysen eine geeignete Mdoglichkeit dar, hydrolytischen
Hauptvertreter in Biogasanlagen zu identifizieren. Durch den Nachweis von Cellulasen
konnten gezielt hydrolytisch aktive Bakterien quantifiziert werden. Aus diesem Grund wurden
immunologische Nachweismethoden fiir CelS von C. thermocellum entwickelt und getestet.
Die Isolierung von cellulolytischen Proteinen erfolgte durch Denaturierung mit Harnstoff und
anschlieBender (NH;).SO4-Fallung. Die Denaturierung mit SDS und eine Ultrafiltration mit
100 K Macrosep Saulen (Pall) erwiesen sich als ungeeignet, da die Membranen durch Partikel
in der Fermenterprobe verstopften, und mit SDS nicht genligend Protein gewonnen werden
konnte.

3.1.4.1 Western Blot

Proteinextraktion aus Fermenterproben und Antikérperspezifitit

Um die Proteinextraktionsmethode und die Spezifitdt der Antikorper zu testen, wurden
extrazellulére Proteine aus einer C. thermocellum-Reinkultur, einer Fermenterprobe versetzt
mit C. thermocellum-Reinkultur 1:1 (v/v) (Positivkontrollen), einer Fermenterprobe, sowie
Clostridium saccharobutylicum-Zellextrakt als Negativkontrolle mit einer SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieBend ein Western Blot mit polyklonalen Anti-CelS-Antikdrpern
durchgefuhrt. Dabei konnte CelS (82 kDa) in den Positivkontrollen [Abbildung 26 (1), (2)]
nachgewiesen werden. In der Fermenterprobe und der Negativkontrolle konnte CelS nicht
nachgewiesen werden [Abbildung 26 (3), (4)].

(1) 2 () @

72KD  —

Abbildung 26: Western Blot mit Antikdrpern gegen CelS von C. thermocellum; (1) C. thermocellum-
Reinkultur in GR-Medium und Cellulose; (2) Fermenterprobe+C. thermocellum-Reinkultur (1:1, v/v) in
GR-Medium; (3) Fermenterprobe; (4) Negativkontrolle C. saccharobutylicum; jeweils 3,54 pg Protein
aufgetragen

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze der CelS-Antikorper im Western Blot wurde mit einer CelS-
Konzentrationsreihe von 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,35, 0,5, 1 und 2 pg Protein (Uberstand
der C. thermocellum-Mutante SM901, die keine Cohesine exprimiert) bestimmt. Unter der
Voraussetzung, dass 1,2 % der Proteine CelS sind (Gold und Martin 2007), waren 2,4 ng CelS
noch zu erkennen; das entspricht 0,2 pg Gesamtprotein (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Bestimmung der Nachweisgrenze fir C. thermocellum-CelS mit Anti-CelS-Antikérpern;
aufgetragen wurde Protein aus Uberstand der C. thermocellum-Mutante SM901, die keine Cohesine
exprimiert; M: Protein-GrdRenstandard

Western Blot mit Fermenterproben

Um die Anwendung des Western Blots in der Praxis zu testen, wurde dieser mit
Fermenterproben, in denen C. thermocellum mit RT-gPCR nachgewiesen werden konnte,
durchgefuhrt. Im mit C. thermocellum inokulierten Modellfermenter der Universitét
Hohenheim (Kapitel 3.7.2, S. 89) konnte CelS jedoch nicht nachgewiesen werden (
Abbildung 2828, HF+In). Die Verdinnung der C. thermocellum-Reinkultur durch die
Inokulation in den Fermenter betrug 1:10 (v/v). In der Positivkontrolle HF+Cth (1:1), bei der
die Fermenterprobe 1:1 (v/v) mit C. thermocellum-Reinkultur versetzt wurde, konnte die C.
thermocellum-Cellulase CelS detektiert werden.

M HF HF+In HF+Cth(1:1) Cth-Cellulosom
130 kDa
100 kDa el
70kDa
55kDa -

Abbildung 28: Anti-CelS Western Blot mit Proben aus Hydrolysefermenter Hohenheim vor Inokulation
(HF), Hydrolysefermenter Hohenheim mit C. thermocellum NB2 (HF+In; 2x aufgetragen),
Positivkontrollen Hydrolysefermenter mit C. thermocellum-Uberstand [HF+Cth (1:1), 2x aufgetragen]
und aus C. thermocellum-Kultur gereinigtes Cellulosom; jeweils 1/100 des Gesamtprotein aus 250 ml-
Fermenterprobe bzw. 50 ml-Reinkultur aufgetragen; M: Protein-Groél3enstandard

3.1.4.2 ELISA

Da ein Proteinnachweis Uber einen Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) eine
sensitive Quantifizierung der Proteinmenge erlaubt, wurde diese Methode mit den im Western
Blot eingesetzten Antikorpern getestet.

Mit dem entwickelten ELISA konnte in den Batchkulturen mit C. thermocellum bzw. der C.
thermocellum-enthaltenden Mischkultur #10 CelS nachgewiesen werden, sowohl auf
Cellulose, als auch auf Substrat 1 gewachsen (Abbildung 29). Die CelS-Konzentration ist bei
der auf Substrat 1 gewachsenen C. thermocellum-Reinkultur geringer (2,0 pg/ml) als in der
auf Cellulose gewachsenen (2,8 pg/ml). In einer Fermenterprobe (250 ml) konnte CelS auch
nach vorheriger Zugabe von Protein aus 50 ml C. thermocellum-Kulturiberstand nicht
nachgewiesen werden, die Werte lagen im Bereich der Negativkontrolle. Das zeigt, dass der
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immunologische Nachweis der C. thermocellum-Cellulase CelS prinzipiell moglich ist. Um
diesen Test in der Praxis anzuwenden, musste er aber optimiert werden.
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Abbildung 29: ELISA mit Anti-CelS-Antikdérpern und Kulturiiberstdnden von C. thermocellum- bzw.
Anreicherung #10 als Positivkontrollen sowie einer mit RT-gPCR fir C. thermocellum positiv getesteten
Fermenterprobe, einer mit Protein aus C. thermocellum-Kulturtiberstand gespikten Fermenterprobe und
einer Negativkontrolle; n=2

3.2 Medium fiir cellulolytische Kulturen

Um cellulolytische Kulturen aus Umweltproben anzureichern, wurde ein Medium bestehend
aus 25 % Garrest in Leitungswasser (GR-Medium) getestet. Es zeigte sich, dass in einer
Mischung aus flissigem, abzentrifugiertem Garrest aus einer einphasigen Biogasanlage
(Pellmeyer) und Leitungswasser cellulolytische Kulturen angereichert werden konnten. Dabei
hatte die Konzentration des Gérrestes einen Einfluss auf Wachstum und Abbaurate der
hydrolytischen  Kulturen.  Weitergehende Versuche zeigten, dass hydrolytische
Bakterienkulturen mit 25 % GR in Leitungswasser mindestens ebenso gut wachsen wie in
synthetischen, speziell auf die Clostridien-Anzucht zugeschnittenen Labormedien.

3.2.1 Garrest (GR)-Medium

Flussiger GR hat sich als geeigneter Medienzusatz fur hydrolytische Bakterien erwiesen. Die
optimale Menge an fliissigem GR wurde mit der cellulolytischen Anreicherung #10 (Tabelle
13, S. 61) bei 60 °C und pH 7,4 ausgetestet, d.h. die Menge an Faserabbau (Abnahme der TS)
in Gegenwart verschiedener Mengen an GR nach drei Tagen gemessen. Dabei zeigte sich,
dass die Zugabe von GR zum Medium stimulierend auf den Abbau wirkt. Je héher der GR-
Anteil ist, desto hoher ist der Abbau. So wird ohne GR ein Substratabbau von 2,1 % erreicht,
mit 20 % GR ein Abbau von 16, 6 % und mit 40 % GR ein Substratabbau von 28,7 % nach
drei Tagen erreicht (Abbildung 30). Der Anfangs-pH-Wert steigt mit zunehmendem GR-
Anteil von 6,4 (0 % GR) auf 7,1 (40 % GR). Der End-pH nach drei Tagen ist mit 0 % GR bei
6,3, mit 40 % GR st er bei 5,8. Die groRere pH-Absenkung mit zunehmendem GR-Anteil
spiegelt die vermehrte Saurebildung und somit auch eine hohere Hydrolyserate wider.
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Abbildung 30: Substratabbau (Substrat 1) durch Kultur #10 nach 3 Tagen bei 60 °C mit verschiedenen
GR-Anteilen, sowie entsprechende Anfangs- und End-pH-Werte; n=1

3.2.2 Medium fiir Einzelkolonieausstrich auf Platte

Auf Basis der Ergebnisse durch GR-Zugabe im Medium wurden GR in verschiedenen
Konzentrationen zum Isolieren von cellulolytischen Reinstdammen ins Medium zugegeben.

Es zeigte sich, dass ein geringer Géarrestanteil von 1 % (Tabelle 6, S. 25, Methoden 1 und 2)
zum sichtbaren Wachstum von Kolonien mit Hofbildung durch Cellulose-Hydrolyse fiihrte
(Abbildung 31). Es wurden sowohl mit einem Verdlnnungsausstrich als auch durch Mischen
einer geeigneten Verdiinnung mit dem Overlay-Agar vor dem Uberschichten der Agarplatte in
einer sauerstofffreien Stickstoffatmosphéare gute Ergebnisse erzielt. Nach 3-maligem
Ausplattieren der cellulolytischen Stdmme wurden diese in flussiges GS2-Medium mit
Cellulose (Filterpapier Whatman No. 1) tberimpft und bei 60 °C inkubiert.

Abbildung 31: Platte mit Héfen (Cellulose-Hydrolyse) und lichtmikroskopische Aufnahme eines C.
thermocellum-Isolats mit Cellulosefaser
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3.3. Cellulolytische Kulturen: Zusammensetzung der Anreicherungen und

phylogenetische Einordnung der Isolate

Die Hydrolyse von Lignocellulose stellt den ,,Flaschenhals® bei der Methanisierung von
Biomasse in Biogasanlagen dar. Da hier ein groRes Potential zur Effizienzsteigerung von
Biogasanlagen herrscht, war die Untersuchung cellulolytischer Bakterienkulturen ein
wichtiger Punkt dieser Arbeit. Um das hydrolytische Potential von Mischkulturen zu
untersuchen, wurden aus 30 verschiedenen Quellen (Mist, Kompost, Biogasfermenter,
Viehweiden, Erde, Malztreber, Garrest) Kulturen mit Cellulose als Kohlenhydratquelle
angereichert. Durch Analyse des Abbaupotentials mit effektiv Cellulose-abbauenden
Anreicherungen und deren Bakterienzusammensetzung sollten Hinweise auf fur die
Hydrolyse besonders geeignete Bakteriengattungen und -gruppen und der mogliche Einsatz
solcher Anreicherungen als Inokula von Biogasanlagen erortert werden. Die mit Filterpapier
effizientesten Anreicherungen wurden fir weitergehende Analysen ausgewéhlt. Die
Anreicherungen wurden mit zwei Modellsubstraten inkubiert und das hydrolytische Potential
Uber den erzielten Abbau bestimmt, sowie ihre bakterielle Zusammensetzung untersucht. Da
eine der Anreicherungen als Inokulum fur Modellfermenter eingesetzt werden sollte, wurden
mit dieser Kultur die optimalen Bedingungen fur die Hydrolyse getestet. Zusatzlich wurden
aus den Anreicherungen cellulolytische Reinstdamme isoliert. Die Reinstdamme wurden
phylogenetisch eingeordnet und ihre Abbaueffizienz bestimmt. Der beste (pH-Toleranz,
hydrolytisches Potential) Reinstamm wurde ebenfalls als Inokulum eines Modellfermenters
verwendet.

3.3.1 Cellulolytische Mischkulturen

3.3.1.1 Anreicherung

Aus 30 verschiedenen Quellen wurden cellulolytische Kulturen mit Cellulose (Filterpapier)
als Substrat unter verschiedenen Bedingungen angereichert; die Kulturen, die den
effizientesten Filterpapierabbau bei den jeweiligen Bedingungen zeigten, wurden fur weitere
Analysen ausgewahlt. Ein Teil der Kulturen wurde pasteurisiert, um Sporenbildner selektiv
anzureichern. Bei pH 7,4 und 60 °C (bzw. 65 °C) waren Anreicherungen #10 (aus Mist), BK
(Biokompost Wurzer) und LfL (Kultur aus LfL-Fermenter; Maissilage, mesophil) die besten
hydrolytischen Kulturen mit Filterpapier (Tabelle 13). AuRerdem wurden im thermophilen
Bereich (60 °C) Anreicherungen bei pH 5,6 durchgefihrt, die drei Kulturen mit effizientem
Filterpapierabbau waren Kulturen A, B und C. Der pH-Wert 5,6 war der niedrigste pH-Wert,
bei welchem aus dem vorhandenen Probenmaterial cellulolytische Kulturen angereichert
werden konnten. Niedrige pH-Werte sind eine VVoraussetzung fir eine reine Hydrolysestufe in
Biogasfermentern, da dadurch eine Methanogenese unterdriickt werden kann (Prozessmodell
Biogas 1V, 2010). Zum Vergleich mit mesophilen Anreicherungen wurde mit Proben aus 13
Biogasanlagen zusatzlich bei 42 °C und pH 7,4 angereichert. Hier zeigten sich Kultur F14 und
Kultur F102, beide aus Pilot-Biogasanlagen der LfL, als geeignete hydrolytische Kulturen.
Zusétzlich wurden bei 60 °C und pH 7,4 cellulolytische Kulturen aus den 13 Biogasanlagen
ohne Selektion besonders effizienter Celluloseabbauer angereichert, um das hydrolytische
Potential der ausgewdhlten Anreicherungen #10, BK und LfL mit dem der Bakterien in
Biogasanlagen vergleichen zu kdnnen.
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Tabelle 13: Ubersicht der analysierten Mischkulturen

Kultur  Quelle Vorbehandlung Temperatur pH
#10 Misthaufen pasteurisiert 65 °C 7,4
BK Biokompost Wurzer nicht pasteurisiert 60 °C 7,4
LfL thermophiler einphasiger Fermenter der nicht pasteurisiert 60 °C 7,4
LfL (Mono-Mais)
F14 Pilotanlage 14 nicht pasteurisiert 42 °C 7,4
F102 Pilotanlage 102 nicht pasteurisiert 42 °C 7,4
A Trockenvergéarungsanlage AWM nicht pasteurisiert 60 °C 5,6
B HuF2 nicht pasteurisiert 60 °C 5,6
C TraNG nicht pasteurisiert 60 °C 5,6

3.3.1.1 Bakterienzusammensetzung

Die besten Anreicherungen (effizientester Filterpapierabbau) wurden auf ihre
Bakterienzusammensetzung hin untersucht. Dazu wurden 16S rDNA-Genbanken sequenziert
und z.T. durch ARDRA eine Gruppierung von OTUs (operational taxonomic unit) als
Vorauswahl durchgefuhrt (Kultur #10, BK und LfL). Aus jeder Gruppe wurden mindestens
zwei Klone sequenziert. Von Kultur #10 wurden ca. 1450 bp der 16S rDNAsequenziert, von
den anderen Kulturen Partialsequenzen mit ca. 900 — 1000 bp.

Thermophile Anreicherungen, pH 7,4

In Kultur BK (40 Klone analysiert) waren Bakterien mit 16S rDNA-Sequenzadhnlichkeit zu
Clostridium caenicola (23 %, Shiratori et al. 2009, Sequenzahnlichkeit > 92 %), C.
thermocellum (5 %, Sequenzéhnlichkeit 94 %), zu bisher nicht kultivierten Firmicutes (8 %)
und Clostridiaceae Bakterium Aso3 (3 %; Sequenzédhnlichkeit 92 %) und 63 % Bacillus sp.
(Abbildung 32). In Anreicherung #10 (30 Klone analysiert) waren zu C. thermocellum (50 %,
Sequenzahnlichkeit 98 %) und Thermoanaerobacter sp. (17 %, Sequenzahnlichkeit 97 %)
verwandte Bakterien sowie 17 % Clostridiaceae Bakterium Aso3 (Sequenzahnlichkeit 97 %)
und 17 % Bakterien, deren 16S rDNA-Sequenzen 91 % Ubereinstimmung mit bisher
unkultivierten Bakterien des Phylum Firmicutes zeigten. Anreicherung LfL zeigte bei der
Analyse von 23 Klonen die grofite Diversitat der drei thermophilen Anreicherungen (bei pH
7,4). Diese Anreicherung enthielt Bakterien mit  Sequenzahnlichkeit  zu
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum (26 %, McClung 1935, Sequenzé&hnlichkeit
> 94 %), Clostridium thermopalmarium (22 %, Soh et al. 1991, Sequenzéhnlichkeit 98 %), C.
stercorarium (9 %, Sequenzahnlichkeit 94 %), Thermobrachium celere (4 %,
Sequenzéhnlichkeit 98 % und unkultivierte Bakterien des Phylum Firmicutes (39 %), darunter
17 % Bacillus sp. In Anreicherungen #10 und LfL ist der Anteil an Bakterien der Klasse
Clostridia mit jeweils 83 % sehr hoch. In Anreicherung BK war ein hoher Anteil an Bacilli
(63 %) der Anteil an Clostridia lag bei 30 %. Der Anteil Bakterien mit hoher
Sequenzéhnlichkeit zu bekannten und kultivierten cellulolytischen Spezies ist in den nicht-
pasteurisierten Anreicherungen BK und LfL mit 5 % zu C. thermocellum verwandten bzw. 9
% zu C. stercorarium verwandten sehr gering, in der pasteurisierten Anreicherung #10 mit 50
% zu C. thermocellum verwandten Bakterien deutlich hoher.
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Abbildung 32: Néachste verwandte Bakterien der bei 60 °C und pH 7,4 angereicherten cellulolytischen
Kulturen; Sequenzen erhalten mit allgemeinen Bacteria-16S rDNA-Primern (616/630); Gruppierung mit
ARDRA (fur Anreicherung #10 und LfL); Auswertung mit BLAST; BK: n=40, #10: n=30, LfL: n=23

Einfluss des Substrats auf die Bakterienzusammensetzung

Der Einfluss des Substrats auf die Bakterienzusammensetzung wurde mit Kultur #10 bei 60
°C in 10 % sterilfiltriertem GR-Medium untersucht. Als Substrat wurden Cellulose (Whatman
Filterpapier) und Silage (Substrat 1) verwendet.

Tabelle 14: Substratabhéngige Zusammensetzung der thermophilen Anreicherungen #10; Sequenzen
erhalten mit allgemeinen Bacteria-16S rDNA-Primern (616/630), Auswertung mit BLAST

Anteil [%] Sequenzahnlichkeit

Cellulose Silage
BLAST-Ergebnis n=30 n=46
Clostridium thermocellum 50 35 96-100 %
Clostridium stercorarium 28 91-100 %
Thermoanaerobacter sp. 17 4 95-100 %
Clostridiaceae Bakterium Aso3 17 22 99-100 %
Symbiobacterium thermophilum IAM 14863 4 92 %
uncultured Firmicutes 17 4
uncultured Bacillus sp. 2
Gesamt 100 % 100 %
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Mit dem Mischsubstrat Silage (Substrat 1) war die Diversitat hoher als mit Cellulose, es
wurden sieben OTUs gefunden (Tabelle 14). Im Gegensatz dazu tauchten in der auf Cellulose
gewachsenen Kultur nur vier OTUs auf. Zu C. stercorarium verwandte Bakterien taucht nur
nach Kultivierung mit Silage auf (28 %), auRBerdem waren in Anreicherung #10 nach
Wachstum auf Silage zu Symbiobacterium thermophilum verwandte Bakterien (4 %, Ohno et al.
2000) und nicht-kultivierte Bacillus sp. (2 %). Der Anteil an Thermoanaerobacter sp. und an
C. thermocellum nahm nach Wachstum auf Silage ab (von 17% auf 4 % und von 50 % auf 35
%), auch der Anteil an nicht-kultivierten Firmicutes nahm von 17 % auf 4 % ab.

Thermophile Anreicherungen, pH 5,6

Die Sequenzierung von jeweils 31 Klonen aus Anreicherungen A, B und C zeigte, dass der
Anteil an Clostridia in den drei thermophilen Anreicherungen bei pH 5,6 jeweils 100 %
betrug; die Anreicherungen A, B und C enthielten zu C. cellulosi (He et al. 1991,
Sequenzahnlichkeit 94-99 %) verwandte Spezies (81, 68 und 10 %) als vermutlich
cellulolytische Mikroorganismen (Abbildung 33). In Anreicherung C war neben C. cellulosi
Bakterien mit 16S rDNA-Sequenzéhnlichkeit zu C. thermocellum (77 %, Sequenzéahnlichkeit
98-99 %) vermutlich cellulolytisch. In Anreicherung A kamen zusétzlich 13 % Caloramator
sp. vor. In Kultur B kam ein Bakterien-Cluster vor, welches die groRte Sequenzéahnlichkeit zu
Clostridium thermosuccinogenes (Drent et al. 1991) hat (3 %, Sequenzahnlichkeit 97 %) und
ein weiteres mit Sequenzahnlichkeit zu Coprothermobacter proteolyticus (26 %, Ollivier et
al. 1985, Sequenzéhnlichkeit 99 %). Anreicherung C enthielt zu C. thermosuccinogenes (10
%, Sequenzéhnlichkeit > 96 %) verwandte Bakterien. In allen drei Anreicherungen waren
weitere Clostridium sp. (6 und 3 %).

100%
90% m Clostridium sp.
80%
B Coprothermobacter
70% proteolyticus
60% = Caloramator sp.
g
—_ 0,
2 50% m C. thermosuccinogenes
< 40%
m C. thermocellum
30%
20% m C. cellulosi
10%
0% .

A B C
Abbildung 33: Nachste verwandte Bakterien der bei pH 5,6 und 60 °C angereicherten cellulolytischen

Kulturen; Sequenzen erhalten mit allgemeinen Bacteria- 16S rDNA-Primern (616/630), ausgewertet mit
BLAST; A, B, C jeweils n=31
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Mesophile Anreicherungen, pH 7,4

Die Analyse der beiden mesophilen Anreicherungen F14 und F102 ergab, dass 64 % bzw. 59
% der Bakterien zur Klasse Clostridia gehdren. Als dominante Gattung ist in Anreicherung
F14 mit 42 % der Sequenzen Clostridium, in Anreicherung F102 mit 36 % der Sequenzen
Streptococcus vertreten (Abbildung 34). Die einzige als cellulolytische bekannte Spezies der
Anreicherungen mit jeweils 7 % ist C. straminisolvens (Kato et al. 2004a, Sequenzahnlichkeit
> 08 %). Bakterien mit naher Verwandtschaft zu nicht-kultivierten Clostridiaceae machen
einen Anteil von 13 bzw. 20 % aus.

100% 204 )
o 2%0 Uncultured bacterium clone
0
90% +—— o ] 1 Acholeplasma equifetale
0
4% Enterococcus sp.
80% +— ————— —
36% Streptococcus sp.
70% — 8% ——— M Peptostreptococcaceae sp.
Lutispora thermophila
60% _*— -
3y Gl B Sporanaerobacter sp.
q” - -
E 50% Tissierella sp.
<
m Clostridiaceae bacterium
40%
m Clostridium acetireducens
0,
30% Clostridium subterminale isolate DSM 2636
20% ® Clostridium sporogenes
® Clostridium cochlearium
10%
® Clostridium sporosphaeroides
7% 7%
0% , , W Clostridium straminisolvens strain CSK1
F14 F102

Abbildung 34: N&chste verwandte Bakterien der bei pH 7,4 und 42 °C angereicherten Kulturen;
Sequenzen erhalten mit allgemeinen Bacteria-16S rDNA-Primern (616/630), ausgewertet mit BLAST;
F14: n=45, F102: n=44

Diversitat

Die Diversitat der Bakterien in den Anreicherungen wurde mit dem Shannon-Wiener-Index
bestimmt. Die mesophilen Mischkulturen F14 und F102, angereichert bei pH 7,4, wiesen die
groRte Diversitat auf, hier ist der Shannon-Wiener-Index am héchsten (2,26 und 1,88, Tabelle
15). Bei den thermophilen bei pH 7, 4 angereicherten Kulturen BK, #10 und LfL ist der
Shannon-Wiener-Index 1,07, 1,24 und 1,67. Die bei pH 5,6 angereicherten Kulturen A, B und
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C haben die geringste Diversitdt (Shannon-Wiener-Index 0,40, 0,72 und 0,64), was
vermutlich auf den niedrigen pH zurtickzufiihren ist, welcher fir eine geringere Spezieszahl
geeignet zu sein scheint.

Tabelle 15: Shannon-Wiener-Diversitats-Index der angereicherten cellulolytischen Kulturen

Kultur  Anreicherungsbedingungen Shannon-Wiener-Index
Temperatur [°C]/pH

BK 60/7,4 1,07
#10 65/7,4 1,24
LfL 60/7,4 1,67
A 60/5,6 0,40
B 60/5,6 0,72
C 60/5,6 0,64
F14 42/7,4 2,26
F102 42/7,4 1,88

3.3.2 Reinkulturen

Aus den cellulolytischen Mischkulturen konnten zehn Reinkulturen isoliert werden. Zur
phylogenetischen Analyse der isolierten Stimme wurde die gDNA isoliert und die 16S rDNA
amplifiziert, aufgereinigt und sequenziert. Alle isolierten Reinstdmme zeigten mindestens 99
% Sequenzahnlichkeit zu C. thermocellum ATCC 27405 (Tabelle 16; Sequenzen im Anhang).

Tabelle 16: Isolierte cellulolytische Reinstamme

Stamm

C. thermocellum 5g

C. thermocellum NB2

C. thermocellum T2

C. thermocellum BC1

. thermocellum LfL1
. thermocellum LfL2
. thermocellum 2g

. thermocellum #12

. thermocellum #17

O O o o0 o0

. thermocellum #18

Charakteristika

Starke Gelbfarbung des
Mediums

Schwache Gelbfarbung
des Mediums,
besonders schneller
Filterpapierabbau

Schwache Gelbfarbung
des Mediums

Starke Gelbfarbung des
Mediums, besonders
schneller
Filterpapierabbau
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Herkunft
Anreicherung #10

Thermophile Biogasanlage NB

Thermophile BiogasanlageTrabitz

Anreicherung BK (aus
Biokompost der Firma Wurzer)

Thermophiler Fermenter der LfL
Thermophiler Fermenter der LfL
Anreicherung #10
Anreicherung #10
Anreicherung #10
Anreicherung #10
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60 °C 67°C

Abbildung 35: Vier der isolierten C. thermocellum-Stamme bei 60 °C (links) und Stamm BC1 bei 60 °C
und 67 °C (rechts) in GS2-Medium

Da die Sequenzchromatogramme ohne Hintergrund waren wurde angenommen, dass es sich
um Reinstdmme handelt. Die Stdimme zeigten Unterschiede in der Koloniefarbe, bei den
Flussigkulturen zeigte sich bei den Stamme BC1 und 5g eine besonders starke Gelbfarbung,
die mit steigender Inkubationstemperatur abnahm (Abbildung 35). Die Stamme LfL1, LfL2,
20, #12, #17 und #18 wurden nicht naher untersucht.

3.4 Cellulolytische Clostridien in Biogasanlagen

3.4.1 Quantifizierung von C. thermocellum, C. stercorarium und CIII-Clostridien mit
RT-qPCR

Um Erkenntnisse Uber Mdoglichkeiten und Nutzen einer Inokulation von Biogasanlagen mit
spezialisierten Bakterienkulturen zu gewinnen, wurde das Vorkommen von C. thermocellum
und C. stercorarium, die als bekannte cellulolytische Spezies in den thermophilen
Anreicherungen vorkamen und bereits als wichtige cellulolytische Spezies beschrieben
wurden (Zverlov et al. 2010), in Biogasanlagen untersucht. In den untersuchten
Biogasanlagen Tabelle 5, S. 20) konnte jedoch C. thermocellum mit der verwendeten qPCR-
Technologie nicht nachgewiesen werden, die Ci-Werte waren im Bereich der
Negativkontrollen; der niedrigste Ct einer Probe war 29,5, der niedrigste Ct bei den
Negativkontrollen war 33,8 (Abbildung 36). Der Unterschied der Zyklenzahl bis zum
detektierbaren Fluoreszenzsignal zwischen Proben und Negativkontrollen von maximal 4,3
Zyklen wurde in dieser Arbeit als nicht signifikant angesehen.
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Abbildung 36: C+-Werte der RT-gPCR mit Proben aus Biogasanlagen und den C. stercorarium- bzw. C.
thermocellum-Primern; Negativkontrolle: Milli-Q-Wasser (MQ)

C. stercorarium dagegen konnte in allen 21 Proben eindeutig nachgewiesen werden. Die
hochsten Cy-Werte der C. stercorarium-RT-gqPCR wurden mit Proben aus Anlage 103F1 und
AWM Perklorat erhalten und waren bei 33,0 und damit deutlich unter den Cy-Werten der
Negativkontrollen, die bei 38,3 lagen bzw. kein Fluoreszenzsignal zeigten. Somit war dC+
mindestens 5,3 Zyklen und wurde damit in dieser Arbeit als signifikant angesehen. Der grofite
C. stercorarium-Anteil an CllI-Clostridien wurde in Anlagen HuF1 (32 %), BurgF (28 %)
und AWM GR (21 %) gemessen, 17-19 % der ClII-Clostridien macht C. stercorarium in
Anlagen HuF2, StimF und 55-1ph aus (Abbildung 37). In den anderen Anlagen war der
Anteil 3 % oder weniger, in Anlagen KirchM und 14F1 war der Anteil 0 %. Bezogen auf die
Gesamtbakterienzahl ist jedoch auch der C. stercorarium-Anteil sehr gering (max. 4 %, in
Anlage 55-1ph). Die in den hydrolytischen Anreicherungen vorkommenden Bakterien C.
stercorarium und C. thermocellum scheinen in landwirtschaftlichen Biogasanlagen
mengenmalig nicht dominant zu sein, jedoch lieferte die RT-gPCR mit Cluster IlI-
Clostridien-Primer flr alle untersuchten Fermenterproben ein Produkt, was die Anwesenheit
dieser Bakteriengruppe zeigt. Bei der CII-RT-gPCR war der Ct-Unterschied zwischen den
Proben und den Negativkontrollen mindesten 8,1 Zyklen. In Anlage 4 (thermophil) war der
mit RT-gPCR bestimmte CIlI-Clostridien-Anteil 36-38 % der Bakterien im
Hydrolysefermenter (Abbildung 38). In den thermophilen Anlagen 3F-2 und 55-1ph war der
Anteil 16 und 22 %, in allen anderen (liberwiegend mesophilen) Anlagen war der CllI-Anteil
unter 10 %, in Anlage StimF und TraNG war der Anteil des Clostridien Cluster Il an der
Gesamtbakterienzahl 0 %.
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Abbildung 37: Anteil C. stercorarium an Cl11-Clostridien in Fermenterproben (Mittelwert, n=4)
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Abbildung 38: Anteile Cll1-Clostridia an Bacteria in Fermenterproben (Mittelwert, n=4)

3.4.2 Analyse der Cluster III-Clostridien

Die RT-gPCR mit Cluster IlI-Clostridien-Primern lieferte fir alle 21 Fermenterproben ein
Produkt. Um zu Kklaren, welche Bakterien aus diesem Clostridien-Cluster eine Rolle beim
Celluloseabbau in Biogasanlagen spielen, wurde das RT-gPCR-Produkt mit den Clostridien
Cluster Il1-spezifischen Primern (CllI-rrs-cDNA) der drei Biogasanlagen HuF2, 3F-2, 55-1ph
(betrieben bei 45, 52 und 55 °C) kloniert und je 26-32 Klone sequenziert. Die Bindestellen
der CllI-Primer liegen in den variablen Regionen V4 und V5 (Abbildung 8, S. 13) der 16S
rDNA, das Amplikon sollte wegen der Verwendung der Primer fur die gPCR méglichst kurz
sein. Dies schrankt jedoch die Mdglichkeit der phylogenetischen Einordnung der
amplifizierten Sequenzabschnitte ein.

Der mit RT-gPCR bestimmte ClII-Anteil dieser Anlagen lag bei 2, 16 und 22 %, darunter
waren 19, 2 und 17 % C. stercorarium (Abbildungen 38 und 37). Die Sequenzierung des
klonierten CIII-PCR-Produkts (328 bp) ergab zehn CIlI-Subcluster (Abbildung 39). Die
groRten Ahnlichkeiten aller Sequenzen waren zu bisher nicht-kultivierten Bakterien der
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NCBI- und Silva-Datenbanken (Stand April 2012), was bedeutet, dass die Clostridien des
Cluster 111 - und damit wichtige cellulolytische Bakterien - in Biogasanlagen vermutlich zum
GroRteil bisher nicht kultivierte Spezies sind. Aufgrund der kurzen Sequenz von 328 bp
wurden die Cluster Bakteriengruppen zugeordnet.

Tabelle 17: Néchste verwandte und kultivierte Bakteriengruppen der 328 bp-Cl111-16S rRNA-Sequenzen
aus den Biogasfermentern HuF2, HeiRF und 55-1ph; Zuordnung mit BLAST und ARB

Cluster Anlage Anlage Anlage
HuF2 3F-2 55-1ph

Gruppe Klone Anteil Klone Anteil Klone Anteil
CoERIEe, - CCliL 2 8% 14 4% 9 35 %
straminisolvens/C.alkalicellulosi
C. termitidis/C.
cellobioparum/C. josui/C. Ciln-2 8 31% 9 28% 5 19 %
papyrosolvens/C. cellulolyticum
C. caenicola/C. stercorarium Cli-3 11 42% 4 13% 10 38 %
C. thermosuccinogenes Clll-4 2 6 %
Acetivibrio cellulolyticus CllI-5 2 6 %
Gracilibacter thermotolerans CllI-6 1 4%
Acidaminococcus intestinii Cin-7 1 4%
unc. Firmicutes Cli-8 3 12 %
C. thermocellum CIII-9 1 3% 1 4%
unc. Clostridia Cll-10 1 4%
Gesamt 26 32 26

Subcluster CIII-1 hatte als nachste kultivierte Spezies die Gruppe der cellulolytischen
Clostridien-Spezies C. clariflavum (Shiratori et al. 2009)/C. straminisolvens/C. alkalicellulosi
(Zhilina et al. 2005, Tabelle 17). Vertreter dieses Subclusters kamen in allen drei
Biogasanlagen vor (8, 44 und 35 % der Cluster IlI-Clostridien-Sequenzen). Subcluster C.
termitidis (Hethener et al. 1992)/C. cellobioparum (Hungate 1944)/C. josui (Sukhumavasi et
al. 1988)/C. papyrosolvens (Madden et al. 1982)/C. cellulolyticum (Petitdemange et al. 1984)
(CHI-2) war fur 31, 28 und 19 % der CllI-Sequenzen die nachste verwandte und kultivierte
Bakteriengruppe, und Subcluster C. caenicola/ C. stercorarium (CII1-3) fiir 42, 13 und 38 %
der CIII-Sequenzen. In Anlage 3F-2 war zudem ein Subcluster (CIHI-4) mit C.
thermosuccinogenes als ndchste verwandte und kultivierte Spezies vorhanden (6 %).
Verwandschaft zu Acetivibrio cellulolyticus (Patel et al. 1980) haben 6 % der Sequenzen aus
Anlage 3F-2 (CIII-5); 4 % der CIlI-Sequenzen aus Anlage 55-1ph waren zu Gracilibacter
thermotolerans (Lee et al. 2006) verwandt (CIlI-6), der né&chste zu Gracilibacter
thermotolerans  verwandte und  kultivierte  Mikroorganismus ist  Clostridium
thermosuccinogenes. 4 % der CIII-Sequenzen von HuF2 gehdren zur Gruppe
Acidaminococcus intestinii (Jumas-Bilak et al. 2007; CIlI-7), und somit ebenfalls zum
Phylum Firmicutes. In HuF2 war das Subcluster mit 12 % vertreten, welches nur als
uncultured Firmicutes environmental sample eingeordnet werden konnte (CI11-8). CII1-9 hat
als néchstes in Reinkultur kultiviertes verwandtes Bakterium C. thermocellum (3 und 4 % der
Sequenzen in Anlagen 3F-2 und 55-1ph); Subcluster CIII-10 wurde in dieser Arbeit als
uncultured Clostridia bezeichnet (4 % aus Anlage HuF2).
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Abbildung 39: Phylogenetisches Dendrogramm der Sequenzen der Cl11-rrs-cDNA-Bibliotheken aus

Biogasfermentern HuF2, 3F-2 und 55-1ph; erstellt mit der Software ARB unter Verwendung der
Maximum-Likelihood-Methode
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3.5 Hydrolytisches Potential und optimale Bedingungen fiir thermophile
hydrolytische Kulturen

3.5.1 Hydrolytisches Potential

Um das hydrolytische Potential der cellulolytischen Kulturen zu bestimmen, wurde der
Substratabbau (TS-Abnahme) mit den Modellsubstraten bei 60 °C und Inkubation Uber
mehrere Tage (je nach Versuch zwischen 1 und 7 Tage) bestimmt. Der Schwerpunkt dieser
Arbeit lag bei der Analyse thermophiler Bakterien. Die Hydrolyse lauft im thermophilen
Temperaturbereich schneller ab (Sanchez et al. 2000, Zabranska et al. 2000), was auch in
Abbauversuchen bei 42 und 60 °C mit aus Biogasanlagen angereicherten Kulturen bestétigt
werden konnte.

3.5.1.1 Selektierte Kulturen

Substratabbau der Anreicherungen #10, BK und LfL

Die Abbauleistung der bei pH 7,4 angereicherten thermophilen Mischkulturen #10, BK und
LfL wurde mit Substrat 2 untersucht. Es wurde 1, 3 und 7 Tage bei 60 °C inkubiert. Die
Abbauleistung von C. thermocellum ATCC 27405 wurde zum Vergleich ebenfalls bestimmt.
Die Mischkulturen bauten schon nach einem Tag Substrat 1 ab (12-14 %), wobei #10 mit 14
% am meisten abgebaut hat (Abbildung 40). Nach 3 Tagen war der Abbau der Mischkulturen
zwischen 24 und 27 %, C. thermocellum ATCC 27405 hat nach 3 Tagen mit 19 % am
wenigsten abgebaut. Auch nach 7 Tagen waren die Abbauraten der Mischkulturen mit Werten
zwischen 28 und 32 % hoher als bei C. thermocellum ATCC 27405, der mit 27 % die
geringste Abbaurate hatte. Die grofite oTS-Abnahme wurde nach 7 Tagen mit Kultur BK
erzielt (32 %).
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Abbildung 40: Substratabbau (Substrat 2) der Mischkulturen #10, BK und LfL sowie von C.
thermocellum ATCC 27405 nach 1, 3 und 7 Tagen bei 60 °C (Mittelwert und Standardabweichung, n=3)

Gasanalyse
Um evtl. vorhandene Methangasbildung zu untersuchen, wurde mit den Mischkulturen BK,

#10 und LfL eine Analyse des gebildeten Gases durchgefuhrt. Es wurde kein nennenswerter
CHy-Anteil gemessen (0-0,2 %; Tabelle 18), Kultur #10 wurde im Gegensatz zu Kulturen BK
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und LfL pasteurisiert, was den Unterschied von 0,2 % CH, erkl&ren kann, da in den nicht-
pasteurisierten Kulturen evtl. ein geringer Anteil methanogener Archaea vorhanden sein
konnte. In allen Anreicherungen findet im Inkubationszeitraum von 7 Tagen also ein reiner
Hydrolyse- und Versauerungsprozess statt. Da kein CH,4 entsteht, kann davon ausgegangen
werden, dass sich die gebildeten Fermentationsprodukte im Medium akkumulieren und ein
Verbrauch der gebildeten Sduren nicht der Grund fur den besseren Abbau durch die
Mischkulturen im Vergleich zu C. thermocellum ATCC 27405 ist.

Tabelle 18: Gasanalyse der Mischkulturen; Inkubation fir 10 Tage bei 60 °C, Substrat: Cellulose

Kultur CH, [%] 0, [%] CO, [%]
BK 0,2 07 57,9
#10 0,0 1,0 52,5
LFL 0.2 1,0 64,2

Abbaukinetik Kultur #10

Um den Zeitraum, in dem der Abbau stattfindet, genauer zu bestimmen, wurde die
thermophile Anreicherung #10 Uber 18, 24, 48, 66, 72, 89 und 96 Stunden bei 60 °C mit
Substrat 1 inkubiert und der Abbau bestimmt. In den ersten 18 Stunden war der Abbaugrad
mit 1,4 % sehr gering, stieg dann aber auf 5,1 % nach 24 Stunden und 17,4 % nach 48
Stunden (Abbildung 41). Nach 66 Stunden wurde ein Abbau von 27,5 % erreicht. Der pH-
Wert sank nach den Inkubationszeitraumen auf 7,16 (18 Std.) bis 5,81 nach 66 Stunden. Der
End-pH fiel auch nach langerer Inkubation bis 96 Stunden nicht unter 5,6, der maximale
Abbau war 28,7 % nach 96 Stunden. Die Hydrolyse und somit der oTS-Abbau des Substrats
fand v.a. im Zeitraum zwischen 18 und 66 Stunden statt.
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Abbildung 41: Substratabbau (Substrat 1) und End-pH der Anreicherung #10 bei 60 °C nach
verschiedenen Inkubationszeiten (Mittelwert und Standardabweichung, n=3)
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3.5.1.2Fermenterkulturen

Substratabbau von Fermenter-Anreicherungen

Um das Potential der Anreicherungen im Vergleich mit hydrolytischen Bakterien aus
Biogasanlagen einschétzen zu koénnen, wurden aus Biogasanlagen cellulolytische Kulturen
ohne Selektion besonders effektiver Kulturen angereichert. Die Anreicherungen fanden bei
pH 7,4 und 60 °C statt wie in Kapitel 2.9.1 beschrieben.

Die 13 Anreicherungen aus Biogasanlagen unterscheiden sich stark im mit Substrat 1
hervorgerufenen Abbau. Die Abbauraten nach 5 Tagen bei 60 °C lagen zwischen 12 und 22 %
(Abbildung 42). Die schlechteste Kultur wurde aus einem Nachgarer angereichert (NG06), die
beste Kultur aus dem Garrestlager (GRL) der Biogasanlage 101. Die selektierte Kultur LfL
zeigte mit 27 % einen deutlich héheren Abbau.
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Abbildung 42: Substratabbau (Substrat 1) von Kulturen aus Biogasanlagen nach 5 Tagen bei 60 °C;
Anreicherung mit Cellulose, ohne Selektion hydrolytisch besonders effizienter Kulturen; Anreicherung
LFL als selektierte Kultur zum Vergleich des Abbaupotentials (Mittelwert und Standardabweichung,
n=3)

3.5.1.3 Substratabbau der Isolate

Die Abbauleistung der isolierten C. thermocellum-Stdmme wurde mit Substrat 2 nach 2 und 5
Tagen Inkubation bei 60 °C bestimmt. Die isolierten C. thermocellum-Stimme bauten
unterschiedlich gut ab. AuBer Stamm T2 bauten alle neu isolierten C. thermocellum-Stdmme
besser ab als der Typstamm C. thermocellum ATCC 27405 (11,7 % nach 2 Tagen, 25,4 %
nach 5 Tagen; Abbildung 43). Stamm T2 hat mit 8,0 und 23,3 % nach 2 und 5 Tagen am
wenigsten abgebaut. Nach 2 Tagen hat Isolat BC1 nach der Co-Kultur aus BC1 und C.
stercorarium am meisten Substrat hydrolysiert (27,5 % vs. 28,9 %), nach 5 Tagen hat Kultur
NB2 mit 39,1 % sogar mehr abgebaut als die Co-Kulturen aus BC1 und Thermoanaerobacter
mathranii (38,8 %) und BC1 und C. stercorarium (38,1 %). Durch Co-Kultivierung von C.
thermocellum BC1 mit einem saccharolytischen oder hemicellulolytischen Bakterium konnte
der Substratabbau nicht signifikant erhoht werden.
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Abbildung 43: Substratabbau (Substrat 2) der Anreicherung #10, definierter Co-Kulturen und C.
thermocellum—Reinstémmen nach 2 und 5 Tagen bei 60 °C (Mittelwert und Standardabweichung, n=2)

3.5.2 Optimale Bedingungen fiir Hydrolyse

Fur die Bestimmung der Bedingungen fir einen maximalen Substratabbau die Parameter GR-
Anteil, Temperatur und pH getestet. Diese Parameter konnen im Modellfermenter leicht
eingestellt werden, um die Bedingungen fur ein Inokulum zu optimieren und dieses im
Fermenter zu etablieren.

3.5.2.1 Temperatur

Um die am besten geeignete Temperatur fiir eine effiziente Hydrolyse der Anreicherung #10
zu bestimmen und die Bedingungen im Fermenter fiir das Inokulum zu optimieren, wurde die
Abbaurate mit Substrat 1 bei 55, 60 und 65 °C nach einem und drei Tagen Inkubation
bestimmt und eine Faserstoffanalyse nach van Soest durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die
Hydrolyse von Hemicellulose und Cellulose bei 60 °C im Vergleich zu 55 und 65 °C deutlich
besser ablauft (Abbildung 44), obwohl die Kultur urspriinglich bei 65 °C angereichert worden
war. Der Abbau von Cellulose war nach einem Tag bei 60 °C 10 %, bei 55 bzw. 65 °C wurde
nur 7 bzw. 8 % der Cellulose hydrolysiert. Nach drei Tagen lag der Celluloseabbau bei 60 °C
bei 18 %, bei 55 bzw. 65 °C lag er nach drei Tagen bei 15 %. Auch der Hemicelluloseabbau
war nach einem und nach drei Tagen bei 60 °C am groBten (5 und 9 %). Bei 55 bzw. 65 °C
wurden nach einem Tag 4 % der Hemicellulose abgebaut, nach drei Tagen 9 bzw. 7 %.

74



Ergebnisse

25%
1d 3d
20% -
15% -

10% -

Abbau [%]

5% -

0% -
55°C 60°C 65°C 55°C 60°C 65°C

@|oslich OHemicellulose ®Cellulose @ Asche und Lignin

Abbildung 44: Substratabbau (Substrat 1) von Anreicherung #10 nach 1 und 3 Tagen bei verschiedenen
Inkubationstemperaturen; Differenzierung der Stoffgruppenanteile mit Van-Soest-Analyse (Mittelwert
und Standardabweichung, n=3)

3.5.2.2 Start-pH

Der Parameter pH spielt eine zentrale Rolle im Biogasprozess. Literaturdaten zeigen, dass fir
hydrolytische und acidogene Bakterien leicht saure pH-Werte geeigneter sind (Kaltschmitt
und Hartmann, 2001); vom Biogasforum Bayern wird fur die hydrolytischen Bakterien ein
pH-Optimum von 4,7 bis 6,5 angegeben (Prozessmodell Biogas I, 2010). In einphasigen
Anlagen wird das entstandene Acetat durch die parallel stattfindende Methanogenese
verbraucht, was zu einer Stabilisierung des pH im neutralen oder leicht alkalischen Bereich
flhrt. Durch Senkung des pH auf Werte zwischen 4,5 und 5,0 kann die Methanogenese in der
Hydrolysestufe zweiphasiger Anlagen unterdriickt werden, weil methanogene Bakterien
empfindlich auf solch niedrige pH-Werte reagieren (Prozessmodell Biogas 1V, 2010). Der fir
die Hydrolyse geeignetste Anfangs-pH-Wert wurde sowohl mit Substrat 2 als auch mit
Filterpapier fur die Mischkulturen und C. thermocellum-Reinkulturen bestimmt.

pH-Anderung GR- und GS2-Medium

Um den Einfluss des pH-Werts auf die Hydrolyse zu untersuchen wurde der Abbau
hydrolytischer Kulturen bei verschiedenen pH-Werten untersucht. VVorversuche zeigten, dass
sich der pH durch das Autoklavieren in Abhangigkeit vom Substrat unterschiedlich &ndert.
Deshalb werden als pH-Werte immer die aktuell gemessenen Werte nach dem Autoklavieren
angegeben. Die pH-Wert-Anderungen sind in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: pH-Anderung mit GS2-Medium und GR-Medium; soll: eingestellter pH; ist: nach dem
Autoklavieren gemessener pH

Abbauversuche mit Modellsubstraten

Kulturen #10 und LfL wurden 7 Tage bei 60 °C und Anfangs-pH-Werten von 4,8 bis 7,9
inkubiert. Der Abbau wurde Uber die TS-Abnahme bestimmt. Dabei zeigte sich, dass mit
Kultur #10 bei Anfangs-pH-Werten unter 6,2 kein Abbau mehr stattgefunden hat; mit Kultur
LfL war ab einer pH-Untergrenze von 5,7 kein Abbau mehr feststellbar (Abbildung 46). Bei
pH 7,9 war der Abbau mit Kultur LfL am besten (29 %). Auch fir Kultur #10 war der
Substratabbau bei héheren pH-Werten (ber 7,0 am besten (25 % Abbau bei pH 7,4). Der
Abbau nimmt bei beiden Anreicherungen mit steigenden pH-Werten von ca. 6,0 bis 7,25 stark
zu und erreicht bei pH-Werten von ca. 7, 5 bis 7,9 ein Maximum. Die pH 5,6-Anreicherungen
A, B und C, deren Abbauleistung bei einem pH-Wert von 6,4 und ansonsten gleichen
Bedingungen ebenfalls untersucht wurde, lagen mit 18-20 % Abbau unter dem maximalen
Abbau der pH 7,4-Anreicherungen, bei pH 6,4 waren sie aber deutlich besser als #10 und LfL,
welche bei diesem pH nur 4 % (und LfL ca. 6 %; Wert bei pH 6,3) des Substrats abgebaut
hatten. Dieser Versuch zeigt, dass fir die Hydrolyse pH-Werte zwischen ca. 7,25 und 7,9 am
geeignetsten sind und dieses pH-Optimum nicht durch den flr die Anreicherung der Kulturen
gewahlten pH-Wert begriindet ist. Allerdings ist zu beachten, dass durch die metabolische
Tatigkeit der Bakterien der pH-Wert absinkt und der End-pH deutlich niedriger liegt.
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Abbildung 46: Substratabbau (Substrat 2) der bei pH 7,4 angereicherten Kulturen #10 und LfL sowie der
bei pH 5,6 angereicherten Kulturen A, B, C nach 7 Tagen bei 60 °C, Start-pH mit HCI bzw. NaOH
eingestellt

In Vorversuchen zeigte sich, dass die Hydrolyse mit der untersuchten Kultur erst nach ca. 18
Stunden beginnt und nach 24 Stunden bereits messbarer TS-Verlust stattfindet (Abbildung
41). Die ersten Stunden des Substratabbaus zeigen, bei welchem pH die hydrolytischen
Bakterien in der Mischkultur am besten wachsen und extrazellulére hydrolytische Enzyme
herstellen, welche das Substrat spalten. In dieser Phase ist noch keine Endprodukthemmung
z.B. durch entstehende Cellobiosemolekdile oder einen fur die Bakterien hemmend wirkenden
pH zu erwarten. Im Falle einer langeren Inkubation ist die Aussage Uber den optimalen pH-
Wert im Batch schwierig, da die Einflusse des bei der Hydrolyse stetig sinkenden pH-Werts
und der Pufferwirkung des Mediums schwer zu beriicksichtigen sind.
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Abbildung 47: Substratabbau (Substrat 2) von Kultur #10 nach 21 Stunden bei 60 °C; der Start-pH
wurde nach dem Autoklavieren gemessen
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Der geeignetste pH-Wert fur Kultur #10 wurde bestimmt, indem der pH auf Werte zwischen
7,0 und 7,9 eingestellt wurde und der Abbau bei 60 °C nach mdglichst kurzer Inkubation (21
Std.) verglichen wurde. In diesem Versuch zeigt sich deutlich eine Grenze bei pH 7,4
(Abbildung 47). Von diesem pH-Bereich in Richtung pH 7,0 sinkt die Abbaurate stetig (von
ca. 14 % auf ca. 8 %), bei Erhéhung des Anfangs-pH Richtung 7,9 liegt die Abbaurate
konstant bei etwa 12-14 %

Abbauversuche mit Filterpapier

Ein weiterer Versuch bei 60 °C mit Filterpapier in GR-Medium und Anfangs-pH-Werten
zwischen 5,72 und 8,50 wurde mit allen Anreicherungen, den C. thermocellum Isolaten BC1
und NB2 und C. thermocellum ATCC 27405 durchgefiihrt. Der Filterpapierabbau wurde
visuell bestimmt und in vier Stufen (vollstandiger Zerfall des Filterpapiers, ca. 60-80 %
zerfallen, ca. 20-40 % zerfallen und nicht abgebaut) eingeteilt.

Bei pH 8,50 und pH 6,79 wurde das Filterpapier von allen Kulturen nach 6 Tagen abgebaut,
bei pH 8,13 und 7,25 war das Filterpapier schon nach 4 Tagen abgebaut (Tabelle 19). Bei pH
6,18 war mit Kulturen F14, F102 und dem Typstamm kein Filterpapierabbau zu erkennen, bei
Kulturen LfL, BK und A, B, C dauerte es mehr als 7 Tage, bis ein leichter Abbau zu erkennen
war. Kulturen #10, und die C. thermocellum-Stdamme BC1 und NB2 zeigten nach 7 Tagen
einen leichten Abbau des Filterpapiers (20-40 % Abbau). Bei pH 5,72 dauerte es 10 Tage, bis
ein leichter Abbau (20-40 %) von Kulturen LfL, BK, A, B und C zu erkennen war, wobei
Kulturen A und B etwas mehr Filterpapier abgebaut hatten (60-80 %).

Tabelle 19: Filterpapierabbau bei unterschiedlichen Start-pH-Werten; vollstandiger Abbau (+++), ca. 60-
80 % Abbau (++), ca. 20-40 % Abbau (+), kein Abbau (-); Inkubation bei 60 °C in GR-Medium

pH 5,72 6,18 6,79 725 | 813 8,50
Kultur Inkubationszeit 10d 7d 1d 6d 4d 4d 6d
#10 - + ++ |+ [ R
LfL + + (>7d) + +++ +++ +++ +++
BK + + (>7d) + +++ +++ +++ +++
F14 - - - +++ | R
F102 - - - +++ | R
A ++ + (>7d) ++ +++ +++ +++ +++
B ++ + (>7d) ++ +++ +++ +++ +++
C + + (>7d) ++ +++ +4+ +4+ +++
C. thermocellum BC1 - & + I ++ B -+
C. thermocellum NB2 = + + +H+ | AR
C. thermocellum - - - +++ |t

ATCC 27405
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Der fir die Hydrolyse beste pH-Bereich liegt fir die getesteten Kulturen zwischen ca. 8,13
und 7,25. Dieses Ergebnis bestatigt das Ergebnis fir die Hydrolyse mit Substrat 2; jedoch
wurde der Filterpapierabbau nur visuell bestimmt, weshalb der Abbau nicht genauer
differenziert werden konnte. Der Versuch untermauert aber die Erkenntnis, dass pH-Werte
unter 7,25 eher ungeeignet fiir die Hydrolyse sind; der Filterpapierabbau dauert in diesem pH-
Bereich langer (mind. 6 Tage fur vollstandigen Abbau). Bei pH-Werten von 7,25 und 8,13 ist
das Filterpapier von allen Kulturen nach 4 Tagen vollstandig abgebaut. Bei pH-Werten unter
6,18 kommt es bei keiner der getesteten Kulturen zu einem vollstdndigen Abbau des
Filterpapiers.

3.6 Unterschiede der C. thermocellum-Stamme

Ein wichtiger Ansatz, um die Hydrolyse in Biogasanlagen zu optimieren ist, Erkenntnisse
uber die am Prozess beteiligten Mikroorganismen und ihr Zusammenwirken zu gewinnen. Da
Mischkulturen aufgrund der gegenseitigen Wechselwirkungen, der komplexen Vorgange und
Synergismen der beteiligten Mikroorganismen schwer beziglich des Potentials einzelner
Bakterien zu untersuchen sind, ist es wichtig, neue cellulolytische Bakterien zu isolieren und
zu charakterisieren. In dieser Arbeit konnten zehn neue C. thermocellum-Isolate aus
Mischkulturen gereinigt werden, die Unterschiede in hydrolytischem Potential und
Morphologie zeigten. Die 16S rDNA-Sequenzen dieser Stimme waren in einem Bereich von
mindestens 1375 bp mindestens 99 % identisch. Vier dieser neu isolierten Stimme wurden
genauer untersucht. Teile der cellulolytischen Enzymsysteme (CipA, CelR) wurden mit
Sequenzvergleichen charakterisiert und mit bereits kultivierten C. thermocellum-Stammen
verglichen. AulRerdem wurden physiologische Untersuchungen durchgefiihrt, um evtl. weitere
Unterschiede der C. thermocellum-Stamme festzustellen.

3.6.1 Sequenzvergleiche

Weitere Verwandtschaftsbeziehungen der isolierten Stdmme wurden anhand von
Sequenzahnlichkeiten der Cellulosom-Komponenten CelR und CipA untersucht. CelR stellt
eine wichtige Endoglucanase von C. thermocellum dar. Es handelt sich um eine prozessive
Cellotetrahydrolase aus der Gykosid-Hydrolase-Familie 9 (GH9), die beim Aufbau des
Cellulosoms eine wichtige Rolle zu spielen scheint (Zverlov et al. 2005). Die
Strukturkomponente des Cellulosoms CipA bildet die nichtkatalytische Basis des
synergistisch wirkenden Enzymkomplexes, weshalb ihr eine gro3e Bedeutung zukommt.

3.6.1.1 CelR

Die DNA-Sequenzen der Cellulase CelR zeigen bei den Stammen NB2, 5g, T2, BC1, F7,
DSM 1313 und JW20 im Vergleich zu C. thermocellum ATCC 27405 weniger als 1 %
Unterschied. Es wurden drei Unterschiede in der Nukleotidsequenz (SNP) festgestellt
(Tabelle 20). Diese liegen an Position 729, 771 und 1753 der Typstammsequenz. SNP 1 ist
ein Austausch bei BC1 und T2 von Cytosin in Thymin, SNP 2 ist ebenfalls ein Austausch von
Cytosin in Thymin bei NB2 und 5g. SNP 3 ist ein Austausch von Adenin in Guanin bei den
Stdmmen BC1, NB2, 5g, und F7, der auch bei C. thermocellum DSM 1313 und JW20 vorliegt
und zu einem Aminosaureaustausch von Isoleucin zu Valin fihrt.
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Tabelle 20: Punktmutationen im celR-Gen der isolierten C. thermocellum-Stamme sowie der Stdmme
DSM 1313 und JW20 verglichen mit dem C. thermocellum-Stamm ATCC 27405

Position Mutation ~ Stamm

Nukleotid/Aminosaure

729/243 C>T/keine BC1, T2

771/257 C>T/keine NB2, 5g

1753/585 A>G/I>V  BCl, NB2, 5¢g, F7, DSM1313, JW20

3.6.1.2 CipA

Die Strukturkomponente des Cellulosoms von C. thermocellum ATCC 27405, CipA, hat eine
GroRe von ca. 200 kDa (ca. 5900 bp). Sie ist aus 9 Cohesin-Domanen mit jeweils ca. 150
Aminoséuren sowie einem CBM (carbohydrate-binding module), zwei Prolin- und Threonin-
reichen Linker-Domanen und zwei Dockerin-Domanen zusammengesetzt (Abbildung 7, S.
12).

CipA der C. thermocellum-Stdmme NB2, 5g, T2, BC1 und F7 zeigten GroRenunterschiede
sowohl auf Proteinebene (Abbildung 48) als auch auf DNA-Ebene (Abbildung 49). Die
Langenunterschiede des CipA im  SDS-Polyacrylamidgel stimmten mit den
Langenunterschieden der PCR-Produkte mit cipA-spezifischen Primern tiberein.

170kDa F 2 .=

=259
.
—_—

Abbildung 48: Proteine aus Kultur-Uberstand der C. thermocellum-Isolate aufgetrennt in einem
Polyacrylamid-Gradientengel (4-20%); je 2jug Protein aufgetragen; links und 2. Spur von rechts: Protein-
GroRenstandard

’] CipA

130kDa "R

-

95kDa W

72kDa ‘

26 kDa
17kDa

10kDa W |

F7 5g  NB2 T2 BC1

4 kb

3 kb ]CipA

2 kb
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1 kb

Abbildung 49: cipA-PCR-Produkte (Primer Cip7F/Cip8R) von genomischer DNA aus C. thermocellum F7
und den Isolaten 5g, NB2, T2 und BC1; links: GréRRenstandard
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Um die festgestellten GroRenunterschiede und Sequenzunterschiede von cipA zu
identifizieren, wurde das Gen der Stimme NB2, BC1, 5g, T2 und F7 sequenziert. Aufgrund
der stark homologen, repetetiven Cohesin-Domanen ist die Sequenzierung des Gens nicht
trivial, ein Alignment der ca. 900 bp langen, sequenzierten Reads oft schwierig.

| [ [ T | [ [ [ [ [ | F7,JW20, NB2, 5g
Cohl Coh2 CBM3 Coh3 Coh4 Coh5 Coht Coh8 Coh9

| [ [ T | [ | | [ [ [ | ATCC 27405, BC1, T2
Cohl Coh2 CBM3 Coh3 Coh4 Coh5 Coht Coh7 Coh8 Coh9

Abbildung 50: Bezeichnung der Cohesine der analysierten C. thermocellum-Stamme

Der auffalligste Unterschied des cipA der verschiedenen C. thermocellum-Stamme ist, dass
die Stamme NB2, 5g, F7 und JW 20 im Gegensatz zu C. thermocellum ATCC 27405, T2 und
BC1 nur 8 statt 9 Cohesine besitzen (Abbildung 50). Die Aminosauresequenz des
Gerustproteins CipA der untersuchten Stamme zeigt zahlreiche Unterschiede (Tabelle 21).
Aminosaureaustausche in den Regionen zwischen den Cohesinen kommen ausschlielRlich bei
den Stammen NB2, 59, BC1 und JW20 vor. Weiter fallt auf, dass es bei Cohesin 1 keinen, bei
Cohesin 2 einen (bei Stamm F7) und bei Cohesin 8 und 9 jeweils zwei
Aminosaureaustausche, und damit sehr wenige Unterschiede zwischen den Stammen gibt.
Cohesine 4, 5 und 6 haben mehrere Mutationen auf Aminosaureebene gegenlber dem
Typstamm ATCC 27405.

Tabelle 21: Unterschiede in der Aminosauresequenz von CipA der C. thermocellum-Stamme NB2, 5g, T2,
F7, JW20 und ATCC 27405; fett: nicht-konservative Aminosaureaustausche, Deletionen und Insertionen;
Aminosaurepositionen beziehen sich auf CipA von C. thermocellum ATCC 27405

Stamm Austausch Deletion Domaéne
F7 G300V G301 Cohesin 2
59, NB2 1437V CBM3
59, NB2, JW20, BC1, F7 PATTKP543 PT-reiche Linker-
NB2, BC1 S556T Domane
5g, NB2, JW20, BC1 R692K

5g, NB2, JW20, BC1 F596S Cohesin 3
59, NB2, JW20, BC1 D704G

59, NB2, JW20, BC1 T712P T713

5g, NB2, JW20, BC1 PVT714AS

BC1 S722P

BC1 VR725IK

5g, NB2, JW20, BC1 R741N .
5g, NB2, JW20 E774A Cohesin 4
BC1 E774K

5¢, NB2, JW20, BC1 DI777EL
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5¢ FAS03LT
T2 FA846LN N849
IW 20 K855R
5g, NB2, JW20, BC1 E870V TT882
5g, NB2, JW20, BC1 A8T2T
5g, NB2, JW20, BC1 LD887PN
5¢ P9O1T
T2 905+S
F7 P940L Cohesin 5
F7 A986V T987
F7,BC1 S994E
IW20 E1035V
IW20 A1037T TT1047
IW20 DLD1051DSN
BC1 D1051G
T2 VR1055KG
T2 V1059A
NB2 G1078S
IW20 D1115T Cohesin 6
5g, NB2, JW 20, BC1,
T2 E1159S
5g, NB2, JW20 K1185R
BC1 D1216G,
EL1272DlI,
T1280D, M1293I, Cohesin 7
E1311K, K1350R
5g, NB2, JW20, F7 1192-1356
5g, NB2, BC1 E1365V
5g, NB2, BC1 A1367T TT1377
5g, NB2, BC1 LD1382SN
JW20, F7 D1445T
Cohesin 8
5g, NB2 E1489S
5g, NB2, JW20, BC1 T1545A
JW 20 \V1585I _
IW 20 EL1601DI Cohesin 9
5g, NB2 P1693T
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Ein ClustalW-Alignment der Aminosauresequenzen der einzelnen Cohesine zeigte, dass die
Cohesine 1 aller Stamme starke Ahnlichkeiten aufweisen, ebenso die Cohesine 2 und die
Cohesine 9 (Tabelle 22 und Abbildung 64, S.135; Bezeichnung der Cohesine siehe Abbildung
50). Die Cohesine 4 der Stamme NB2, 5g, BC1 und JW20 und der Cohesine 3 aller Stamme
zeigen ebenfalls eine groRe Sequenzahnlichkeit. Coh4 von F7, Coh5 von NB2 und JW20
sowie Coh8 von NB2 und 5g haben die grofite Sequenzahnlichkeit zu Cohesin 4 des
Typstamms, Coh6 von BC1 zu Cohesin 5 des Typstamms, Coh6 von F7 zu Cohesin 6. Coh5
von 5g und T2 haben die grofite Sequenzubereinstimmung mit den Cohesinen 4 und 5 des
Typstamms, Coh5 von BC1, Coh8 von BC1, T2, F7 und JW20 mit Cohesinen 6 und 8. Coh4
von T2, Coh5 von F7, Coh6 von NB2, 5g, T2 und JW20 sowie Coh7 von BC1 haben mit
Cohesinen 4, 5, 6 oder 8 des Typstamms SequenzUbereinstimmungen, diese konnen keinem
dieser vier Typstamm-Cohesin direkt zugeordnet werden. Zu ATCC 27405 Cohesin 7 hat nur
Coh7 von T2 die grofite Sequenzahnlichkeit, was den Schluss zulasst, dass dieses Cohesin bei
den Stdmmen mit 8 Cohesinen fehlt.

Tabelle 22: Aminosduresequenzéhnlichkeit der einzelnen Cohesine zu den Cohesinen des Typstamms C.
thermocellum ATCC 27405; hellgrau: groite Ahnlichkeit zu Cohesin 4 und 5 von C. thermocellum ATCC
27405; mittelgrau: groRte Ahnlichkeit zu Cohesin 6 und 8 von ATCC 27405; dunkelgrau: groite
Ahnlichkeit zu Cohesin 4, 5, 6 und 8 von C. thermocellum ATCC 27405
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3.6.2 Physiologische Eigenschaften
Um die isolierten C. thermocellum-Stdmme naher zu charakterisieren, wurden physiologische
Eigenschaften wie Substrat- und Produktspektrum sowie Temperaturmaximum und unteres
pH-Limit fir Filterpapierabbau analysiert. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf Stamm
NB2 als Reprasentanten der Gruppe mit acht Cohesinen gelegt. C. thermocellum ATCC
27405 wurde in allen VVersuchen zum Vergleich mitgefuhrt.
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3.6.2.1 Substratspektrum

Das Substratspektrum der C. thermocellum-Stamme F7, NB2, BC1, 5g und T2 wurde
untersucht. Von den Substraten Glucose, Sorbitol, Arabinose, Galactose, Saccharose, Xylose,
Xylan und Starke konnten nur die Stamme NB2, BC1 und F7 Glucose verwerten, BC1 konnte
nach der langen Inkubationszeit von vier Tagen auch mit Sorbitol wachsen (Tabelle 23).
Jedoch war das Wachstum erst nach vier Tagen nachweisbar. Die anderen Substrate wurden
von keinem der Stamme, Cellulose und Cellubiose von allen Stdimmen verwertet.

Tabelle 23: Wachstumsverhalten einer Auswahl von Stdmmen mit verschiedenen Kohlenstoffquellen; + =
Wachstum, - = kein Wachstum (n=2)

Stamm Glucose  Sorbitol Arabinose Galactose Saccharose  Xylose Xylan Starke
BC1 + + - - - - -

NB2 + - - - - - -

F7 + = = = = = =

59 - - - - - - -

T2 - - - - - - -

thermocellum

ATCC 27405

3.6.2.2 Produkte

Bei der Untersuchung des Produktspektrums der Stimme BC1, NB2, 5g, T2, F7 und ATCC
27405 mit 1 % Cellulose (Filterpapier) als Substrat mittels GC-Analyse wurde Uberwiegend
Ethanol detektiert (0,05-0,1 %), aufierdem Acetat (0,01-0,03 %) und Isopropanol (0,003-0,008
%) (Abbildung 51). Es zeigten sich Unterschiede zwischen den Stdmmen; so hat F7 am
meisten Ethanol (0,1 %) und Acetat (0,03 %) produziert, NB2 hat am meisten Isopropanol
produziert (0,008 %). Am wenigsten Ethanol, Acetat und Isopropanol produziert hat Stamm
BC1 (0,05, 0,01 und 0,003 %). Aceton, Methanol, Butanol, Propionat und Butyrat wurden
von keinem der Stdamme gebildet.

0,11
0,10 T
0,09 T
0,08
_, 0,07
2. 0,06 O Isopropanol
T 0,05 PR
E 0,04 m Essigsaure
0,03 ® Ethanol
0,02
0,01
0,00 T T T T T
BC1 NB2 59 T2 F7 ATCC
27405

Abbildung 51: Gebildete Produkte der C. thermocellum-Stamme bei 60 °C in GS2-Medium mit 1 %
Cellulose (Mittelwert und Standardabweichung, n=2)
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3.6.2.3 Temperaturlimit

Um das Wachstumsverhalten und die cellulolytische Aktivitat bei hoheren Temperaturen bis
zu 69 °C zu untersuchen, wurden die Stdamme in GS2-Medium mit Filterpapier inkubiert und
der Abbau visuell dokumentiert (Abbildung 10, S. 22).

Bei 65 °C konnten alle Stdamme das Filterpapier vollstdndig abbauen, jedoch waren die
Stamme BC1 und NB2 deutlich schneller als die anderen C. thermocellum-Stdamme (Tabelle
24). Die Stamme NB2 und BC1 bauten das Filterpapier auch noch bei 67 °C ab. Bei 69 °C
zeigte keiner der untersuchten C. thermocellum-Stdmme mehr hydrolytische Aktivitat mit
Cellulose.

Tabelle 24: Filterpapierabbau der C. thermocellum-lsolate bei verschiedenen Temperaturen; ++ =
schneller Abbau (2 d) ; + = langsamer Abbau (> 2 d); - = kein Abbau (n=2)

Stamm 65°C 67°C 69°C
BC1 ++ +

NB2 ++ +

59 +

F7 4

T2 4

C. thermocellum ATCC 27405

+

3.6.2.4 pH
Fur eine reine Hydrolysestufe in Biogasanlagen spielt der pH eine entscheidende Rolle.
Niedrige pH-Werte zwischen 4,7 und 6,5 sind optimal fir eine Hydrolysestufe; mit pH-
Werten zwischen 4,5 und 5,0 kann eine Methanogenese weitestgehend unterdriickt werden, da
methanogene Archaea bei solch niedrigen pH-Werten nicht mehr wachsen (Prozessmodell
Biogas 1V, 2010). Aus diesem Grund sind hydrolytische Bakterienstamme, die mdglichst
niedrige pH-Werte tolerieren, gut flr eine reine Hydrolysestufe in Biogasanlagen geeignet.
Bei den folgenden Versuchen wurde der nach dem Autoklavieren gemessene pH-Wert
angegeben.

Filterpapierabbau

Um den Celluloseabbau der C. thermocellum-Stamme NB2, BC1 und ATCC 27405 bei
verschiedenen pH-Werten zu vergleichen, wurden diese bei Anfangs-pH-Werten von 6,23 bis
8,40 (nach dem Autoklavieren gemessen) und 60 °C mit Cellulose in GS2-Medium inkubiert.
Der Filterpapierabbau wurde visuell bestimmt (siehe Abbildung 10, S. 22).

Die Stdimme unterschieden sich in der Geschwindigkeit der Cellulosehydrolyse. Bei pH 6,23
zeigte nur Stamm NB2 einen ca. 40-60 %-igen Filterpapierabbau nach 7 Tagen (Abbildung
52); BC1 zeigte noch geringe cellulolytische Aktivitat (ca. 10 % Abbau nach 7 Tagen; Daten
nicht gezeigt). Bei einem pH 6,35 erreichten Stdmme NB2 und BC1 ebenfalls nach ca. 7
Tagen einen 40-60 %-igen Abbau des Filterpapiers. Bei einem pH-Wert von 6,44 bauten die
Stdmme NB2 und BC1 das Filterpapier nach ca. 7 Tagen vollstandig ab, C. thermocellum
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ATCC 27405 hat das Filterpapier nach dieser Inkubationszeit erst zu ca. 40-60 % abgebaut
und erreichte bei diesem pH keinen vollstandigen Abbau (Abbildung 53). Eine sichtbare
Hydrolyse trat bei pH 6,35 und pH 6,44 bei Stamm NB2 am schnellsten ein. Bei pH 6,63
erreichten alle Stamme einen vollstandigen Abbau nach 7 Tagen, bei pH 6,81 dauerte es bei
den Stammen BC1 und ATCC 27405 mit 4 Tagen weniger lang bis zum vollstandigen Abbau
des Filterpapiers als bei Stamm NB2 (7 d). 100 %-Filterpapierabbau erreichte am schnellsten
Stamm BC1 bei pH 7,19 und 7,51 (2 d.), ATCC bendétigte bei diesen pH-Werten jeweils 3
Tage und NB2 4 Tage bzw. 3 Tage. Alle Stdamme waren bei pH 7,98 und 8,40 etwas weniger
effizient als bei pH 7,51. Die fir den Filterpapierabbau geeignetsten pH-Werte waren flr
Stamm BC1 und ATCC 27405 7,19 und 7,51 und fur Stamm NB2 7,51 und 7,98.

8

7 -

EBC1
ENB2
3 A B ATCC 27405

Inkubationszeit bis 40-60 %
Filterpapierabbau [d]
S

0 n T T T T T T T T
623 635 644 663 681 719 752 798 840

Start pH

Abbildung 52: Inkubationszeit bis 40-60 % Filterpapierabbau bei 60 °C in GS2-Medium (n=2)
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Abbildung 53: Inkubationszeit bis 100 % Filterpapierabbau bei 60 °C in GS2-Medium (n=2)
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Biomasseabbau

Die hydrolytischen Eigenschaften der Stimme ATCC 27405, NB2 und BC1 bei zwei
verschiedenen pH-Werten wurden zusétzlich mit Substrat 2 untersucht. Dazu wurde bei 60 °C
mit Substrat 2 in GR-Medium inkubiert und der TS-Abbau nach 5 Tagen bei pH 7,4 bzw.
nach 7 Tagen bei pH 6,8 bestimmt.

45

40

35

30

25 mpH74

20 ~ [ pH 6,8

Abbau [%]

15 -
10 +
5 -

0
ATCC27405 NB2 BC1

Abbildung 54: Substratabbau (Substrat 2) des C. thermocellum-Typstamms ATCC 27405 und der Isolate
NB2 und BC1 bei pH 7,4 und 6,8 nach 5 bzw. 7 Tagen (Mittelwert und Standardabweichung, n=2)

Es zeigt sich, dass der Abbau der untersuchten Stdamme bei pH 7,4 groRer war (Abbildung
54). Stamm NB2 hat von allen Stdmmen bei pH 7,4 am besten abgebaut, aber auch Stamm
BC1 war besser als der Typstamm. Bei pH 7,4 war der Abbau der Stamme ATCC 27405,
NB2 und BC1 25,4 %, 39,1 % und 36,4 %, bei pH 6,8 war der Abbau 23,2 %, 26,0 % und
26,6 %.

3.7 Inokulationsversuche

Die gewonnen Erkenntnisse tiber Anforderung und Potential hydrolytischer Kulturen sollten
letztendlich zur Auswahl und Etablierung geeigneter Inokula und damit zur Verbesserung der
Hydrolyse lignocellulosereicher  Substrate  fhren. Um dies zu testen, wurden
Inokulationsversuche im Labor- und Technikumsmal3stab durchgefiihrt.

3.7.1 Labormaf3stab

Um die Bedingungen in Biogasanlagen zu simulieren und die Auswirkung von Inokulation
auf die Hydrolyse zu untersuchen, wurde die cellulolytische Anreicherung #10 im Batch als
Inokulum getestet, dabei wurden verschiedene Ausgangsbedingungen gewahlt. Es wurde
entweder der ganze Ansatz autoklaviert (Substrat und GR-Medium), um ausschlieBlich den
durch das Inokulum hervorgerufenen Substratabbau zu bestimmen. Ein weiterer Ansatz wurde
nicht autoklaviert, um den Einfluss des GR und der darin enthaltenen Bakterien auf den
Abbau zu untersuchen. Zum Vergleich wurde in einem dritten Ansatz nur der GR
autoklaviert. Zur Kontrolle wurde jeder Ansatz ohne Inokulum mitgefiihrt. Es wurde 7 Tage
bei 60 °C inkubiert und der Substratabbau bestimmt.
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Abbildung 55: Substratabbau (Substrat 1) mit bzw. ohne Inokulum (Anreicherung #10) nach 7 Tagen bei
60 °C unter dem Einfluss des Autoklavierens der Medien-Komponenten (Mittelwert und
Standardabweichung, n=3)

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem GR hydrolytische Bakterien zugefiihrt werden, die
flir einen &hnlichen guten Abbau von Substrat 1 sorgen, wie die selektierte Kultur (Abbildung
55). Mit den gewahlten Bedingungen konnte durch Inokulation keine signifikante Steigerung
des Substratabbaus erzielt werden, der Abbau mit Kultur #10 als Inokulum lag zwischen 13 %
(mit autoklaviertem GR) und 18 % (ganzer Ansatz autoklaviert). Ohne Inokulum #10 war mit
autoklaviertem GR kein oder sehr geringer Abbau zu verzeichnen (ganzer Ansatz
autoklaviert: 0 % und GR autoklaviert: 1 %) mit nicht-autoklaviertem GR wurde ein Abbau
von 15 % erreicht. Somit liegt der allein durch die Bakterien im GR erzielte Abbau im
Bereich des mit dem Inokulum #10 erzielten Abbaus. Allerdings war in diesem Versuch der
Abbau von Kultur #10 nach 7 Tagen um ca. 10 % niedriger als in vorherigen Versuchen, was
durch eine andere GR-Charge verursacht worden sein kénnte.

Mit RT-qPCR wurde Uberprift, ob in den nicht-inokulierten Batch-Ansédtzen mit unsterilem
GR wie in #10 C. thermocellum als cellulolytisches Bakterium vorkommt. Es zeigte sich, dass
in den ,,GR-Ansétzen* ohne Inokulum ebenfalls ein messbarer Anteil stoffwechselaktiver C.
thermocellum vorhanden war (7 % der Bacteria-16S rRNA; Abbildung 56), der fur den
Substratabbau in diesem Ansatz verantwortlich sein konnte.
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Abbildung 56: C. thermocellum-16S rRNA-Anteile an Bacteria-16S rRNA in Laboransatzen (Mittelwert

und Standardabweichung, n=4)
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3.7.2 Modellfermenter

Um den Effekt einer Inokulation mit einer hydrolytischen Kultur und deren Verbleib im
Fermenter zu untersuchen, wurden 2 Modellfermenter (LfL, Hoh) mit Kultur #10 bzw. C.
thermocellum-Isolat NB2 inokuliert (1:10). Die Betriebstemperatur der Fermenter war 60 °C,
gefiittert wurde mit Substrat 2, als Puffer diente 25 % GR im Leitungswasser. In Fermenter
LfL lag der pH zwischen 6,7 und 7,3; es wurde alle 3-4 Tage inokuliert. In Fermenter Hoh

war der pH bei 6,5; es wurde einmalig zum Anfahren der Anlage inokuliert, der GR wurde
autoklaviert.

LfL

Es wurde jeweils vor (und einmal nach) der Inokulation eine Probe entnommen und die 16S
rRNA-Kopien der Leitbakterien des Inokulums, C. thermocellum und C. stercorarium,
quantifiziert. In Abbildung 57 ist der Anteil von C. thermocellum (16S rRNA-Kopien) und C.
stercorarium im LfL-Fermenter bezogen auf die Gesamtbakterienzahl (16S rRNA) im
zeitlichen Verlauf (Versuchszeitraum 6 Wochen) dargestellt. Zur Kontrolle wurde der
Versuch ohne Inokulum wiederholt.
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Abbildung 57: Anteile von C. thermocellum und C. stercorarium an Bacteria in inokulierten und nicht-
inokuliertem (Kontrolle) Technikumsfermenter (Mittelwert und Standardabweichung, n=4)

Es stellte sich heraus, dass der C. thermocellum-Anteil schon vor der ersten Inokulation sehr
hoch war (23 % der Bakterien), der Fermenter aber zu diesem Zeitpunkt schon einen Tag bei
60 °C mit 25 % GR lief. Nach 4 und 6 Wochen (27 und 41 d) konnte C. thermocellum trotz
mehrmaliger Inokulationen nicht im Fermenter etabliert werden. Auch im Kontrollfermenter
(ohne Inokulum) war C. thermocellum zu Beginn mit 3 % der Bacteria vorhanden, dann aber
uber einen Zeitraum von 5 Wochen (38 d) nicht mehr nachweisbar. Auch C. stercorarium war
im inokulierten Fermenter und im Kontrollfermenter zu Beginn des Versuchs nachweisbar (5
bzw. 1 % und 3 % der Bakterien). Es konnte aber kein Zusammenhang mit der Inokulation
festgestellt werden. Nach 4 und 5 Wochen lag der Anteil in beiden Fermentern bei 0 %.
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Hohenheim
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Abbildung 58: Anteile von C. thermocellum und C. stercorarium an Bacteria in inokulierten und nicht-
inokuliertem (Kontrolle) Technikumsfermenter; in der Kontrolle wurde der C. stercorarium-Anteil nicht
bestimmt(Mittelwert und Standardabweichung, n=2-4)

Der Modellfermenter Hohenheim wurde einmalig mit C. thermocellum-Isolat NB2 inokuliert,
der zum Start verwendete GR wurde autoklaviert, so dass keine Bakterien aus dem GR in den
Fermenter eingetragen wurden. Nach der Inokulation wurde ein C. thermocellum-Anteil von
131 % (bezogen auf die Gesamtbakterienzahl; =100 %) gemessen (Abbildung 58). Der C.
thermocellum-Anteil sinkt im Zeitraum von 2 Tagen bis neun Wochen (60 d) nach der
Inokulation auf Werte zwischen 19 und 35 %. C. thermocellum NB2 konnte mit einmaligem
Autoklavieren des GR zu Beginn des Versuchs besser etabliert werden als die Mischkultur
#10 im LfL-Fermenter. Es konnte auch C. stercorarium nachgewiesen werden, der vermutlich
mit dem Substrat in den Fermenter eingetragen wurde, da erst nach 3 Tagen unsteriler GR in
den Fermenter kam. Der C. stercorarium-Anteil lag zwischen 1 und 6 %. Bei der Kontrolle
ohne Inokulum war der C. thermocellum-Anteil Uber den gesamten Versuchszeitraum mit
maximal 2 % sehr gering (der C. stercorarium-Anteil wurde nicht bestimmt), was den
positiven Effekt der Inokulation beztglich der Bakterienzusammensetzung im Fermenter und
der Etablierung des Inokulums bestétigt. Analysen der Universitit Hohenheim zeigten im
Versuch 1 (mit Inokulum) mit 159,1 I/kg oTS einen hoheren substratspezifischen
Methanertrag als in der Kontrolle ohne Inokulum (116,9 I/kg oTS).
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4 Diskussion

Um die Gesamtokobilanz von Biogas als klimafreundlichem Energietrdger im Vergleich zu
Wind- und Solarenergie zu verbessern und der Konkurrenz mit Lebensmitteln
entgegenzuwirken, ist der verstarkte Einsatz lignocellulosereicher Biomasse und die
Optimierung des Celluloseabbaus ein entscheidender Schritt. Durch ein besseres Verstandnis
des Biogasprozesses kann evtl. auch die Auswahl von Energiepflanzen und die Zucht
effizienterer Sorten gezielt angegangen werden. Die in dieser Arbeit beschriebenen
Ergebnisse sollen einen Beitrag dazu leisten.

4.1 Nachweismethoden fiir Bakterien in Biogasanlagen

Ein Hauptziel in mikrobieller Okologie ist es, mikrobielle Populationen mit Umweltprozessen
in Verbindung zu bringen. Die quantitative Analyse bakterieller Populationen in
Biogasfermentern ist wichtig fur ein besseres Verstandnis daflr, wie Bakterienpopulationen
zusammenwirken und was ihre metabolische Aktivitat zu einem gesteigerten Methanertrag
beeinflusst (Weiss et al. 2008). Dabei ist die Wahl der Methode entscheidend flr die daraus
resultierenden Schlussfolgerungen. So liefern die Analyse von mRNA oder Proteinen
Aussagen Uber die Aktivitaten, rRNA und DNA liefern Informationen tber die Struktur der
Bakteriengemeinschaft (Burgmann et al. 2003).

Die Quantifizierung der art- oder gruppenspezifischen 16S rDNA mit qPCR war eine der in
dieser Arbeit getesteten Methoden zum Monitoring von Bakterien in Biogasfermentern. Flr
die Quantifizierung der 16S rDNA Kopien wurde die SYBR Green-Methode verwendet, bei
der das gebildete Produkt mit Hilfe eines Floureszenzsignals des in doppelstrangige
Nukleinsdure interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green gemessen wird. Die
Datenbanken SILVA (Pruesse et al. 2007) und RDP (Cole et al. 2007) enthalten eine grof3e
Zahl von zugeordneten DNA-Sequenze, die es moglich machen, spezifische Sonden und
Primer zu designen.

Die entwickelte gPCR zum Nachweis von C. thermocellum bzw. C. stercorarium war mit den
getesteten Kontrollen spezifisch, auch die Schmelzkurve zeigte nur einen spezifischen Peak,
d.h. dass neben C. thermocellum und C. stercorarium keine anderen Mikroorganismen mit
den entwickelten Primern erfasst wurden. Dies wurde auch in-slico mit der ARB-Software
uberprift. Die Spezifitat der CllI-Clostridien-gPCR wurde ebenfalls in silico mit der ARB-
Software Uberpruft, aufgrund der GroRRe des Clusters und den Unterschieden in der 16S rDNA
zwischen den CllII-Clostridien war hier ein Nachweis der Primerspezifitdt Gber die
Schmelzkurvenanalyse aber nicht eindeutig moglich.

Ein Vergleich der gqPCR-Ergebnisse mit Daten aus der Sequenzierung der 16S rDNA-Bank
der Anreicherung #10 zeigte mit 30 bzw. 35 % Anteil an der Gesamtbakterienzahl fur C.
thermocellum &hnliche Werte (Abweichung um Faktor 1,2), der CIlI- und C. stercorarium-
Anteil in der untersuchten Probe war mit g°CR um den Faktor 1,8 bzw. 2,5 hoher als mit
Sequenzierung des klonierten 16S rDNA-PCR-Produkts. Der Unterschied ist vermutlich auf
Effizienzunterschiede der PCR mit den verschiedenen Primern (CI11/Cst bzw. Bacteria) oder
der Klonierung zurlckzufuhren, da die gDNA fir beide Analysen dieselbe war. Evtl.
amplifizieren die Primer andere in der Probe vorhandene Bakteriengruppen, die eine
geringere Klonierungseffizienz hatten und somit bei der Sequenzierung der Genbank nicht
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auftauchen. Die GrolRenordnung der Ergebnisse der gPCR und der Sequenzdaten ist jedoch
vergleichbar, so dass auf in der GroRenordnung zuverlassige gPCR-Daten geschlossen werden
kann.

Ein Nachteil der gPCR ist, dass nur Genkopien quantifiziert werden, die Zahl der Genkopien
pro Genom aber oft unbekannt ist (Daims und Wagner 2007). Deshalb ist eine exakte
Quantifizierung von Bakterien mit qPCR nur mdglich, wenn die Anzahl der Genkopien im
Genom bekannt ist. 16S rRNA Gene konnen bei Bakterien in 1-15 Kopien pro Genom
vorliegen. 89 % der Bacteria haben 1-7 16S rRNA Gene, 11 % der Bacteria haben 8 oder
mehr 16S rRNA Gene, diese gehdren zum Phylum Firmicutes oder zur Klasse y-
Proteobacteria (Lee et al. 2008). Das 16S rRNA-Gen liegt im Genom von C. thermocellum
ATCC 27405 in 4 Kopien vor, bei C. acetobutylicum ATCC 824 in 11 (Tabelle 25).
AuRerdem kann die Zahl der Genomkopien pro Zelle in verschiedenen Wachstumsphasen
variieren (Ludwig und Schleifer 2000).

Tabelle 25: 16S rDNA-Kopien im Genom ausgewahlter Clostridien

Gattung Art Stamm 16S rDNA-Kopien
Clostridium  perfringens SM 102 10

Clostridium  perfringens ATCC 13124 8

Clostridium  difficile 630 11

Clostridium  thermocellum ATCC 27405 4

Clostridium  acetobutylicum  ATCC 824 11

Clostridium  botulinum ATCC 19397 8

Clostridium  botulinum ATCC 3502 9

Weitere Probleme und Fehlerquellen bei der Quantifizierung mit gqPCR koénnten in der
Methodik liegen, z.B. bei der Zell-Lyse, der DNA-Extraktion und Reinigung und
unterschiedlicher Effizienz bei der PCR mit verschiedenen Primern und beim Klonieren.

Die entwickelte gPCR-Methode wurde mit Proben aus neun Biogasanlagen getestet. Dabei
zeigte sich, dass der gPCR-Nachweis fir die Anwendung mit Proben aus Biogasanlagen nicht
gut geeignet war. C. thermocellum konnte mit der entwickelten gPCR-Methode in den neun
Biogasanlagen nicht quantifiziert werden, die Ct-Werte lagen im Bereich der
Negativkontrollen. Da nach Anreicherung bei 60 °C auf Cellulose C. thermocellum in drei
getesteten Proben mit gPCR nachweisbar war, kann darauf geschlossen werden, dass C.
thermocellum in den Fermenterproben vorhanden war, aber die qPCR nicht sensitiv genug ist,
um das Bakterium zu detektieren. Eine Anreicherung bei 60 °C auf Cellulose verschiebt die
Anteile der Mikroorganismen; thermophile, cellulolytische Bakterien wie C. thermocellum
werden selektiv angereichert. Der C. thermocellum-Anteil war nun mit gPCR detektierbar, die
Cr-Werte lagen deutlich unter den C+-Werten der Negativkontrollen.

Eine Schwierigkeit bei der Quantifizierung von Bakterien in Proben aus Biogasanlagen
bestehen in der Anwesenheit von Huminstoffen, welche die PCR (Taq Polymerase) inhibieren
(Smalla et al. 1993, Tsai und Olson 1992, Tebbe und Vahjen 1993). Dies kann aber in dieser
Arbeit ausgeschlossen werden, da mit den Bakterien-Primern fiir alle Fermenterproben ein
Produkt deutlich vor den Negativkontrollen erhalten wurde.

Ein Grund dafir, dass die C. thermocellum-DNA in den Proben nicht zur Quantifizierung
ausreichte, konnte auf eine sehr grofle Menge anderer (nicht-Target) DNA von anderen

Prokaryonten, Eukaryonten oder Pflanzen zuruckzufiihren sein. Sakai et al. (2004) zeigten,
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dass bei der DNA-Extraktion aus Pflanzen-assoziierten Mikroorganismen die Co-Extraktion
pflanzlicher DNA ein Problem darstellt. Evtl. war der Anteil der gDNA einzelner
Bakterienspezies durch die groBe DNA-Menge, die mitextrahiert wurde, verschwindend
gering und mit gPCR nicht mehr detektierbar. Somit wére der Anteil der 16S rDNA-Kopien
einzelner Bakterienspezies unter der Nachweisgrenze, obwohl diese Bakterien in der Probe
vorhanden sind, was durch Isolierung von C. thermocellum aus solchen Proben und gPCR-
Nachweis nach Anreicherung gezeigt werden konnte.

Ein weiteres Problem, das zur Erhéhung der Nachweisgrenze fuhrte, war der niedrige C+ der
Negativkontrollen. Mit den C. thermocellum-Primern wurden z.T. sehr niedrige C+-Werte um
30 gemessen. Primerdimere und andere unspezifische Produkte wurden durch
Schmelzkurvenanalyse ausgeschlossen. Die Schmelzkurven der Negativkontrollen hatten wie
die der Plasmidstandards (Targets) einen Peak bei 85 °C, was auf Kontamination der Proben
mit C. thermocellum-DNA hindeutet. Auch durch entsprechende Vorsichtsmanahmen (wie
z.B. separate Pipetten, nukleasefreie Einmalspitzen) konnte dieses Problem nicht beseitigt
werden, so dass die Nachweisgrenze fur die Spezies C. thermocellum mit diesem Assay
relativ hoch ist. Unter der Voraussetzung, dass zwischen dem Fluoreszenzsignal der Probe
und der Negativkontrolle mindestens 5 Zyklen Abstand sind, konnten 2*10° 16S rDNA-
Kopien pro ng DNA noch eindeutig nachgewiesen werden. Das Problem friher C+-Werte bei
Negativkontrollen scheint auch in anderen Arbeiten aufzutreten, jedoch wurde in
Publikationen bisher wenig dartber berichtet (Mulé et al. 2006, Smith und Osborn 2009). Bei
der Quantifizierung der Gesamtbakterienzahl kam es bei den Negativkontrollen ebenfalls zu
einem Fluoreszenzsignal. Jedoch waren die Cr-Unterschiede zwischen Proben aus
Biogasanlagen und den Negativkontrollen mindestens 12,3 Zyklen, was eine Quantifizierung
erlaubt.

Grundsatzlich ist ein Bakteriennachweis in Biogasanlagen mit gPCR mdglich, in der Literatur
sind zahlreiche Anwendungen der gPCR zum Nachweis und zur Quantifizierung von
Bakterien in Umweltproben (z.B. Bodenproben), aber auch technischen Systemen wie
Biogasanlagen beschrieben (Fierer et al. 2005, Dohrmann et al. 2010, Lim et al. 2008). Um
die entwickelte gPCR zum Nachweis der Spezies C. thermocellum und C. stercorarium in
Biogasanlagen anwenden zu konnen, misste aber das Problem mit den Negativkontrollen
geldst werden, was weitergehende Experimente erfordern wiirde.

Eine weitere getestete Quantifizierungsmethode war die RT-gPCR. Diese wurde auch schon
von Matsuda et al. zur Quantifizierung von Bakterien in Kot angewandt. Matsuda et al.
(2007) konnten die Nachweisgrenze fiir Bakterienspezies pro g Kot von 10° bis 10° Zellen,
was mit gPCR erreicht wird, auf 10° Zellen mit RT-gPCR (rRNA) senken.

Bei der RT-gPCR werden rRNA- oder mRNA-Kopien nach reverser Transkription (ber
quantitative PCR nachgewiesen. Somit werden nur metabolisch aktive Mikroorganismen
erfasst, was die Aussagekraft des Ergebnisses tiber am Prozess beteiligte Mikroorganismen im
Vergleich zur gPCR verbessert. Fir die Quantifizierung von C. thermocellum-, C.
stercorarium- und CII1-16S rRNA wurden die fir die 16S rDNA-gPCR entwickelten Primer
verwendet. Die mit Plasmidstandards bestimmten Nachweisgrenzen waren unter der
Voraussetzung von mindestens 5 Zyklen zwischen Fluoreszenzsignal der Probe und der
Negativkontrolle fur C. thermocellum 2,0%10° 16S rRNA Kopien, fir C. stercorarium 2*10°
und fiir CI11 1*10° in einem Probenvolumen von 0,3 g.
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Eine Schwierigkeit stellte aufgrund der geringen Halbwertszeit der RNA der Probentransport
dar. Vergleichende Untersuchungen mit unterschiedlich transportierten Proben zeigten, dass
die rRNA beim Transport der Fermenterproben in verschlossenen Plastikbehaltern und
Styroporboxen tiber mindestens vier Stunden stabil blieb.

Weiter stellte sich heraus, dass der vollstindige DNA-Verdau z.T. problematisch war, bei
einigen Proben wurden geringe DNA-Mengen nach dem Verdau festgestellt. Somit war die
Uberpriifung des vollstandigen Verdaus sehr wichtig, er wurde mit Agarosegelelektrophorese
und z.T. mit Kontrollansatzen ohne Reverse Transkriptase, die bei der qPCR kein Produkt
liefern sollten, tberpriift. Ein Grund fiir die Schwierigkeiten beim DNA-Verdau kdnnte sein,
dass das Enzym DNase von Verbindungen in den Proben, wie z.B. Huminstoffen, gehemmt
wird (Holben et al. 1988).

Zur Validierung der Methode wurde der C. stercorarium-Anteil an ClII-Clostridien in drei
Biogasanlagen mit RT-gPCR und mit Sequenzierung des klonierten Produkts der ClIlII-
Clostridien Primer bestimmt. Sowohl mit RT-gPCR als auch mit Sequenzierung der CIlI-rrs-
cDNA-Bibliotheken war der geringste C. stercorarium-Anteil in Anlage 3F-2 (2 bzw 13 %),
der hochsten C. stercorarium-Anteil in HuF2 (19 bzw. 42 %). Durch die Kirze der PCR-
Produkte (328 bp) war die Zuordnung der Sequenzen zu Bakterienspezies nicht eindeutig und
nah verwandte Clostridien aus Cluster 111 wurden eventuell mit erfasst. Das Ergebnis zeigt
jedoch, dass eine Aussage Uber die Tendenz (mehr/weniger) des C. stercorarium-Anteils an
CllI-Clostridien in verschiedenen Biogasanlagen maglich ist.

Die entwickelte RT-gPCR Methode zum quantitativen Nachweis von C. thermocellum-16S
rRNA wurde mit Proben aus 13 Biogasanlagen, vier Technikumsfermentern und Batch-
Ansatzen im Labor angewandt. Im Technikumsfermenter Hohenheim konnte die Inokulation
mit C. thermocellum mit RT-qPCR der rRNA nachverfolgt werden, ebenso konnte C.
thermocellum in Batch-Ansatzen quantifiziert werden. C. thermocellum 16S rRNA war aber
nur in einer (Proben 4HFv, 4HFh, 4MR, 4E) von 13 Biogasanlagen nachweisbar; aus den
Daten ergaben sich 10° C. thermocellum pro Gramm TS oder 10° C. thermocellum in 1 g
Fermenterinhalt. In den anderen 12 untersuchten landwirtschaftlichen Biogasanlagen war die
C. thermocellum-16S rRNA immer unter der Nachweisgrenze, ebenso in einer zweiten
Messung der Anlage 4 (4HFv-2, 4HFh-2, 4MR-2), deren Probenahme ein Jahr spéter
stattgefunden hat.

Bindung von RNA an Bodenbestandteile (Deutscher 2006) nach dem Zellaufschluss kann ein
Grund dafiir sein, dass die Nachweisgrenze auch mit RT-gqPCR relativ hoch ist. Aulerdem
kommt der RNA-Extraktionsmethode eine groBe Bedeutung zu, da hiervon das gPCR
Ergebnis ebenfalls beeinflusst wird (Sessitsch et al. 2002). Mdglicherweise kdnnte es bei der
RNA-Extraktion zum Abbau der RNA durch RNasen gekommen sein. Auch Huminstoffe, die
die Tag Polymerase inhibieren, kdnnten die Quantifizierung von RNA beeinflusst haben
(Smalla et al. 1993, Tsai und Olson 1992). AulRerdem kdnnten Sekundérstrukturen der rRNA
ein Problem darstellen (Engel et al. 2009).

Trotz der immanenten Schwierigkeiten bei Arbeiten mit RNA stellt die Quantifizierung der
rRNA (RT-gPCR) im Vergleich zur Quantifizierung von rDNA (qPCR) eine bessere
Monitoring-Methode auf Speziesebene dar, vermutlich aufgrund der hohen rRNA-Kopienzahl
in den aktiven Zellen; je nach Wachstumsphase und Mikroorganismus liegt rRNA in bis zu
15.000 Kopien pro Zelle vor (Cammarano et al. 1986 und Woese et al. 1980). Positiv wirkte
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sich vermutlich auch die geringe Halbwertszeit der RNA aus, so dass bei der RNA-Extraktion
kaum pflanzliche RNA vorhanden sein sollte.

Neben der rRNA Quantifizierung wurde auch ein Assay zur Quantifizierung der celS-mRNA
von C. thermocellum entwickelt. Cel48S ist eine der am starksten exprimierten Cellulase von
C. thermocellum und kommt im C. thermocellum-Cellulosom von auf Cellobiose
gewachsenen Kulturen mit einem Anteil von 1,2 % vor (Gold und Martin 2007). Die
Anwendung des Assays mit der fir C. thermocellum positiv getesteten Proben aus Anlage 4
(Proben 4HFv, 4HFh, 4AMR, 4E) zeigte, dass celS-mRNA von C. thermocellum in keiner der 4
Proben eindeutig detektiert werden konnte, was wiederum an den mit 29,2 und 27,9 niedrigen
Cr-Werten der Negativkontrollen lag. Der Cr-Unterschied zwischen Proben und
Negativkontrollen war maximal 3,7 Zyklen. Ein weiterer Grund fir die geringere Sensitivitat
des celS-mRNA-Nachweises ist sicher, dass mMRNA in geringerer Kopienzahl in der Zelle
vorliegt als rRNA. Durch eine Verbesserung des Assays sollte die Quantifizierung von
MRNA in Fermenterproben aber grundsatzlich moglich sein. Die Expression bestimmter Gene
wurde bereits in Bodenproben quantifiziert (Baelum et al. 2008, Birgmann et al. 2003,
Gubry-Rangin et al. 2010, Wawer et al. 1997).

Eine weitere Methode, die auf der Quantifizierung von rRNA beruht, ist die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH). Hier werden Bakterienzellen mit an rRNA hybridisierenden
Sonden, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind, im Fluoreszenzmikroskop
sichtbar gemacht. Ein Vorteil dieser Methode ist die Mdglichkeit, Mikroorganismen in ihrer
naturlichen rdumlichen Verteilung detektieren zu kdnnen, und somit Erkenntnisse uber deren
Zusammenwirken zu gewinnen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die schnelle und
einfache Durchfiihrung sowie die Mdglichkeit, Zellen zu quantifizieren. AuRerdem ist es
maoglich, bis zu sieben Spezies in einem Experiment nachzuweisen (Amann et al. 1996).

Die C. thermocellum- bzw. C. stercorarium-Sonden (Burell et al. 2004) und das verwendete
Hybridisierungsprotokoll waren fiir die Bakterien in Reinkultur gut geeignet und die Zellen
konnten detektiert werden. Bei Proben aus Biogasanlagen traten jedoch durch die starke
Hintergrundfluoreszenz von Lignin hdufig Probleme auf. Auch anorganische Partikel
behindern die Anwendung der Methode mit Umweltproben oft durch Interferenz, die Zellen
von den Partikeln zu unterscheiden ist oft schwierig. Daher sind Methoden nétig, um die
Bakterien von storenden Partikeln zu trennen (Caracciolo et al. 2005, Lunau et al. 2005).
Diese Methoden erfordern meist eine Optimierung entsprechend der Beschaffenheit des
Probenmaterials.

Die Vorbehandlung nach Lunau et al. 2005 mit 10 % Methanol und Ultraschall erwies sich
mit einigen Probe als geeignet; da die Beschaffenheit der Proben sehr unterschiedlich war,
konnte nicht fiir alle Proben ein gutes Ergebnis erzielt werden. Somit misste die
Vorbehandlung entsprechend der jeweiligen Probe angepasst werden. Ein Nachteil der
Vorbehandlung ist aul’erdem, dass durch die harsche Behandlung Zellen zerstért werden und
die radumliche Struktur der Bakteriengemeinschaft nicht erhalten bleibt.

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung kann auf’erdem nicht sichergestellt werden, dass
das geringe Probevolumen (10 pl) auf dem Objekttrédger die Bakterienzusammensetzung in
der Biogasanlage exakt widerspiegelt. Auch innerhalb einer FISH-Aufnahme ist die
Bakterienverteilung oft nicht homogen, was eine Quantifizierung ebenfalls beeintrachtigen
konnte. Es gibt aber einige Publikationen (Cirne et al. 2007, Burell et al. 2004, Caracciolo et
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al. 2005, O’Sullivan et al. 2007), in denen die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit
Umweltproben (z.B. aus Boden, Biogasfermenter oder Klarschlamm) angewandt wurde. Fir
andere Anwendungen, wie z.B. zum Nachweis von Lebensmittelkontaminationen ist dies eine
verbreitete Methode (Angelidis et al. 2011, Bisha und Brehm-Stecher 2010, Almeida et al.
2010, Zhang et al. 2012).

Neben dem Nachweis von Nukleinsduren stehen Methoden zur Quantifizierung von
bakteriellen Proteinen, wie z.B. Western Blot oder ELISA, zur Verfiigung. Dabei wird die
Menge des Zielproteins Uber eine enzymatische Farbreaktion gemessen. Jedoch sind
immunologische Methoden zur Bakterienquantifizierung fur Umweltproben noch wenig
verbreitet, vermutlich weil die Proteinextraktion aus Umweltproben oft schwierig ist. Ein
Vorteil des Proteinnachweises ware, dass Proteine direkt mit der Aktivitat der
Mikroorganismen in Verbindung gebracht werden konnen. Aufierdem sind immunologische
Nachweise schnell und einfach durchzuftihren.

In dieser Arbeit wurden Methoden zum Nachweis der Exocellulase Cel48S von C.
thermocellum getestet, da Enzyme der GH-Familie 48 eine wichtige Rolle beim
Celluloseabbau spielen (Devillard et al. 2004, Dror et al. 2003, Kakiuchi et al. 1998), und
CelS die katalytische Hauptkomponente des Cellulosom von C. thermocellum ist (Gold und
Martin 2007).

Zum Nachweis und zur Quantifizierung von CelS wurde eine Methode zur Proteinextraktion
aus Fermenterproben entwickelt. Zum Ldsen der Bindung zwischen CBM und Cellulose,
welche sehr stabil ist, mussen verschiedene Interaktionen simultan gebrochen werden
(Machado et al. 2009, Shoseyov und Warren 1997). Dies war mit 6 M Harnstoff und
anschlieBender Ammoniumsulfat-Fallung moglich, es konnte aus Mischkulturen mit den
Modellsubstraten in GR-Medium gentigend Protein zum Nachweis von CelS gewonnen
werden. Die Denaturierung mit SDS und Ultrafiltration erwiesen sich als ungeeignet. Zum
einen konnte damit die Bindung von CelS ans Substrat nicht gelést werden, zum anderen
verstopften die Membranen durch Partikel in der Fermenterprobe, es konnte kein Protein-
Eluat aufgefangen werden.

Fur den Nachweis und die Quantifizierung der Exoglucanase CelS wurde ein Western Blot
und ein ELISA getestet. Dabei konnte CelS von C. thermocellum mit polyklonale Antikdrper
und Bindung von mit alkalischer Phosphatase-gekoppelten Sekundérantikérpern und
Farbreaktion quantifiziert werden. Die Nachweisgrenze des Western Blots fur CelS lag bei
2,4 ng. Bei der Anwendung des Western Blots mit Fermenterproben stellte sich heraus, dass
CelS auch nach vorheriger Inokulation mit einer C. thermocellum-Reinkultur nicht
nachgewiesen werden konnte (Fermenter Hohenheim + Inokulum), die Verdinnung der C.
thermocellum-Kultur durch die Inokulation war 1:10. In Labor-Versuchen allerdings konnte
CelS nach einer 1:1-Verdinnung einer C. thermocellum-Kultur mit Fermenterproben mit
Western Blot nachgewiesen werden. Hemmende Stoffe in der Fermenterprobe sind also
vermutlich keine Griinde fir die geringe Sensitivitat des Proteinnachweises. Der entwickelte
immunologische Nachweis der C. thermocellum-Cellulase CelS ist prinzipiell mdglich, aber
in der Praxis nicht anwendbar, da der Nachweis nicht sensitiv genug ist. Methoden zur
Signalverstarkung miussten ausgearbeitet werden. Es gibt auch Beispiele, in denen
Proteomanalysen mit Umweltproben angewandt wurden. So nutzte Benndorf et al. 2007 diese
Methode, um v.a. funktionelle Aspekte in Boden und Grundwasserproben zu untersuchen.
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Evtl. misste auch die Methode zur Proteinextraktion verbessert werden, um den CelS-
Nachweis sensitiver zu machen.

Die mit ELISA bestimmte CelS-Konzentration war bei einer C. thermocellum-Kultur, die mit
Substrat 1 gewachsen ist, geringer (2,0 ug/ml) als bei einer auf Cellulose gewachsenen Kultur
(2,8 pg/ml). Dieses Ergebnis stimmt mit einer Publikation von Gold und Martin (2007)
Uberein, die zeigt, dass die Enzymzusammensetzung des Cellulosoms vom Substrat abhangt.
In Fermenterproben mit vor der Proteinextraktion zugegebenem Protein aus C. thermocellum-
Uberstand konnte CelS aber nicht nachgewiesen werden. Um diesen Nachweis in der Praxis
anwenden zu kénnen, miisste er optimiert werden.

4.2 Thermophile, hydrolytische Bakterien fiir den Abbau

lignocellulosereicher Biomasse

Fur ein vertieftes Verstandnis der Hydrolyse lignocellulosereicher Biomasse, das eine
Effizienzsteigerung von Biogasanlagen verspricht, ist es wichtig, bessere Kenntnisse ber
cellulolytische  Bakterien und deren  Anforderungen zu gewinnen.  Mehrere
Forschungsarbeiten beschéftigten sich mit der Bakterienzusammensetzung in Biogasanlagen.
So ist bekannt, dass Bakterien der Gattungen Clostridium, Bacteroides, Bacillus,
Pseudomonas, Petrotoga, Lactobacillus, Butyrivibrio, Pseudorambibacter, Enterococcus und
Eubacterium zu den fermentativen Mikroorganismen in Biogasanlagen gehoren. Sie
produzieren Kkurzkettige Fettsduren wie z.B. Formiat, Acetat, Lactat, Butyrat, Caproat,
Aminoséuren, Alkohole (Ethanol, 2-Propanol, Propandiol, n-Butanol), CO;, und H,, die von
acidogenen und acetogenen Bakterien sowie methanogenen Archaea weiter verstoffwechselt
werden (Prozessmodell Biogas Ill, 2010). Insbesondere aus Untersuchungen an der
Mikroflora des Rumen sind Bakterien bekannt, die an der Hydrolyse der schwer verdaulichen
Bestandteile der Pflanzenzellwand beteiligt sind. Jedoch sind die Bedingungen in
Biogasanlagen andere und deshalb unterscheidet sich auch die Zusammensetzung der
Bakterien grundlegend.

In dieser Arbeit wurden cellulolytische Mischkulturen aus Umweltproben angereichert. Dazu
wurde ein Medium mit flissigem Gérrest als Zusatz ausgearbeitet, der sich bereits in anderen
Arbeiten als geeigneter Medienzusatz flr hydrolytische Bakterien erwiesen hat. Es zeigte
sich, dass bei Erhéhung des GR-Anteils im Medium von 0 bis 40 % der Abbau durch
Mischkultur #10 verbessert werden kann. Mit zunehmendem GR-Anteil wurde eine groRere
pH-Absenkung von 0,1 Einheiten (0 % GR) auf 1,4 Einheiten (bei 20 und 30 % GR)
beobachtet, was die vermehrte Saurebildung und somit auch hohere Hydrolyserate
widerspiegelt; dabei war die pH-Absenkung der Kulturen maximal 1,4 Einheiten. GR ist
aufgrund der guten Pufferwirkung (was sich durch ,,Titration von Silage heruasgestellt hatte,
Daten nicht gezeigt) ein geeigneter Medienzusatz fir hydrolytische Bakterien, der pH des
Mediums steigt mit zunehmenden GR-Anteil von 6,4 (0 % GR) auf 7,1 (30 und 40 % GR).
Jarvis et al. (1995) zeigten, dass eine GR-Ruckfihrung den pH von 5,2 auf 6,0 erhohte,
jedoch konnte durch die Rezirkulation keine positive Wirkung auf den Substratabbau
festgestellt werden (2-20 % TS-Abnahme im Durchfluss). Da reiner GR trotz Zentrifugation
aber immer noch einen hohen Feststoffanteil enthélt, der einerseits bei der Messung des
Substratabbaus die eingesetzte Substratmenge beeinflusst und andererseits durch die Triibung
die Beobachtung im Flaschenversuch stark erschwert, wurde als optimaler Kompromisswert
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fiir alle Versuche 25% GR-Zugabe zum Leitungswasser festgelegt. Weitergehende Versuche
zeigten, dass hydrolytische Bakterien-Kulturen mit 25 % GR in Leitungswasser mindestens
ebenso gut, im Fall der Kulturen A, B, C, die bei pH 5,6 angereichert wurden, sogar besser
wachsen wie im synthetischen, speziell auf die Clostridien-Anzucht zugeschnittenen
Labormedium GS2. Die Versorgung mit allen notwendigen Mineralstoffen, Vitaminen,
Fettsduren etc. scheint also in diesem Medium sichergestellt zu sein.

Aus verschiedensten Umwelt- (Erde, Kompost, Mist) und Fermenterproben konnten
cellulolytische Bakterienkulturen bei 42 °C (pH 7,4) und 60 °C (pH 7,4 bzw. 5,6) angereichert
werden. Die Anreicherungen mit dem effizientesten Filterpapierabbau kamen aus Mist,
Biogasfermentern und Biokompost und wurden hinsichtlich ihrer Bakterienzusammensetzung
analysiert, um die Mikroorganismen, die fur die Hydrolyse von Cellulose besonders wichtig
sind, zu identifizieren. Dazu wurden 16S rDNA-Genbanken (z.T. mit vorgeschalteter
ADRDA) der Anreicherungen F14, F102, BK, #10, LfL, A, B und C sequenziert. Da das
Anreicherungsmedium GR enthielt und somit den Bedingungen in Biogasanlagen sehr
ahnlich ist, wurde davon ausgegangen, dass die Bakterienzusammensetzung der
Anreicherungen die flr die Hydrolyse wichtigen Bakterien, die auch in Biogasanlagen
vorkommen, enthalten.

Die Anreicherungen enthielten fast ausschlieRlich Bakterien des Phylum Firmicutes (7 %
Tenericutes in Anreicherung F14). Darunter waren die Klassen Clostridia und Bacilli
vertreten. Wie auch von Lynd et al. (2002) und Izquierdo et al. (2010) publiziert, scheinen
Clostridia beim anaeroben Abbau von Cellulose eine wichtige Rolle zu spielen. In den
thermophilen Anreicherungen bei pH 7,4 machen sie in Kultur BK einen Anteil von 30 % aus,
in Kultur #10 und LfL einen Anteil von 83 %. In den Anreicherungen bei pH 5,6 machen
Clostridia einen Anteil von 100 % aus, bei 42 °C und pH 7,4 einen Anteil von 64 und 59 %.
Am haufigsten in den thermophilen Anreicherungen #10 und LfL war die Gattung
Clostridium, in Anreicherung BK Bacillus. Die Gattung Clostridium hatte in den
thermophilen Anreicherungen bei pH 7,4 einen Anteil von 28, 50 und 31 %, bei pH 5,6 einen
Anteil von 81, 71 und 97 % und in den 42 °C-Anreicherungen (bei pH 7,4) einen Anteil von
43 und 17 %. In den mesophilen war die Gattung Streptococcus am haufigsten.

Als Kennzahl fur die Biodiversitat in den Anreicherungen wurde der Shannon-Wiener-Index
herangezogen. Der hochste Wert (grolRte Diversitat) zeigte sich bei den mesophilen
Mischkulturen (angereichert bei pH 7,4), vor den thermophilen Kulturen, die bei pH 7,4
angereichert wurden. Die bei pH 5,6 angereicherten Kulturen haben den niedrigsten Wert und
somit die geringste Diveritat. Das ist dadurch zu begrinden, dass fir die meisten
cellulolytischen und acidogenen Bakterien der mesophile Temperaturbereich (Rastogi et al.
2009) und der neutrale pH-Bereich geeigneter ist.

Alle Anreicherungen haben eine unterschiedliche Zusammensetzung, d.h. in den
verschiedenen Quellen waren jeweils andere cellulolytische Bakterien. Trotz gleicher
Anreicherungsbedingungen stellten sich sehr unterschiedliche Bakterienpopulationen ein.
Dass die Anreicherungen einen ahnlich effizienten Filterpapierabbau zeigten, lasst auf
unterschiedliche cellulolytische Spezies mit vergleichbarem hydrolytischem Potential
schlieRen.

Als vermutlich cellulolytische Spezies kommen Bakterien mit grofiter Sequenzahnlichkeit zu
C. thermocellum, C. stercorarium, C. cellulosi und C straminisolvens in den Anreicherungen
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vor, die als cellulolytisch charakterisiert worden sind. Die grofle Bedeutung der Clostridien
beim Abbau von Cellulose konnte auch in anderen Arbeiten gezeigt werden. So waren in
thermophilen cellulolytischen Anreicherungen von Sizova et al. (2011) verwandte Spezies der
Clostridien C. straminisolvens, C. thermocellum und C. clariflavum; die GH 48-Analyse
lieferte ebenfalls Gene von C. straminisolvens, C. thermocellum, C. clariflavum (Sizova et al.
2011). In thermophilen cellulolytischen Anreicherungen von Zverlov et al. (2010) wurden C.
thermocellum und Clostridien mit Sequenzahnlichkeit zu C. cellulosi als cellulolytische
Spezies identifiziert. C. straminisolvens-Verwandte kamen in allen drei Anreicherungen von
Izquierdo et al. (2010) vor, in einer kam C. clariflavum als haufigster OTU vor.

In zwei der drei thermophilen Anreicherungen (pH 7,4) kommt ein OTU mit groler
Sequenzahnlichkeit zu C. thermocellum vor (BK 5 %, #10 50 %), der als cellulolytisch
anzusehen ist. C. thermocellum wurde als guter Celluloseabbauer beschrieben und daher
extensiv untersucht (Viljoen et al. 1926). C. thermocellum ist weit verbreitet und wurde schon
aus Pferdemist, menschlichen Fékalien, Erde und marinem Schlamm isoliert (Freier et al.
1988). Somit ist es naheliegend, dass Bakterien dieser Spezies bei den gewdhlten
Bedingungen angereichert werden. C. thermocellum hat das Temperaturoptimum 60 °C, das
pH-Optimum ist bei pH 6,7-7,0, was den Anreicherungsbedingungen in etwa entspricht. Der
mit 50 % hohe Anteil an C. thermocellum in Anreicherung #10 ist durch den
Pasteurisierungsschritt erklarbar, bei dem Nicht-Sporenbildner abgetotet wurden und welcher
bei allen anderen Anreicherungen nicht stattfand. In Anreicherung LfL (60 °C, pH 7,4) ist ein
OTU (9 %) mit groRer Sequenzahnlichkeit zu C. stercorarium wahrscheinlich cellulolytisch.
C. stercorarium ist neben seiner moderaten cellulolytischen Eigenschaft besonders aufgrund
der Vielzahl an Hemicellulasen ein interessanter Mikroorganismus fur die Hydrolyse
lignocellulosereicher Substrate in thermophilen Biogasanlagen (Poehlein et al. 2013). C.
stercorarium ist in der Lage, Cellulose bei 65 °C und pH 7,3 optimal zu verwerten. Im
Gegensatz zu C. thermocellum kann C. stercorarium auch Xylan verwerten (Madden 1993).
Ein in den bei pH 5,6 angereicherten thermophilen Kulturen vorkommender, vermutlich
cellulolytischer OTU ist zu C. cellulosi verwandt. Dieser OTU macht 81, 68, 10 % in den drei
Anreicherungen A, B und C aus. C. cellulosi gehdrt zum Clostridien Cluster IV und kann im
Unterschied zu C. thermocellum zahlreiche Kohlenhydrate als Substrate verwerten, wie
beispielsweise Cellobiose, Xylose, Maltose und Glucose. Als Hauptprodukte entstehen neben
CO; und Wasserstoff auch Ethanol und Acetat. Das Temperaturoptimum von C. cellulosi liegt
bei 55-60 °C, das pH-Optimum bei 7,3 bis 7,5 (He et al. 1991). In Kultur C kommt aufRerdem
ein OTU mit Sequenzahnlichkeit zu C. thermocellum vor (77 %). Evtl. handelt es sich bei den
Bakterien der Anreicherungen A, B und C um sduretolerante Stdmme, da das pH-Minimum
von C. cellulosi und C. thermocellum normalerweise bei 6,2 liegt (He et al. 1991, Freier et al.
1988). Da bei pH-Werten unter 5,6 aus dem vorhandenen Probenmaterial (Kompost,
Fermenterproben, Mist, Erde) keine cellulolytischen Kulturen angereichert werden konnten,
ist anzunehmen, dass anaerobe Mikroorganismen, die bei diesem pH im verwendeten GR-
Medium wachsen, sehr selten oder gar nicht vorhanden sind. Dies ist besonders fir
Biogasanlagen mit Hydrolysestufe von Bedeutung. In den mesophilen Anreicherungen (pH
7.4) ist der OTU mit Ahnlichkeit zu C straminisolvens wahrscheinlich cellulolytisch (je 7 %).
C. straminisolvens ist ein cellulolytisches Bakterium aus dem Clostridien-Cluster 111 und
wurde von Kato et al. (2004a) erstmals isoliert. Das Temperaturoptimum des Bakteriums liegt
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bei 50-55 °C, das pH-Optimum bei 7,5. Trotz der Anreicherungstemperatur von 42 °C war C.
straminisolvens mit 7 % in den Anreicherungen vertreten. Weitere als cellulolytische
bekannte Bakterien kamen in den mesophilen Anreicherungen nicht vor. Da die anderen
OTUs (84 und 91 % der Bakterien) Sequenzéhnlichkeit zu beschriebenen, nicht
cellulolytischen Gattungen oder Spezies aufwiesen, ist davon auszugehen, dass ein GroRteil
der Bakterien in diesen Anreicherungen nicht cellulolytisch ist.

Der geringe Anteil der als cellulolytisch bekannten Bakterien in den thermophilen
Anreicherungen bei pH 7,4 lasst vermuten, dass cellulolytische unter den nicht-kultivierten
Bakterien sind. Auch in drei thermophilen cellulolytischen Anreicherungen von lzquierdo et
al. (2010) kamen ebenfalls nicht-kultivierte Celluloseabbauer vor, was durch Analyse der
GH48-Gene gezeigt wurde. Die Zuordnung zu einer phylogenetischen Gruppe lasst jedoch
nicht zwangslaufig eine Aussage Uber die physiologische Aktivitat der darin vertretenen
Bakterien zu. AulRerdem wére es moglich, dass in diesen cellulolytischen Anreicherungen die
cellulolytischen Bakterien mengenmalig nicht die Hauptvertreter sind, wie es in
Anreicherung F14 und F102 (bei 42 °C und pH 7,4) der Fall ist. Acidogene und acetogene
Bakterien, die Hydrolyse- und Stoffwechselprodukte der hydrolytischen Bakterien verwerten,
konnten in cellulolytischen Anreicherungen tberwiegen, was auch in Biogasanlagen der Fall
sein konnte. Allerdings ist wegen der unterschiedlichen Kopienzahl des 16S rRNA-Gens in
den Genomen die Anzahl der vorkommenden Bakterien nicht unbedingt proportional zu der
Anzahl der gezahlten Klone.

In Anreicherung BK wurde ein hoher Anteil an Bacillus-Spezies (63 %) gefunden. Dies kann
evtl. darauf zurtickzufiihren sein, dass es auch viele fakultativ-anaerobe Bacillus-Arten gibt,
darunter auch cellulolytische. Rastogi et al. (2009) fanden in mesophilen anaeroben
Anreicherungen neben 62,3 % Clostridiales ebenfalls 37,7 % Bacillales.

Weitere OTUs in den Anreicherungen gehdren vermutlich zu den saccharolytischen,
proteolytischen und acidogenen Bakterien. Diese waren C. caenicola, C. termopalmarium,
Thermobrachium  celere, Thermoanaerobacter sp. oder Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum in den Anreicherungen bei 60 °C und pH 7,4, C. proteolyticus, C.
thermosuccinogenes, Caloramator sp. in den Anreicherungen bei 60 °C und pH 5,6 sowie
Streptococcus sp., Acholeplasma equifetale, C. cochlearium, Peptostreptococcaceae und
OTUs mit weniger als 5 % wie z.B. Sporanaerobacter sp., Enterococcus sp., Tissierella sp.,
Lutispora thermophila, C. sporogenes, C. cochlearium, oder C. sporoshaeroides in den
Anreicherungen bei 42 °C und pH 7,4.

Ein weiterer Aspekt, der untersucht wurde, war der Einfluss des Substrats auf die
Bakterienzusammensetzung. In dieser Arbeit wurde die Bakterienzusammensetzung von
Anreicherung #10 auf Substrat 1 (Silagemischung) und Cellulose untersucht, um Hinweise
auf wichtige cellulolytische Vertreter zu bekommen. Dabei zeigte sich mit der
Silagemischung durch die Vielfalt an unterschiedlichen organischen Polymeren ein erhthter
Anteil des Hemicellulose-abbauenden Bakteriums C. stercorarium im Vergleich zum
Cellulose-Substrat. Das pentoseverwertende Bakterium C. stercorarium hatte einen Anteil
von 28 %, mit Cellulose als Substrat war der Anteil unter 3 %. Auch Symbiobacterium
thermophilum 1AM 14863 (Beppu et al. 2004, Ohno et al. 2000) kam auf Silage mit 4 % vor.
Dagegen war der Anteil von Thermoanaerobacter sp. auf Cellulose mit 17 % hoher als auf
Silage (4 %). Thermoanaerobacter sp. verwerten Zucker, wie D-Xylose und Arabinose
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(Larsen et al. 1997); diese Bakterien haben mit Cellulose evtl. durch die groe Menge an von
C. thermocellum gebildeten Zuckern einen Wachstumsvorteil. Bakterien mit
Sequenzahnlichkeit zu Costridiaceae Bakterium Aso3 kommen in beiden Substraten vor (17
und 22 %). Dies ist ein aus Kompost isoliertes, bisher nicht in Reinkultur kultivierbares,
anaerobes, thermophiles Bakterium mit unklarer physiologischer Rolle (Kim et al. 2008). Das
cellulolytische Bakterium C. thermocellum hat in der Cellulose-gewachsenen Kultur einen
Anteil von 50 %, in der auf Substrat 1 gewachsenen Kultur nur 35 %. Ein Zusammenhang
zwischen Substrat und Bakterienzusammensetzung wurde schon von Cirne et al. (2007)
gezeigt. Cirne et al. konnten zeigen, dass beim anaeroben Abbau von Gras und Klee der
Anteil an cellulolytischen Bakterien grofier war als beim Abbau von Roter Beete; es wurden
nur wenige gemeinsame Bakteriengruppen nachgewiesen, obwohl die Hydrolyserate ahnlich
war. Dehority und Tirabasso (1998) konnten zeigen, dass die Anzahl cellulolytischer
Bakterien in Rumen von Rindern durch Nahrung mit hohem Celluloseanteil um das 10-fache
erhdht werden konnte; jedoch kam es dadurch nicht zu einem signifikanten Anstieg des
Substratabbaus. Das Ergebnis zeigt, dass die Bakterienzusammensetzung vom Substrat
beeinflusst wird und der Anteil cellulolytischer Spezies vom Cellulosegehalt des Substrats
abhangt. Fur Biogasanlagen bedeutet das, dass allein durch die Futterung eines Substrats mit
hohem Lignocelluloseanteil der Anteil an cellulolytischen Mikroorganismen im Vergleich zu
anderen Substraten zunehmen konnte.

Um cellulolytische Bakterien fur den Abbau von Lignocellulose in Biogasanlagen genauer
charakterisieren zu konnen, ist es wichtig, neue Spezies in Reinkultur zu kultivieren. Hierfir
wurden celluloseabbauende Bakterien tber Einzelkolonieausstrich auf GR-Medium bei 60 °C
und pH 7,4 isoliert. Durch den Zusatz von Garrest sollte das Wachstum bisher auf gangigen
Labormedien nicht-kultivierbarer Bakterienspezies gefordert werden. Je dreimalige
Einzelkolonieausstriche lieferten aus funf unterschiedlichen cellulolytischen Anreicherungen
(Biogasanlagen, Kompost, Mist) zehn Neuisolate mit mindestens 99 % 16S rDNA-
Sequenzéhnlichkeit zu C. thermocellum ATCC 27405 (Sequenzlange mindestens 1375 bp).
Dies zeigt, dass C. thermocellum ubiquitar vorkommt, mit dieser Methode leicht zu isolieren
und ein wichtiger (hdaufiger) Celluloseabbauer ist. Jedoch spiegelt das Ergebnis vermutlich
nicht die Gesamtheit der in den Proben vorhandenen cellulolytischen Bakterien wider, da z.B.
Anreicherung #10, aus der Stamm 5g isoliert wurde, auch C. stercorarium enthielt, welcher
nicht isoliert werden konnte. Die gewéhlten Bedingungen beginstigen anscheinend das
Wachstum von C. thermocellum, obwohl durch den GR ein den Biogasanlagen ahnliches
Milieu geschaffen wurde. Die Isolierungsbedingungen missten also starker variiert werden,
was pH und Medienzusétze betrifft, um andere, evtl. bisher nicht-kultivierte cellulolytische
Spezies in Reinkultur isolieren zu kénnen. Die Isolate lieferten allerdings die Gelegenheit,
verschiedene und insbesondere neu isolierte C. thermocellum-Stdmme miteinander zu
vergleichen.

In  der Vergangenheit  durchgefiihrte  Untersuchungen  von  cellulolytischen
Bakteriengemeinschaften in Biogasanlagen bestatigten die in dieser Arbeit festgestellte
wichtige Rolle von Bakterien des Phylum Firmicutes fir den anaeroben Celluloseabbau. So
konnten von Burell et al. (2004) 100 % der Bakterien an Cellulosefasern in Biogasanlagen
dem Phylum Firmicutes zugeordnet werden, darunter C. stercorarium, C. thermocellum und
Bacteroides cellulosovens, welche alle zur Ordnung Clostridiales gehéren. Klocke et al. 2007,
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Schliter et al. 2008, Krause et al. 2008, Krober et al. 2009, Liu et al. 2009 zeigten ebenfalls,
dass Clostridia, und darunter Clostridiales hdufig in Biogasanlagen vorkommen.

Die Anwesenheit der cellulolytischen Spezies C. thermocellum und C. stercorarium aus den
thermophilen pH 7,4-Anreicherungen in Biogasanlagen wurde mit der entwickelten RT-gPCR
uberpruft. AulRerdem wurde analysiert, welche cellulolytischen Spezies aus Clostridien-
Cluster I11 (CII) im Celluloseabbau bei Biogasanlagen involviert sind. Dazu wurden Proben
aus drei unterschiedlichen Biogasanlagen mit Sequenzierung von Clll-rrs-cDNA-
Bibliotheken analysiert. CIll wurde ausgewéhlt, da die meisten cellulolytischen Clostridien
dem Cluster 111 zuzuordnen sind (Collins et al. 1994, Freier 1988).

Es zeigte sich, dass C. thermocellum in den untersuchten landwirtschaftlichen Biogasanlagen
zahlenmaRig nicht im erwarteten Malie vertreten ist. Mit RT-gPCR konnte die Spezies in nur
einer (Anlage 4) von 13 landwirtschaftlichen Biogasanlagen und zwei Technikumsfermentern
nachgewiesen werden. Die in den thermophilen Anreicherungen festgestellte Abundanz von
C. thermocellum trifft fur Biogasanlagen nicht zu. Nach Anreicherung bei 60 °C war C.
thermocellum mit gPCR in Fermenterproben nachweisbar, was zeigt, dass das Bakterium in
den Biogasanlagen in geringem Anteil vorhanden war, aber unterhalb der Nachweisgrenze der
RT-gPCR. Auch in anderen Arbeiten wurde C. thermocellum in Biogasanlagen nachgewiesen
(Schluter et al. 2008, Burell et al. 2004, Krause et al. 2008, Jaenicke et al. 2011).

Dagegen konnte C. stercorarium in allen Proben aus 13 landwirtschaftlichen Biogasanlagen
und zwei Technikumsfermentern mit RT-qPCR direkt nachgewiesen werden. Jedoch war der
Anteil des Bakteriums bezogen auf Clostridien des Cluster 111 mit Werten zwischen 1 und 32
% z.T. gering, in zwei Anlagen war der Anteil 0 %. O’Sullivan (2007) konnten mit FISH
ebenfalls zeigen, dass C. stercorarium in thermophilen Biogasanlagen weiter verbreitet ist als
C. thermocellum. Aufgrund der Bedeutung von C. stercorarium in Biogasanlagen wurde das
Genom des Typstamms sequenziert und annotiert (Poehlein et al. 2013). Die groReren
(nachweisbaren) Anteile von C. stercorarium in Biogasanlagen koénnten darauf
zuriickzufuhren sein, dass dieses Bakterium durch eine gréRere Zahl an Hemicellulasen besser
an die Substrate im Fermenter angepasst ist oder darauf, dass der C. stercorarium-Nachweis
sensitiver ist. In Publikationen von Klocke et al. 2007, Schluter et al. 2008, Krause et al.
2008, Krober et al. 2009, Liu et al. 2009 uber die Bakterienzusammensetzung in
Biogasanlagen wurde C. stercorarium nicht nachgewiesen.

Die RT-gPCR mit fur CllII-Clostridien spezifischen Primern lieferte fiir alle der 13
untersuchten Biogasanlagen und zwei Technikumsfermentern ein Produkt; dC+ zwischen
Proben und Negativkontrollen war bei allen Proben signifikant und betrug mindestens 8,1
Zyklen. Das ist ein Hinweis darauf, dass dem Clostridien-Cluster 111 eine grof3e Bedeutung fur
den Abbau von Cellulose in Biogasanlagen zukommt. Der Anteil der CllI-Clostridien an der
Gesamtbakterienzahl war unterschiedlich; er lag in zwoIf Anlagen unter 10 %, in drei
Anlagen zwischen 16-38 % (Anlage 4, 3F-2, 55- 1ph; alle thermophil). Aufféllig ist, dass v.a.
in den thermophilen Anlagen CIII-Clostridien einen groen Anteil ausmachen. In den
mesophilen Anlagen kommen evtl. eher cellulolytische Bakterien vor, die nicht dem Cluster
11 zuzuordnen sind oder cellulolytische Bakterien machen in mesophilen Biogasanlagen
einen geringeren Anteil aus — auch in den mesophilen Anreicherungen war der Anteil der
bekannten cellulolytischen Bakterien mit 7 % sehr niedrig.
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Das Clostridien Cluster 111 wurde genauer untersucht, da diese Clostridien eine herausragende
Rolle beim Celluloseabbau spielen (Ji et al. 2012, Tabelle 4, S. 8) und die Abundanz dieser
Clostridien in Biogasanlagen bereits mit RT-gPCR gezeigt werden konnte. Nach bisherigen
Erkenntnissen kommen in der Doméne Archaea keine cellulolytischen Mikroorganismen vor,
80% der isolierten cellulolytischen Bakterien gehdren zu den Phyla Actinobacteria und
Firmicutes. Dabei sind alle Gram-positiven anaeroben cellulolytischen Bakterien im Phylum
Firmicutes Uberwiegend in der Klasse Clostridia. Ein Grofdteil gehort zur Familie
Clostridiacea, Gattung Clostridium. Die meisten cellulolytischen Clostridien gehéren zu
Cluster 111 (Desvaux 2005).

Bei der Analyse des CIlI-RT-gPCR-Produkts von Proben aus den drei Biogasfermentern
HuF2, 3F-2 und 55-1ph (45, 52 und 55 °C) stellte sich heraus, dass die sequenzierten rrs-
cDNA-Abschnitte die groRten Ahnlichkeiten zu Sequenzen von bisher nicht in Reinkultur
kultivierten Bakterien in der NCBI- und Silva-Datenbank hatten. Eine thermophile
cellulolytische Anreicherung aus marinem Kistengebiet von Ji et al. (2012) enthielt 60 %
Sequenzen mit C. thermocellum als néchste verwandte und Kkultivierte Spezies, die
Sequenzahnlichkeit zu C. thermocellum betrug aber nur 87-89 %. Das zeigt das groRe
Potential der Isolierung neuer cellulolytischer Bakterien, ein Grofiteil der cellulolytischen
Clostridien aus Cluster 111 scheint bisher nicht in Reinkultur vorzuliegen. Die identifizierten
ClIlI-Subcluster wurden aufgrund der kurzen Sequenz von 328 bp jeweils einer Gruppe von
Clostridien zugeordnet: Subcluster CIII-1, CIII-2 und CIlI-3 machen in den drei
Biogasanlagen den groRten Anteil aus. In Anlage HuF2 haben sie zusammen einen Anteil von
81 %, in Anlage 3F von 85 % und in Anlage 55-1ph von 92 %, wobei der Anteil der einzelnen
Subcluster zwischen 8 und 44 % liegt. Die nachsten verwandten und kultivierten Bakterien
der drei wichtigsten CIlI-Subcluster in den drei untersuchten Biogasanlagen C. clariflavum,
C. straminisolvens, C. alkalicellulosi (CIlI-1), C. termitidis C. cellobioparum, C. josui, C.
papyrosolvens, C. cellulolyticum (Cl111-2), C. stercorarium und C. caenicola (Cll1-3) sind mit
Ausnahme von C. caenicola als cellulolytisch beschrieben (thermophile Clostridien
unterstrichen). Subcluster CI11-2 beinhaltet ausschlieRlich mesophile Clostridien Spezies und
kommt mit 31 % in der bei 45 °C betriebenen Anlage HuF2 vor. In den beiden anderen
Anlagen ist der Anteil dieses Subclusters geringer, was evtl. an der hoheren
Betriebstemperatur dieser Anlagen liegen konnte. Das dem Subcluster CIII-5 zugeordnete
Bakterium Acetivibrio cellulolyticus ist ein mesophiles cellulolytisches Bakterium aus der
Familie der Ruminococcaceae. Die ndchsten verwandten und bereits kultivierten Bakterien
der anderen Subscluster sind C. thermocellum, C. thermosuccinogenes, Gracilibacter
thermotolerans und Acidaminococcus intestinii. Bei der Interpretation der Ergebnisse muss
beachtet werden, dass ein 328 bp groRer Bereich oftmals nicht fur exakte phylogenetische
Einordnung ausreicht — hierzu wére eine Sequenzahnlichkeit von tber 97,5 % uber die
komplette 16S DNA (1,5 kb) notwendig.

4.3 Optimale Bedingungen fiir Hydrolyse und hydrolytisches Potential

verschiedener Bakterienkulturen

Da in Biogasanlagen andere (bisher nicht kultivierte) Cl1I-Clostridien vorkommen als in den

cellulolytischen Anreicherungen und sich die Bakterienzusammensetzung der selektierten

Anreicherungen unterschied, wurde untersucht, ob sich die gezielt angereicherten und
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selektierten  Bakterienkulturen  in  ihrem  hydrolytischen  Potential  gegenuber
,,Fermenterkulturen® ohne Selektion besonders effektiver Celluloseabbauer unterscheiden.
Dazu wurde der durch die Kulturen hervorgerufene Substratabbau (TS-Abnahme) als Grolie
herangezogen. Ziel der Versuche sollte eine Einschatzung des Potentials einer Inokulation mit
effektiven cellulolytischen Kulturen sein. AulRerdem wurden mit einer Anreicherung die fir
den Abbau optimalen Bedingungen bestimmt, um die Betriebsparameter fir das
cellulolytische Inokulum optimieren zu kénnen.

Die optimale Temperatur fur den Substratabbau mit Kultur #10 (welche die cellulolytische
Spezies C. thermocellum und C. stercorarium enthielt) war 60 °C. Aufgrund dieses
Ergebnisses wurden alle weiteren Abbauversuche bei 60 °C durchgefiihrt. Auch andere
charakterisierte cellulolytische Clostridien, die in Biogasanlagen vorkommen konnten, wie C.
cellulosi, C. clariflavum oder C. phytofermentans haben das Temperaturoptimum bei 60 °C.
Da thermophile Biogasanlagen uberwiegend bei 50-55 °C betrieben werden, koénnte die
Erhohung der Prozesstemperatur auf 60 °C evtl. eine Steigerung zumindest der Hydrolyserate
bewirken. Auch z.T. deutlich héhere Temperaturen werden von diesen Bakterien toleriert, so
dass die Temperaturunterschiede in einem Fermenter (z.B. auf der Oberflaiche von
Heizelementen) sich nicht schadlich auswirken.

In den vorgenommenen Versuchen wurde die Bedeutung des pH-Werts fir cellulolytische
Bakterien festgestellt; so konnte bei pH-Werten unter 5,6 keine cellulolytische Kultur
angereichert werden. Aus diesem Grund wurde der optimale pH mit #10 und LfL (enthalten
C. thermocellum und C. stercorarium als cellulolytische Spezies) durch Inkubation bei 60 °C
und pH-Werten zwischen 4,8 und 7,9 Uber den Substratabbau nach 7 Tagen bestimmt. Das
pH-Optimum lag bei 7,5-7,9. Bei pH-Werten unter 6,2 bzw. 5,7 fand kein Abbau statt. Dieses
Ergebnis stimmt nicht mit den in der Literatur beschriebenen pH-Werten fiir optimales
Wachstum von C. thermocellum JW 20 und C. stercorarium tberein, die bei pH 6,7-7,0 bzw.
7,3 liegen (Freier et al. 1988, Madden 1983). Der Unterschied konnte aber durch die
unterschiedlichen Versuchsbedingungen begrindet sein. Da in dieser Arbeit ein den
Biogasanlagen ahnliches Medium (GR-Medium) verwendet wurde, ist anzunehmen, dass die
pH-Empfehlungen fur hydrolytische Kulturen auch fur Biogasanlagen zutreffen.

Der fiir die Hydrolyse optimale pH-Bereich wurde auch in einem weiteren Versuch bestatigt,
in dem nur 21 Stunden inkubiert wurde, um die Einfliisse des in einer Hydrolysestufe (im
Batch) stetig sinkenden pH-Werts zu minimieren. Auch in diesem Versuch war der Biomasse-
Abbau in einem pH-Bereich von 7,4 bis 7,9 optimal; bei sinkenden pH-Werten bis 7,0 wurde
der Abbau zunehmend schlechter.

Ein Vergleich des Abbaus bei pH 6,4 der Kulturen A, B und C (Anreicherungs-pH 5,6) mit
den Kulturen #10 und LfL (Anreicherungs-pH 7,4) zeigte einen verbesserten Abbau der in
saurem Milieu angereicherten Kulturen gegeniiber den bei pH 7,4 angereicherten Kulturen;
jedoch erreichten diese Kulturen nicht den maximalen Substratabbau der bei pH 7,4
angereicherten Kulturen in deren optimalen pH-Bereich. Die in Kulturen A und B enthaltenen
und vermutlich cellulolytischen Bakterien sind verwandt mit C. cellulosi, in Kultur C zu C.
thermocellum und C. cellulosi, was vermuten lasst, dass C. cellulosi bei niedrigeren pH-
Werten effizienter hydrolysiert als die in Anreicherungen #10 und LfL enthaltenen
hydrolytischen Bakterien. Dieses Ergebnis widerspricht Empfehlungen von Kaltschmitt und
Hartmann (2001) oder dem Biogasforum Bayern (Prozessmodell Biogas 111, 2010), die leicht
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saure pH-Werte als optimal fir hydrolytische Bakterien angeben. Die Aktivitat von
rekombinantem C. thermocellum-celS mit amorpher Cellulose dagegen ist bei pH 5-6 am
grofiten, wie Guimaraes et al. (2002) zeigten. Auch Hon-nami et al. (1986) zeigten, dass
extrazellulére Cellulasen von C. thermocellum bei pH-Werten zwischen pH 4,5-7,5 aktiv sind.
Das bedeutet, dass fir eine optimale Hydrolyse die Wachstumsbedingungen der
hydrolytischen Bakterien optimiert werden missen, und nicht die Bedingungen fir die
Cellulasen.

Die mit Substrat bestimmten pH-Optima und -Untergrenzen konnten mit Filterpapier flr ein
breiteres Spektrum an Mikroorganismen bestétigt werden. Dazu wurde der Filterpapierabbau
aller in dieser Arbeit verwendeten Mischkulturen (BK, #10, LfL, F14, F102, A, B, C) und der
Reinstamme C. thermocellum NB2, C. thermocellum BC1 und C. thermocellum ATCC 27405
bei pH-Werten zwischen 5,72 und 8,50 visuell bestimmt. Der Abbau bei den pH-Werten 7,25
und 8,13 nach 4 Tagen bei allen Kulturen vollstandig, d.h., dass der mit #10 und LfL
bestimmte optimale pH-Bereich auch fur die anderen Kulturen und flr die Reinstimme
zutrifft. Bei pH 6,79 und 8,5 dauerte es bei allen Kulturen bis zum vollstandigen Abbau
langer, bei pH 6,18 und 5,72 war kein oder ein nur unvollstandiger Abbau festzustellen. Die
thermophilen Mischkulturen LfL und BK sowie die bei pH 5,6 angereicherten Mischkulturen
A, B und C zeigten bei pH 5,72 noch einen teilweisen Abbau des Filterpapiers nach 10 Tagen.
Die lange Inkubationszeit von 10 Tagen zeigt, dass mit Anfangs-pH um 5,72 das Limit
erreicht ist. Ein interessantes Ergebnis dabei ist, dass die beiden Kulturen A und B, die bei pH
5,72 etwas mehr Filterpapierabbau zeigten, C. cellulosi mit einem Anteil von 81 und 68 % als
cellulolytische Spezies enthielten, in Kultur C dagegen lag der Anteil von C. cellulosi nur bei
10 %, in dieser Anreicherung war v.a. C. thermocellum als cellulolytische Spezies enthalten.
Der Versuch untermauert die Erkenntnis, dass pH-Werte unter 7,0 fir ein breites Spektrum an
cellulolytischen Bakterienspezies eher ungeeignet fur die Cellulose-Hydrolyse sind. Dies trifft
auch fir Kulturen zu, die bei niedrigen pH-Werten von 5,6 angereichert wurden, aber
ebenfalls pH-Werte zwischen 7 und 8 bevorzugen. Das bedeutet, dass eine Trennung von
Hydrolyse und Methanogenese aus diesem Aspekt nicht sinnvoll ist. Eine reine
Hydrolysestufe kann durch pH-Senkung nicht erreicht werden, ohne auch die Hydrolyse
negativ zu beeinflussen.

Da die Hydrolyse der geschwindigkeitslimitierende Schritt beim anaeroben Abbau von
Cellulose ist, war es wichtig zu wissen, in welchem Zeitraum der Abbau stattfindet. Daher
wurde der Abbau von Substrat 1 durch Kultur #10 bei 60 °C Uber 96 Stunden gemessen.
Dabei zeigte sich, dass der Substratabbau v.a. in der Zeit zwischen 18 und 66 Stunden der
Inkubation stattfindet. Es gibt also eine lag-Phase von 18 Stunden, in der die hydrolytischen
Enzyme gebildet werden. Im Zeitraum zwischen 18 und 66 Stunden der Inkubation kommt es
zur Hydrolyse des Substrats, die entstandenen Zucker werden von fermentativen Bakterien in
Alkohole und S&uren metabolisiert (Acidogenese). Das cellulolytische Bakterium aus
Clostridien Cluster 11l C. papyrosolvens zeigte den hochsten Ertrag von CMCase und
Filterpaperase nach 48 Stunden (Rani et al. 2004). Die TS-Abnahme geht einher mit einer
Anséuerung des Mediums. Der pH-Wert sinkt von 7,15 nach 18 Stunden auf 5,81 nach 66
Stunden. Es fallt auf, dass der End-pH auch nach langerer Inkubation nicht unter 5,6 féllt.
Dagegen zeigen Daten von Freier et al. (1988), dass der End-pH von C. thermocellum JW20
in Co-Kultur mit einem Glucose-verwertenden Bakterium unter 5,5 liegen kann. Im Zeitraum
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von 66-96 Stunden kommt es weder zu einer wesentlichen pH-Absenkung, noch zu einer
weiteren TS-Abnahme; es findet keine Hydrolyse und Acidogenese mehr statt, was an einer
Endprodukthemmung der cellulolytischen Bakterien liegen konnte. Deshalb ist dieses
Ergebnis nicht auf Biogasanlagen ubertragbar, da hier die entstandenen Stoffwechselprodukte
durch methanogene Archaea verbraucht werden. Eine Gasanalyse zeigte, dass dies hier nicht
der Fall war; es wurde kein Methan gebildet.

Beim Vergleich des Abbaus von Substrat 1 durch die 3 thermophilen Anreicherungen BK,
#10 und LfL bei pH 7,4 und 60 °C zeigten sich nur geringe Unterschiede im Abbau. Die
Anreicherungen unterschieden sich jedoch im Abbaugrad und in der Abbaugeschwindigkeit
von C. thermocellum ATCC 27405. Im Gegensatz zu C. thermocellum ATCC 27405 bauten
die Mischkulturen schon nach einem Tag Substrat 1 ab (12-14 %), was auf synergistische
Effekte der in der Mischkultur enthaltenen Bakterien zuriickzufuhren ist. So wird das
lignocellulosehaltige Substrat durch das Zusammenwirken unterschiedlicher Enzyme der
verschiedenen Bakterien (Cellulasen, B-Glucanasen, Xylanase, Lichenasen etc.) schneller
aufgeschlossen als von C. thermocellum in Monokultur, der viele monomere Bestandteile von
Hemicellulose nicht verwerten kann (Madden 1983). Nach 7 Tagen waren die Abbauraten 28-
32 %, wobei C. thermocellum ATCC 27405 mit 28 % die geringste Abbaurate hatte. Uber den
Substratabbau von Bakterien im Batch gibt es kaum Daten. Ren et al. (2007) bestimmten den
Abbau von MN301 und Avicel nach 10 Tagen durch C. cellulolyticum und Clostridium
populeti, dieser lag fur C. cellulolyticum bei 56 % bzw. 46 %, fur C. populeti lag er bei 62
bzw. 52 %. Da es sich in dieser Arbeit aber um lignocellulosereiche Stroh-Heu-Mischung als
Substrat handelte, war ein geringerer Abbau zu erwarten.

Eine Gasanalyse zeigte, dass die Kulturen BK, #10 und LfL kein oder wenig Methan bilden,
also keine Methanogenese stattfindet. Obwohl BK und LfL nicht pasteurisiert wurden, wurde
nach 7 Tagen kein nennenswerter CH,4-Anteil festgestellt (0,2 %), was vermutlich daran lag,
dass Methanogene zu langsam wachsen (> 7 d) und die schnellen Uberimpfungszyklen bei der
Anreicherung nicht tberstanden haben. Ein weiterer Grund fir die geringe Methanbildung
konnte auch eine eingeschrankte Aktivitat dieser Archaea aufgrund der mit 60 °C im
Vergleich zu Methanreaktoren, welche Ublicherweise bei ca. 38-42 °C betrieben werden,
héheren Temperatur sein. Kultur #10 wurde im Gegensatz zu Kulturen BK und LfL
pasteurisiert, was den Unterschied von 0,2 % CH, erklaren konnte. Da methanogene Archaea
keine Sporenbildner sind, werden sie durch den Pasteurisierungsschritt abgetdtet. Da bei
keiner Mischkultur Methan in groBeren Mengen nachweisbar war, ist der bessere Abbau der
Mischkulturen im Vergleich zur C. thermocellum-Reinkultur nicht in einer pH-
stabilisierenden Wirkung durch Umsetzung des gebildeten Acetats von methanogenen
Archaea begriindet. Insgesamt war der Abbau in den Batch-Kulturflaschen mit maximal 39 %
relativ gering, was vermutlich auf die pH-Wert-Absenkung und die Anhdufung von
Stoffwechselendprodukten im Batch zurlickzufiihren ist. Ein weitaus besserer Abbau sollte
also erreicht werden, wenn parallel zur Hydrolyse auch die Methanogenese stattfinden kann.
Aufgrund der Komplexitdt der Bakteriengemeinschaften in Biogasanlagen sind
Untersuchungen mit Reinstdmmen wichtig, um die Zusammenhéange besser zu verstehen. In
dieser Arbeit konnten verschiedene C. thermocellum-Stdamme mit unterschiedlichem
Abbaupotential isoliert werden. Die neu isolierten C. thermocellum-Reinkulturen bauten das
Substrat 2 bei 60 °C und pH 7,4 unterschiedlich gut ab, der Abbaugrad war zwischen 23-39 %
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nach 5 Tagen. Dies bedeutet, dass manche C. thermocellum-Stamme das Substrat nach 5
Tagen sogar besser abgebaut haben als Mischkulturen. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch
zu Publikationen von Kato et al. (2004), Ng et al. (1981) und Weimer und Zeikus (1977), in
denen gezeigt wurde, dass die dort verwendeten Co-Kulturen Cellulose vollstandiger abbauen
und mehr EtOH produzieren als cellulolytische Reinkulturen wie C. thermocellum oder C.
straminisolvens. Es widerspricht auch der Annahme, dass Mischkulturen durch Synergismus
effizienter im Abbau sind. Dagegen gibt es aber auch Untersuchungen von Dehority und Scott
(1967) und Dehority (1773), die zeigen, dass cellulolytische Bakterien in Co-Kultur Cellulose
weniger gut abbauen als in Reinkultur. Griinde hierfur sind vermutlich kompetitive und nicht-
kompetitive Interaktionen zwischen cellulolytischen Bakterien (Krause et al. 2003). Der
grofite Abbau nach 2 Tagen wurde mit BC1 und C. stercorarium als Co-Kultur erzielt.
Vermutlich geht also der initiale Angriff auf die Lignocellulose-Fasern aufgrund
synergistischer Effekte mit diesen beiden Stdimmen effizienter, was auch schon von Zverlov et
al. (2010) fur C. thermocellum DSM 1237 und C. stercorarium gezeigt wurde. Dagegen war
der Abbau durch Kultur #10 nach 2 Tagen weniger effizient, obwohl in dieser Anreicherung
ebenfalls C. thermocellum und C. stercorarium enthalten waren. Der Grund dafiir konnte
darin liegen, dass die in dieser Kultur enthaltenen cellulolytischen Spezies weniger effizient
sind, wie auch der aus dieser Kultur isolierte Reinstamm C. thermocellum 5g (30 % Abbau
nach 5 d). Mischkulturen konnten also den initialen Angriff auf Lignocellulosefasern
teilweise schneller bewerkstelligen als Reinstamme, aber besonders effiziente Staimme waren
nach 5-tagiger Inkubation effizienter im Substratabbau als Mischkulturen.

Die Bestimmung des hydrolytischen Potentials der Anreicherungen und Isolate im Vergleich
zu Anreicherungen aus Biogasanlagen ohne Selektion sollte das Potential einer Inokulation
zeigen. Der Abbau von cellulolytischen Anreicherungen aus Biogasanlagen ohne Selektion
besonder effizienter Kulturen zeigte, dass diese Kulturen bei 60 °C und pH 7,4 nach 5 Tagen
nur 12-22 % des Substrats abgebaut haben, der End-pH war mit 5,4-5,8 etwas niedriger als
bei den selektierten Anreicherungen. Damit liegen die Abbauleistungen der Fermenter-
Anreicherungen unter denen der ausgewdahlten Anreicherungen. Das bedeutet, dass in den
ausgewahlten Anreicherungen Bakterien enthalten sind, die die Hydrolyse in Biogasanlagen
evtl. verbessern konnten, eine Inokulation also grundsétzlich sinnvoll erscheint. Wie mit
gPCR gezeigt wurde, ist C. thermocellum zumindest in drei der 13 60 °C-Fermenter-
Anreicherungen nachweisbar, es handelt sich vermutlich um weniger effiziente C.
thermocellum-Stdmme.

4.4 Charakterisierung verschiedener C. thermocellum-Stimme

Neue cellulolytische Isolate aus Mischkulturen zu gewinnen und diese zu charakterisieren ist
ein wichtiger Schritt, um die Vorgange und Synergismen der beteiligten Mikroorganismen bei
der anaeroben Methanisierung von Biomasse in Biogasanlagen besser zu verstehen. In dieser
Arbeit stellte sich C. thermocellum als weit verbreiteter und effizienter Celluloseabbauer
heraus, der in Biogasanlagen evtl. aufgrund von fir ihn oft suboptimalen Prozessparameter
scheinbar nicht in hohen Konzentrationen vorkommt.

Es konnten zehn verschiedene C. thermocellum-Stamme isoliert werden, die sich deutlich im
Abbaupotential unterschieden. Fir die Charakterisierung wurden die Stamme NB2, 5g, T2
und BC1 ausgewahlt und mit dem russischen lIsolat F7 (bei den Sequenzvergleichen JW20)
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und dem Typstamm C. thermocellum ATCC 27405 verglichen, da sie verschiedene Varianten
von Eigenschaften reprasentieren: unterschiedliche CipA-Lange (NB2, 5g kurz bzw. T2, BC1
lang, wie ATCC 27405), und unterschiedliche Abbauleistungen (NB2, BC1 gut/5g, T2
weniger). Es wurden neben der 16S rDNA zwei Cellulosomenkomponenten, cipA und celR,
sequenziert und physiologische Eigenschaften wie Substratabbau, Temperaturlimit, pH-Limit,
Substratspektrum und Produktspektrum analysiert.

Die in dieser Arbeit isolierten C. thermocellum-Stdmme haben mindestens 99 % 16S rDNA-
Sequenzahnlichkeit zu den bereits beschriebenen C. thermocellum-Stdimmen ATCC 27405
und JW20, wie auch zu dem Isolat von Tachaapaikoon et al. (2012). Dennoch unterscheiden
sich die C. thermocellum-Stdmme im Abbau von Substrat 2 bei 60 °C und pH 7,4. Stamm T2
war am wenigsten effizient im Substratabbau, Stdmme NB2 und BC1 am effizientesten. Auch
der von Tachaapaikoon et al. beschriebene C. thermocellum-Stamm S14 baut kristalline
Cellulose schneller ab als 27405 und JW20, zudem wird das Cellulosom dieses Stamms nicht
von Cellobiose inhibiert, wie es bei C. thermocellum ATCC 27405 der Fall ist.

Der Filterpapierabbau der Staimme ATCC, NB2 und BC1 war pH-abhédngig; die gréRten
Unterschiede zeigten sich im pH-Bereich zwischen 6,23 und 6,44. Stamm NB2 tolerierte den
niedrigsten pH (6,23), die Untergrenze fiir Cellulose-Hydrolyse von Stamm BCL1 lag bei pH
6,36, die von Stamm ATCC 27405 bei pH 6,44, der bei diesem pH deutlich langsamer im
Abbau war als die beiden neu isolierten Stdimme. Bei den pH-Werten zwischen 6,63 und 8,40
waren die Unterschiede zwischen den Stdmmen gering, die Zeit bis zum vollstdndigen
Filterpapierabbau betrug maximal 4 Tage. Da sich verschiedene Stdmme der Spezies C.
thermocellum also in ihrem cellulolytischem Potential bei pH-Werten zwischen 6,23 bis 6,44
unterschieden, ist fir Biogasfermenter, die in diesem pH-Bereich betrieben werden, das
Vorkommen séuretoleranter Stdmme entscheidend fir eine effiziente Hydrolyse. Auch der
Abbau von Substrat 2 war bei pH 6,8 mit den Stdmmen BC1 und NB2 deutlich besser als mit
dem Typstamm, was darauf hindeutet, dass das bessere Abbaupotential dieser Stamme bei
niedrigen pH-Werten nicht vom Substrat abhangig ist.

Die Stdmme zeigten auch bei der optimalen Temperatur Unterschiede. Die Stdamme NB2 und
BC1 bauten bei einer Temperatur von 65 °C Filterpapier deutlich schneller ab als die anderen
C. thermocellum-Stamme und auch bei 67 °C waren diese beiden Stdamme im Gegensatz zu
den anderen Stammen noch hydrolytisch aktiv. Bei 69 °C war keiner der untersuchten
Stamme mehr in der Lage, Filterpapier abzubauen. Das Temperaturmaximum von C.
thermocellum JW20 wird sogar mit 69 °C beschrieben (Freier et al. 1988); jedoch stimmt das
Temperaturmaximum fir Wachstum nicht zwangsldaufig mit der Fahigkeit zum
Celluloseabbau uberein.

Alle Stamme konnten Cellulose (Filterpapier) und Cellobiose verwerten, die Stimme NB2,
BC1 und F7 noch zusatzlich Glucose. Der von Freier et al. (1988) untersuchte C.
thermocellum-Stamm JW20 wachst nach Adaption ebenfalls auf Glucose. BC1 konnte auch
mit Sorbitol wachsen, allerdings erst nach vier Tagen. Auch der von Tachaapaikoon et al.
(2012) isolierte Stamm (S14) konnte nach mehreren Tagen Glucose und Sorbitol verwerten.
Drei von den 13 von Ozkan et al. (2001) isolierten C. thermocellum-Stdmmen konnten
Glucose verwerten. Von keinem Stamm wurde Fructose, Arabinose, Xylose, Xylan und
Stéarke verwertet. Die in dieser Arbeit isolierten Stimme konnten Arabinose, Xylose, Xylan
und Stérke ebenfalls nicht verwerten. Dies stimmt weitgehend mit Literaturdaten berein
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(Demain et al. 2005, McBee 1954, Johnson et al. 1982, Patni und Alexander 1971). Die von
C. thermocellum nicht verwertbaren Zucker stehen damit anderen Bakterien im
Biogasfermenter als leicht verwertbare Substrate zur Verfugung.

Die Stamme BC1, NB2, T2, ATCC 27405 und F7 produzierten gemaR GC-Analyse
uberwiegend Ethanol (0,05-0,1 %), auf’erdem Acetat (0,01-0,03 %) und Isopropanol (0,003-
0,006 %). Zwei von Lv und Yu (2012) isolierte C. thermocellum-Stamme bilden 0,08 %
Ethanol und 0,03-0,04 % Acetat aus 0,3 % Filterpapier; auch 13 von Ozkan et al. (2001)
isolierte C. thermocellum-Stamme bilden v.a. EtOH und Acetat. Der von Tachaapaikoon et al.
(2012) isolierte C. thermocellum-Stamm S14 bildet gréf3ere Mengen an Acetat und EtOH, und
auBerdem Propionat, das bei den in dieser Arbeit isolierten Stdmmen nicht nachgewiesen
wurde. Die Bildung des fir manche C. thermocellum-Stdamme charakteristischen gelben
Farbstoffs ist unterschiedlich, wie es auch von Ozkan et al. beschrieben wurde. Die Stdimme
BC1 und 5g bilden ein gelbes Pigment, die anderen Stdimme dagegen nicht. Die Funktion
dieses Farbstoffs ist unklar. Eine Rolle beim Celluloseabbau wurde diskutiert (Ljungdahl et
al. 1983).

C. thermocellum besitzt Cellulosome zum effizienten Abbau von Cellulose. Cellulosome
kénnen durch die Bindung verschiedener katalytischer Einheiten an das Geristprotein CipA
in verschiedenen Varianten vorliegen (Demain et al. 2005). Die Grol3e des Cellulosoms von
C. thermocellum variiert zwischen 2 bis 6,5 MDa und ist stammabhéangig (Béguin und
Lemaire 1996). Die Sequenzierung war hier hilfreich, um die festgestellten
GroRenunterschiede des cipA-Gens sowie Sequenzunterschiede zu identifizieren.
Tachaapaikoon et al. (2012) stellten ebenfalls Grofienunterschiede des CipA fest, fuhrten
diese aber auf Unterschiede in der Glykosylierung zuriick, da 6-13% des C. thermocellum-
Cellulosoms Kohlenhydrate sind (Gerwig et al. 1993).

Der auffalligste Unterschied zwischen den Sequenzen ist, dass die Staimme NB2, 59 und F7
im Gegensatz zu C. thermocellum ATCC 27405, T2 und BC1 nur 8 statt 9 Cohesine besitzen.
Die Scaffoldine (CipA) von C. thermocellum JW20 und des nah verwandten Cluster IlI-
Clostridiums C. cellulolyticum haben ebenfalls nur 8 Cohesine (Desvaux 2005). Dieser
Unterschied wirkt sich aber nicht auf die Effizienz des Cellulosoms aus: der effizienteste
Substratabbauer NB2 hat 8 Cohesine, zwei schlechte Abbauer, 5g und T2, haben 8 bzw. 9
Cohesine. Auf Proteinebene sind die Unterschiede der Stamme NB2, 5g, BC1 und JW20 im
Vergleich zum Typstamm v.a. in den Regionen zwischen den Cohesin-Domanen des
Cellulosoms zu beobachten. Diese Mutationen haben vermutlich keinen Einfluss auf die
Cohesin-Dockerin-Interaktion. Dagegen haben die Stamme T2 und F7 keine Mutationen in
den Regionen zwischen den Cohesin-Doménen. Die Stamme NB2, 5g haben die grofiten
Unterschiede zu C. thermocellum ATCC 27405. Insgesamt gibt es bei diesen Stdammen neben
dem fehlenden Cohesin 11 Deletionen und 26 bzw. 27 Aminoséureaustausche im Vergleich
zum Typstamm. Beim Vergleich der Cohesine zeigte sich, dass Cohesin 7 vermutlich bei den
Stammen NB2, 5g, F7 und JW20 fehlt und bei Stamm BC1 7 Unterschiede im Vergleich zum
Typstamm aufweist. Cohesin 4 der neu isolierten C. thermocellum-Stdmme wies am meisten
Aminosdureaustausche bzw. Deletionen im Vergleich zum Typstamm auf. Die Auswertung
der Sequenzahnlichkeit der einzelnen Cohesine zeigte, dass die Cohesine 4, 5, 6 und 8 bei
allen Stimmen keine eindeutigen Gruppen bilden. Carvalho et al. (2003) untersuchten den
Cohesin-Dockerin-Komplex anhand des Cohesin 2 von C. thermocellum ATCC 27405. Deren
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Ergebnissen zufolge haben die bei Stamm F7 festgestellten Mutationen von zwei Aminoséren
bei Cohesin 2 keinen Einfluss auf die Cohesin-Dockerin-Interaktion, die betreffenden
Aminosduren sind nicht in direktem Kontakt mit dem Dockerin.

Ein weiteres sequenziertes Gen der ausgewahlten Stamme war das der im Cellulosom
wichtigen Endoglucanase CelR. Das Gen der Endoglucanase CelR ist sehr stark konserviert.
Im Vergleich zum Typstamm ATCC 27405 gibt es insgesamt drei Unterschiede in der
Nukleotidsequenz (SNP), davon haben Stdimme NB2, 5g und BC1 je 2 Mutationen, Stamme
T2, F7 und JW20 jeweils eine. Nur einer der SNP fuhrt bei Stammen NB2, 5g, BC1, F7 und
JW20 zu einem Aminoséureaustausch (11e592Val). Da es sich bei celR um eine codierende
Sequenz fur ein enzymatisch aktives Protein handelt, ist eine starke Konservierung zu
erwarten, da Aminosaureaustausche besonders im aktiven Zentrum zur Veranderung der
Aktivitat des Enzyms fuhren kdnnen.

4.5 Potential einer Inokulation

Ublicherweise dienen in der Praxis Bakterien aus gut laufenden Biogasanlagen als
Animpfmaterial flir Biogasanlagen. Die Inokulation von Biogasfermentern mit gezielt
entwickelten Mikroorganismen ist eine Mdglichkeit, die Bakterienpopulation zu beeinflussen
und damit auf den Biogasprozess Einfluss zu nehmen. Inokula zur Steigerung des
Methanertrags in Biogasanlagen gibt es bisher in Form von methanogenen Archaea. Da die
Cellulosehydrolyse wegen des schwierigen und oft ineffizienten Aufschlusses, zu dem nur
wenige Mikroorganismen befahigt sind, der ,,Flaschenhals“ im Biogasprozess ist, gibt es hier
ebenfalls ein Potential, den Gesamtprozess zu optimieren.

Die vorangegangenen Versuche dieser Arbeit zeigten bereits, dass selektierte Anreicherungen
und Isolate effizienter im Abbau der Modellsubstrate sein kénnen. Daher wurde das Potential
einer Inokulation mit der Kultur #10 im Batch und in einem Technikumsfermenter sowie mit
C. thermocellum-Stamm NB2 in einem Technikumsfermenter getestet. Effekte auf
Gasproduktion und Abbau wurden bewertet sowie der Verbleib des Inokulums beobachtet.
Die Technikumsfermenter, die zum Test der Inokula verwendet wurden, wurden von der
Universitat Hohenheim bzw. der LfL zweiphasig betrieben, da so die Fermenter entsprechend
den Anforderungen der vorherrschenden Bakterien optimiert werden kénnen. Auch Cysneiros
et al. (2012) setzte einen 2-Phasen-leach-bed-Reaktor erfolgreich zur Verbesserung des
Methanertrags ein.

Der Substratabbau in unsterilen Batch-Ansatzen konnte durch Inokulum #10 nicht verbessert
werden, was daran liegen konnte, dass bei den gewahlten Bedingungen (60 °C, pH 7,4, 43 %
Celluloseanteil im Substrat) hydrolytische Bakterien gut wachsen kdnnen und im GR fur die
Hydrolyse geeignete Mikroorganismen enthalten waren. Evtl. aufgrund einer anderen GR-
Charge war der Abbau auch mit Kultur #10 niedriger als in vorangegangenen Versuchen. Mit
Inokulum #10 wurde 13-16 % Abbau in unsterilen Ansatzen erzielt, ohne Inokulum #10 war
der Abbau bei 15 %. Dagegen wurde nur 1 % abgebaut, wenn der GR autoklaviert war.
Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass die fur den ebenfalls guten Abbau verantwortlichen
Kulturen aus dem GR stammen. Mit RT-qPCR konnte ein C. thermocellum-Anteil von 7 % in
diesem GR nachgewiesen werden. Da die Bedingungen fir thermophile cellulolytische
Clostridien wie C. thermocellum optimal waren, haben sich die im GR enthaltenen
cellulolytischen Clostridien starkt vermehrt, wodurch die Inokulation mit 2 % (v/v) keinen
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Vorteil brachte. Der gute Substratabbau dirfte durch die grofie GR-Menge (25 %) verursacht
worden sein.

Ein &hnlicher Versuch wurde von der Landesanstalt fur Landwirtschaft (LfL) ebenfalls mit
Kultur #10 als Inokulum durchgefiihrt. Die Betriebsbedingungen im Fermenter waren 60 °C
und pH 6,6-7,3. Inokuliert wurde tber den gesamten Versuchszeitraum (41 Tage) alle 3-4
Tage. Der GR wurde nicht autoklaviert. C. thermocellum hatte in den Messungen direkt vor
und nach der ersten Inokulation einen Anteil von 23 bzw. 20 %. Der hohe C. thermocellum-
Anteil vor der ersten Inokulation kénnte dadurch begrindet sein, dass der Fermenter zu
diesem Teitpunkt schon einen Tag bei 60 °C mit GR betrieben wurde. Durch den hohen C.
thermocellum-Anteil scheint die Zugabe des Inokulums keinen zusétzlichen Effekt gehabt zu
haben. C. stercorarium, das 28 % der Bakterien im Inokulum (#10) ausmacht, war in der
direkt nach der Inokulation genommenen Probe zu 1 % vertreten, vor der Inokulation
allerdings zu 5 %. Dies ist auf die Ungenauigkeit der Quantifizierungsmethode
zurlickzufuhren. Im weiteren Versuchsverlauf konnte C. thermocellum trotz mehrmaliger
Inokulationen nicht im Fermenter etabliert werden. Auch im Kontrollfermenter ohne
Inokulum war C. thermocellum zu Beginn mit 3 % der Bakterien vorhanden, dann aber Uber
einen Zeitraum von 38 Tagen nicht mehr nachweisbar. Die Inokulationen im
Technikumsfermenter der LfL Uber einen Zeitraum von 41 Tagen hatte auch keinen Effekt auf
die Gasproduktion (mindl. Mitteilung Fr. Marin-Perez). Ein Grund dafir, dass C.
thermocellum und C. stercorarium auch durch mehrmalige Inokulation nicht im Fermenter
etabliert werden konnten, konnte der mit 6,6-7,3 relativ niedrige pH-Wert sein, was fiir C.
thermocellum nicht optimal ist, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde — es wurde von anderen
Bakterien verdrangt. Die Einhaltung enger auRerer Parameter fur die Etablierung von C.
thermocellum wurde von Narisawa et al. (2007) gezeigt. Hier konnte sich C. thermocellum
neben C. straminisolvens erst nach einer Temperaturerhohung von 50 auf 60 °C etablieren.
Ein weiterer Versuch zur Inokulation eines Biogasfermenters wurde von der Universitat
Hohenheim durchgefiihrt. Stamm NB2, der im Batch Filterpapier bis pH 6,44 vollstandig
abgebaut hatte, wurde erfolgreich zum Anfahren des Modellfermenters Hoh eingesetzt, der
bei 60 °C und pH 6,5 betrieben wurde. Nach der Inokulation wurde ein C. thermocellum-
Anteil von 131 % (=100 %) bezogen auf die Gesamtbakterienzahl gemessen. Die
Abweichung kann durch unterschiedliche Effizienzen der Primer (Cth, Eub) verursacht
worden sein. Es konnte auch C. stercorarium nachgewiesen werden (1 %), der vermutlich mit
dem Substrat in den Fermenter eingetragen wurde, da erst nach 3 Tagen unsteriler GR in den
Fermenter kam. Der C. stercorarium-Anteil lag im weiteren Versuchszeitraum von 9 Wochen
bei 4-6 %, der C. thermocellum-Anteil war zwischen 19 und 46 %. Im Kontrollfermenter ohne
Inokulum war der C. thermocellum-Anteil Uber den gesamten Versuchszeitraum mit maximal
2 % sehr gering, was den positiven Effekt der Inokulation beziglich der
Bakterienzusammensetzung im Fermenter und die Etablierung des Inokulums bestatigt. Evtl.
hat dabei eine Rolle gespielt, dass der GR zu Beginn des Versuchs autoklaviert wurde.
AuBerdem scheint die S&uretoleranz des eingesetzten Stamms NB2 den entscheidenden
Vorteil gegeniiber dem anderen getesteten Inokulum #10 zu bringen. Analysen der Universitat
Hohenheim zeigten im Versuch mit Inokulum einen héheren Methanertrag im Vergleich zur
Kontrolle ohne Inokulum (159,1 I/kg oTS bzw. 116,9 I/kg oTS). Die Zusammensetzung der
Bakterien im Modellfermenter Hohenheim konnte durch Inokulation und die Wahl von fir
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das Inokulum geeigneten Bedingungen veréndert werden. Abbaurate und Biogasertrag
verbesserte sich. Ahnliche Ergebnisse wurden von Bagi et al. (2007) publiziert, so konnte
durch einmalige Inokulation mit dem wasserstoffproduzierenden cellulolytischen Bakterium
Caldicellulosiruptor saccharolyticum ebenfalls eine Steigerung des Biogasertrags erreicht
werden. Das Bakterium wurde tber mehrere Monate im Fermenter nachgewiesen. Dagegen
konnten Krause et al. (2001) durch Erhéhung des Ruminococcus-Anteils mit kontinuierlicher
Inokulation den Abbau nicht verbessern. Da das Anfahren in Hohenheim mit sterilem GR
durchgefuhrt wurde, also neben dem Inokulum hdochstens wenige andere hydrolytische
Bakterien in den Fermenter eingetragen wurden und in der Kontrolle ohne Inokulum C.
thermocellum einen Anteil unter 3 % ausmachte, kdnnen die festgestellten positiven Effekte
bei Gasmenge und -qualitat dem Inokulum zugeschrieben werden.

Dieses Ergebnis und die Tatsache, dass sich C. thermocellum-Stdmme z.T. stark in ihren
hydrolytischen Eigenschaften unterscheiden, spricht fur den Nutzen einer Inokulation mit
einem besonders effizient hydrolysierenden Bakterienstamm und belegt die Mdglichkeit des
Einsatzes von C. thermocellum zum Anfahren einer Biogasanlage. Die Inokulation mit einem
ausgewdhlten C. thermocellum-Stamm kann also auch bei Anwesenheit und hohem Anteil
von C. thermocellum im Fermenter Vorteile bringen. Voraussetzung ist aber die penible
Abstimmung der fur die jeweiligen Bakterien ginstigsten Bedingungen. Mit geeigneten
Prozessparametern und einem robusten und sduretoleranten Inokulum reicht eine einmalige
Inokulation aus, um das Inokulum in einem 2-phasigen Fermenter zu etablieren. Im
Gegensatz dazu steht eine Publikation von Schmack und Reuter (2010), die eine Steigerung
der Biogasausbeute durch kontinuierliche Bakterienzugabe erreichen konnten, nicht aber bei
einmaliger Zugabe.
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4.6 Schlussfolgerungen (Verfahrenstechnische Einordnung)

Die Ergebnisse zeigen, dass bei genauer Kenntnis der fiir die ,richtigen” Bakterien
notwendigen Bedingungen und der Mdglichkeit, diese auch im Biogasfermenter einstellen
und innerhalb relativ enger Grenzen aufrecht erhalten zu konnen, die optimale
Bakterienzusammensetzung erreicht werden kann. Dies setzt die Kenntnis der beteiligten
Schlisselorganismen, der von ihnen durchgefiihrten Prozesse und die Charakterisierung der
optimalen Bedingungen hierfiir voraus. Die Bedingungen fir eine optimale Hydrolyse wurden
Uberraschenderweise auf 60 °C bei pH 7,4-8,0 gefunden, was Auswirkungen auf die zu
wéhlenden Prozessparameter bei cellulosereichem Substrat haben konnte. Die optimale
Bakterienzusammensetzung im Fermenter  allein  durch  Temperatur  und
Substratzusammensetzung zu erreichen, sollte im Endeffekt mdglich sein; dies ist jedoch
sicher ein schwieriges Unterfangen und muss in weiteren umfangreichen Forschungsprojekten
erarbeitet werden.

Eine Moglichkeit zur schnellen Einstellung der ,richtigen” Bakterienzusammensetzung bietet
die Inokulation mit geeigneten Inokulaten, was aber ebenfalls ein Zusammenspiel mit der
Einstellung der Fermenterbedingungen (Prozessparameter) voraussetzt, um einen
nachhaltigen Effekt zu erreichen. C. thermocellum stellte sich in Anreicherungen und
cellulolytischen lIsolaten als effizienter Cellulose-Abbauer heraus, der in Biogasanlagen evtl.
aufgrund fur ihn nicht optimaler Betriebsbedingungen in sehr geringer Zahl vorhanden ist.
Aufgrund der guten Toleranz niedriger pH-Werte um 6,5 und insgesamt sehr guter
Abbaueffizienz wurde Stamm NB2 als Inokulum fur den Modellfermenter Hohenheim
ausgewdhlt. Der erzielte Gasertrag war hoher als bei der nicht-inokulierten Kontrolle. Die
Einstellung der fir Stamm NB2 geeigneten Parameter (60 °C, pH 6,5) war fiir die Etablierung
des Inokulums ebenfalls wichtig. Vermutlich aufgrund der Toleranz von pH-Werten bis 6,5,
bei denen viele hydrolytische Bakterien nicht mehr cellulolytisch aktiv waren, konnte sich C.
thermocellum NB2 im Fermenter etablieren. Fur eine Hydrolysestufe in Biogasanlagen
kénnten somit Kulturen mit einer erhéhten Sauretoleranz ein geeignetes Inokulum darstellen.
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5 Zusammenfassung

Der mdoglichst vollstandige Aufschluss von Lignocellulose ist ein wichtiges Ziel, um
cellulosehaltige Reststoffe besser nutzen zu kénnen und Biogasanlagen wirtschaftlicher zu
betreiben. Uber diesen Teilprozess in der Biogasanlage ist noch relativ wenig bekannt;
deshalb wurden die bei der Cellulose-Hydrolyse beteiligten Bakterien in diesem Projekt
eingehend untersucht. Hierbei wurden sowohl neue und teilweise iberraschende Ergebnisse
gefunden als auch weiterer Forschungsbedarf definiert.

Verschiedene Quantifizierungsmethoden fir cellulolytische Bakterien wurden ausgearbeitet
und getestet. Methoden, die auf gPCR und Reverse Transkripase (RT)-gPCR beruhen (16S
rDNA und Strukturgen celS), wurden bei Fermenterproben erfolgreich eingesetzt. Mit RT-
gPCR konnten die cellulolytischen Spezies C. thermocellum und C. stercorarium in
Biogasanlagen quantifiziert werden. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Clostridien des
uberwiegend cellulolytischen Cluster 11l haufig in Biogasanlagen vorkommen und einen
Anteil von bis zu 38 % der bakteriellen 16S rRNA ausmachten. Der Nachweis der C.
thermocellum-Cellulase CelS mit Western Blot und ELISA wurde ausgearbeitet. Diese
Nachweismethoden waren aber nicht sensitiv genug fir, um C. thermocellum nach der
Inokulation in den Fermenterproben quantitativ verfolgen zu kénnen. Bei der Anwendung von
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH) war die  Hintergrundfluoreszenz ~ der
Fermenterproben nur durch Vorbehandlung zu reduzieren, welche probenspezifisch variiert
werden musste, so dass diese Methode ebenfalls nicht zum Monitoring von Fermenterproben
eingesetzt wurde.

Um Hinweise auf effiziente cellulolytische Bakterien zu erhalten, wurde in dieser Arbeit die
Zusammensetzung von auf Cellulose angereicherter Bakterienkulturen sowie Cluster Il -
Clostridien (CIII) in Biogasanlagen untersucht. Die Bakterienzusammensetzung war in bei
gleichen  Bedingungen aus unterschiedlichen Quellen angereicherten  Kulturen
unterschiedlich, die Anreicherungen zeigten aber einen ahnlichen Substratabbau. Ein GroRteil
der Bakterien in den Anreicherungen gehorte zur Klasse Clostridia. Die als cellulolytisch
bekannten darunter waren je nach Anreicherungs-Temperatur und -pH unterschiedlich — im
thermophilen Bereich (60-65 °C) lieferte ein pH von 5,6 v.a. C. cellulosi gegentber C.
thermocellum und C. stercorarium bei pH 7,4. Bei 42 °C (pH 7,4) war C. straminisolvens in
den Anreicherungen vertreten. In diesen Anreicherungen waren aber auch viele Spezies mit
Sequenzahnlichkeit zu bisher nicht-kultivierten Bakterien, unter denen sich evtl. auch
cellulolytische Bakterien befinden konnen. Die Diversitit war in den mesophilen
Anreicherungen bei pH 7,4 am grof3ten und in den thermophilen Anreicherungen bei pH 5,6
am geringsten.

Die wichtige Rolle der CllII-Clostridien wurde v.a. flr die thermophilen Biogasanlagen
bestétigt. Die genauere Analyse der CllI-Clostridien in drei Biogasanlagen durch Klonierung
und Sequenzierung des RT-gPCR-Produkts (16S rRNA) deutet auf ein breites Spektrum
bisher nicht-kultivierter cellulolytischer CllI-Clostridien hin, da alle Sequenzen die grofRte
Anhnlichkeit zu bisher nicht-kultivierten Bakterien der NCBI- und SILVA-Datenbank hatten.
In den drei Biogasanlagen kamen zehn verschiedene Subcluster von CIlI vor, davon machten
die drei Subcluster, denen die meisten Sequenzen zugeordnet werden konnten, zusammen
einen Anteil von 81, 85 und 92 % der Sequenzen aus. Die Vertreter dieser Subcluster sind nah
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verwandt zu den cellulolytischen Clostridien C. clariflavum/C.
straminisolvens/C.alkalicellulosi  (CllI-1), C. termitidis/C. cellobioparum/C. josui/C.
papyrosolvens/C. cellulolyticum (CIl1-2) und C. caenicola/C. stercorarium (CIlI-3). C.
thermocellum scheint in Biogasanlagen eine untergeordnete Rolle zu spielen, das Bakterium
konnte im Gegensatz zu C. stercorarium mit RT-qPCR in 15 untersuchten Anlagen nicht
nachgewiesen werden, C. stercorarium war in allen 15 Anlagen nachweisbar.

Der pH spielt bei der Hydrolyse eine andere Rolle als bisher angenommen wurde. Der fir die
Hydrolyse optimale pH lag etwa zwischen 7,4 und 8,0 (mit Mischkulturen ermittelt). Dieser
pH bestatigte sich beim visuellen Test mit Filterpapier mit allen in dieser Arbeit verwendeten
Kulturen und C. thermocellum-Neuisolaten. Es zeigte sich eine pH-Untergrenze bei pH 5,72;
bei diesem pH fand kein vollstandiger Filterpapierabbau mehr statt. Die schlechte
Vertréglichkeit cellulolytischer Bakterien gegeniiber sauren pH-Werten spiegelt sich auch in
der pH-Untergrenze fur cellulolytische Anreicherungen von pH 5,6 wider; unterhalb von pH
5,6 konnte keine cellulolytische Kultur angereichert werden.

Flussiger Géarrest (GR) aus einphasigen Biogasanlagen wurde als wichtiger Medienbestandteil
identifiziert. Dabei ist die Pufferwirkung des GR wichtig, um den pH im neutralen Bereich zu
stabilisieren. GR-Bestandteile reichten fiir die hydrolytischen Kulturen als Medienzusatz zu
Leitungswasser aus; durch Erhohung des GR-Anteils von 0 auf 40 % konnte der
Substratabbau verbessert werden.

Die fur die Hydrolyse geeignetste Temperatur (thermophiler Bereich) wurde mit
Anreicherungen #10, welche C. thermocellum und C. stercorarium als cellulolytische Spezies
enthielt, ermittelt. Es zeigte sich, dass die Hydrolyse von Hemicellulose und Cellulose bei 60
°C im Vergleich zu 55 und 65 °C besser ablauft. Thermophile Biogasanlagen werden
uberwiegend bei 50-55 °C betrieben, somit kénnte die Erhohung der Prozesstemperatur evtl.
eine Steigerung der Hydrolyserate bewirken.

Einige der zehn in dieser Arbeit isolierten Clostridium thermocellum-Stamme hatten
hervorragende hydrolytische Eigenschaften. Physiologische Eigenschaften und der
molekulare Aufbau zweier Leitgene ihrer Cellulase-Systeme (cipA und celR) wurden bei vier
Stammen charakterisiert. Das Temperaturmaximum fir Filterpapierabbau variierte bei den
isolierten C. thermocellum-Stammen zwischen 65 und 67 °C, Stamm NB2 hat als einziger bis
pH 6,23 40-60 % Filterpapier abgebaut und eine sichtbare Hydrolyse trat bei diesem Stamm
bei pH-Werten von 6,35 und 6,44 am schnellsten ein. Zwei der Neu-Isolate waren in der
Lage, Glucose zu verwerten, einer davon (BC1) wuchs auch mit Sorbitol. Die gebildeten
Produkte mit 1 % Filterpapier waren bei allen Stdmmen v.a. Ethanol, Acetat und 2-Propanol,;
die absoluten Mengen unterschieden sich geringfiigig. Die Cellulase CelR zeigte auf DNA-
Ebene bis zu drei Unterschiede in der Nukleotidsequenz (SNP), einer davon prégt sich bei den
Sammen BC1, NB2 und 5g wie auch bei den Stammen F7, DSM1313 und JW20 auf Protein-
Ebene aus. Bei Stamm NB2 und 5g fehlte ebenso wie bei F7 und JW20 das Cohesin 7 (im
Vergleich zum Typstamm ATCC 27405). Weitere nicht-konservative Mutationen tauchten bei
diesen Stdammen v.a. im Bereich der PT-reichen Regionen zwischen den Cohesinen des CipA
auf. Aus den unterschiedlichen Variationen von CipA bei den verschiedenen C.
thermocellum-Stdmmen ergaben sich aber keine Hinweise auf die Effektivitdt des
Cellulosoms.
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Der neue isolierte C. thermocellum NB2 und eine der Anreicherungen (#10) wurden zur
Inokulation von Modellfermentern eingesetzt, ihr Verbleib im Fermenter verfolgt und der
Fermentationserfolg gemessen. Bei Einhaltung der fur das Inokulum geeigneten Bedingungen
(60 °C, pH 6,5) konnte mit C. thermocellum NB2 ein positiver Effekt auf den Methanertrag
erzielt werden. Die Inokulation in Technikumsfermentern konnte mit RT-qPCR verifiziert
und die Etablierung des Inokulums bestétigt werden. Inokulum #10 konnte dagegen trotz
mehrmaliger Inokulation nicht im Fermenter etabliert werden, was evtl. am fir diese Kultur
eher niedrigen pH im Fermenter lag (pH 6,7-7,3), so dass sich hier andere hydrolytische
Bakterien durchgesetzt haben.
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jeweils eine représentative Sequenz der OTUs
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16S rDNA Sequenzen

>5¢
TTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTACCTCATACAGGGGGATAACA
CAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAACATAACGGGGCGGCATCGTCCTGTTATCAAAGGAGAAATCCGGTA
TGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGAACT
GAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTTCTTTGA
TTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGGCGCGTAGGCGGGGATGCAAGTCAGATGTGA
AATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCTCTTGAGTGCTGGAGAGGAAAGCGGAATTCC
TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACAGTAACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACACAATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCTAGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGA
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCTGCTACAAAGGGAAGCG
ATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTCGGATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAG
TCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACCGCAAGGAGGGCGCTGCCGAAGGTGGGGCAGA
TGATTGGGG

>NB2
TGCAGTCGAGCGGGGATATACGGAAGGTTTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGTAACCTACCTCATACAGGGGGATAACACAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAACATAACGGGGCGGCAT
CGTCCTGTTATCAAAGGAGAAATCCGGTATGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTGGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGAACTGAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAGGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTTCTTTGATTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGGCGC
GTAGGCGGGGATGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCTCTT
GAGTGCTGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTTTCTGGACAGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACACA
ATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCA
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCTAG
AGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGACT
GCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGT
ACTACAATGGCTGCTACAAAGGGAAGCGATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTCGG
ATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACCGC
AAGGAGGGCGCTGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTCG

>T2
AGTCGAGCGGGGATATACGGAAGGTTTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGT
AACCTACCTCATACAGGGGGATAACACAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAATATAACGGGGCGGCATCGT
CCTGTTATCAAAGGAGAAATCCGGTATGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTGGTTGGTGAGGTAACGGCTCA
CCAAGGCGACGATCGGTAGCCGAACTGAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAGGAAGAA
GGCCTTCGGGTTGTAAACTTCTTTGATTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGGCGCGTA
GGCGGGGATGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCTCTTGAG
TGCTGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTCTGGACAGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACACAATA
AGTATCCCACCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCTAGAGA
TAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCG
GCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTACTA
CAATGGCTGCTACAAAGGGAAGCGATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTCGGATTG
CAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACCGCAAGG
AGGGCGCTGCCGAAGGTGGGGCAGATG

>BC1
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TGCAGTCGAGCGGGGATATACGGAAGGTTTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGTAACCTACCTCATACAGGGGGATAACACAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAATATAACGGGGCGGCAT
CGTCCTGTTATCAAAGGAGAAATCCGGTATGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGAACTGAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAGGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTTCTTTGATTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGGCGC
GTAGGCGGGGATGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCTCTT
GAGTGCTGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTTTCTGGACAGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACACA
ATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCA
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCTAG
AGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGACT
GCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGT
ACTACAATGGCTGCTACAAAGGGAAGCGATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTCGG
ATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACCGT
AAGGAGGGCGCTGCCGAAGGTGGGGCAGATGA

>2¢g
TTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTACCTCATACAGGGGGATAACA
CAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAATATAACGGGGCGGCATCGTCCTGTTATCAAAGGAGAAATCCGGTA
TGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGAACT
GAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTTCTTTGA
TTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGGCGCGTAGGCGGGGATGCAAGTCAGATGTGA
AATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCTCTTGAGTGCTGGAGAGGAAAGCGGAATTCC
TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACAGTAACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACACAATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCTAGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGA
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCTGCTACAAAGGGAAGCG
ATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTCGGATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAG
TCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACCCACCGCCCGTCA
CACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACCCCAAGGAGGGCGCTGCCGAAGGTG

>H#12
TGCAAGTCGAGCGGGGATATACGGAAGGTTTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGGTAACCTACCTCATACAGGGGGATAACACAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAATATAACGGGGCGGC
ATCGTCCTGTTATCAAAGGAGAAATCCGGTATGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGAACTGAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAG
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTTCTTTGATTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGG
CGCGTAGGCGGGGATGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCT
CTTGAGTGCTGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTTTCTGGACAGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACA
CAATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCT
AGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGA
CTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACAC
GTACTACAATGGCTGCTACAAAGGGAAGCGATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTC
GGATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACC
GCAAGGAGGGCGCTGCCGAAGGTGGGGCAGATGA

SH#17
AGCGGGGATATACGGAAGGTTTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCT
ACCTCATACAGGGGGATAACACAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAATATAACGGGGCGGCATCGTCCTGT
TATCAAAGGAGAAATCCGGTATGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCGACGATCGGTAGCCGAACTGAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAGGAAGAAGGLCCT
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TCGGGTTGTAAACTTCTTTGATTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGGCGCGTAGGCGG
GGATGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCTCTTGAGTGCTGG
AGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTTTCTGGACAGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACACAATAAGTATCC
CACCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGTGGAGTATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCTAGAGATAGGGCT
TCCCTTCGGGGCAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGCGACAA
GTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGC
TGCTACAAAGGGAAGCGATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTCGGATTGCAGGCTG
AAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACCGCAAGGAGGGCGC
TGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGG

>#18
CATGCAGTCGAGCGGGGATATACGGAAGGTTTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGGTAACCTACCTCATACAGGGGGATAACACAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAATATAACGGGGCGGC
ATCGTCCTGTTATCAAAGGAGAAATCCGGTATGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGAACTGAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAG
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTTCTTTGATTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGG
CGCGTAGGCGGGGATGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCT
CTTGAGTGCTGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTTTCTGGACAGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACA
CAATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCT
AGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGA
CTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACAC
GTACTACAATGGCTGCTACAAAGGGAAGCGATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTC
GGATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACC
GCAAGGAGGGCGCTGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGG

>SLfL1
TGCAGTCGAGCGGGGATATACGGAAGGTTTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGTAACCTACCTCATACAGGGGGATAACACAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAATATAACGGGGCGGCAT
CGTCCTGTTATCAAAGGAGAAATCCGGTATGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGAACTGAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAGGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTTCTTTGATTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGGCGC
GTAGGCGGGGATGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCTCTT
GAGTGCTGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTTTCTGGACAGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACACA
ATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCA
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCTAG
AGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGACT
GCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGT
ACTACAATGGCTGCTACAAAGGGAAGCGATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTCGG
ATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACCGC
AAGGAGGGCGCTGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGG

>LfL2
TGCAAGTCGAGCGGGGATATACGGAAGGTTTACCGGAAGTATATCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGGTAACCTACCTCATACAGGGGGATAACACAGGGAAACCTGTGCTAATACCGCATAATATAACGGGGCGGC
ATCGTCCTGTTATCAAAGGAGAAATCCGGTATGAGATGGGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCCGAACTGAGAGGTTGGTCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAAG
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTTCTTTGATTGGGGACGAAGGAAGTGACGGTACCCAAAGAACAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGGG
CGCGTAGGCGGGGATGCAAGTCAGATGTGAAATTCCGGGGCTTAACCCCGGCGCTGCATCTGAAACTGTATCT
CTTGAGTGCTGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGT
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GGCGAAGGCGGCTTTCTGGACAGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTAGGAGGTATCGACCCCTTCTGTGCCGGAGTTAACA
CAATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACAGCTCT
AGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTGCCAGCACGTTAAGGTGGGCACTCTAGCGAGA
CTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACAC
GTACTACAATGGCTGCTACAAAGGGAAGCGATACCGCGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAGCAGTCCCAGTTC
GGATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATGGCAGGTCAGCATACTGCCGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCAGTAGTCTAACC
GCAAGGAGGGCGCTGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGG

celR-Sequenzen

>5¢g
CCCGACAACATCCGTAACAACTGGCGCGGTGATTCATGTCTCGGAGACGGAAGCGATGTAGGTCTTGACCTCA
CAGGAGGTTGGTTTGACGCCGGTGACCATGTAAAATTCAATCTGCCTATGGCTTACACAGCCACTATGCTTGCA
TGGGCTGTGTATGAGTACAAGGACGCGTTACAAAAAAGCGGTCAATTGGGCTATTTAATGGATCAGATTAAAT
GGGCATCGGACTACTTCATAAGATGCCATCCCGAAAAATATGTATATTATTATCAAGTGGGTAACGGTGACAT
GGACCACAGATGGTGGGTGCCGGCAGAATGTATAGATGTTCAGGCACCAAGACCGTCTTACAAAGTAGATCTG
TCAAATCCCGGTTCCACAGTTACTGCGGGTACAGCTGCCGCACTTGCTGCAACTGCCTTGGTATTCAAAGACAC
TGATCCGGCATATGCCGCTCTGTGCATACGTCATGCAAAAGAACTCTTTGATTTTGCTGAAACCACTATGAGTG
ATAAAGGATATACCGCAGCATTGAATTTCTACACATCTCACAGTGGATGGTATGACGAGCTTTCCTGGGCAGGT
GCATGGATTTATCTTGCAGACGGTGACGAAACTTATCTTGAAAAAGCTGAAAAGTATGTGGATAAATGGCCAA
TCGAAAGCCAGACAACTTACATTGCTTATTCATGGGGTCACTGCTGGGACGACGTTCACTACGGAGCAGCACTT
CTTTTGGCAAAGATTACAAATAAATCCTTATACAAAGAAGCGATAGAAAGACACCTGGACTATTGGACAGTTG
GATTTAATGGTCAGAGAGTCAGATATACACCAAAGGGTCTTGCTCACCTCACTGACTGGGGTGTATTAAGACA
TGCCACTACTACTGCATTCCTTGCATGTGTTTATTCCGACTGGTCAGAATGTCCAAGGGAAAAAGCCAATATTT
ACATAGATTTTGCCAAGAAACAGGCTGACTATGCCTTAGGCAGCAGCGGCAGAAGTTATGTAGTCGGATTTGG
TGTAAATCCTCCGCAGCATCCGCACCACAGAACTGCCCACAGCTCATGGTGTGACAGTCAAAAAGTTCCTGAA
TACCACAGACACGTTCTTTACGGAGCACTCGTAGGCGGACCTGATGCCAGCGATGCTTATGTTGATGATATAGG
AAACTATGTAACAAATGAGGTTGCCTGCGACTACAATGCCGGTTTTGTAGGATTGCTCGCCAAGATGTATGAA
AAATATGGCGGAAACCCCATACCAAACTTCATGGCTATAGAAGAAAAAACAAATGAAGAAATTTATGTTGAA
GCTACCGCCAATTCAAATAACGGTGTCGAATTGAAAACATACCTTTACAATAAATCCGGATGGCCGGCAAGAG
TTTGCGACAAGCTTTCCTTCAGATATTTCATGGACCTTACGGAATATGTATCCGCCGGATACAATCCTAATGAT
ATAACTGTTTCTATAATTTACAGTGCAGCACCAACTGCAAAAATTTCAAAACCAATACTTTATGACGCATCCAA
AAACATATATTATTGCGAAATCGATCTCTCCGGTACCAAGATATTCCCCGGAAGCAACTCAGACCACCAGAAA
GAAACCCAATTTAGAATACAGCCTCCTGCAGGCGCACCTTGGGACAACACCAACGACTTCTCCTATCAGGGAA
TCAAGAAAAACGGTGAAGTTGTAAAAGAAATGCCTGTTTATGAAGACGGAGTTCTCATATTCGGTGTAGAACC
CAATGGTACCGGTCCTGCAACACCAACGCCGAAACCGTCCGTAAATCCTTCACCTTCACCTACGCCAACATCGG
ATATTCTTTACGGTGACATCAATCTGGACGGAAAAATTAACTCTTCAGATGTTACACTGTTAAAAAGATATATT
GTGAAGTCCATAGATGTTTTCCCAACCGCTGATCCGGAACGGAGCTTAATAGCATCAGATGTAAACGGAGACG
GAAGGGTAAACTCTACAGACTATTCATACCTTAAACGTTATGTCTTGAAAATCATACCAACCATACCCGGAAAT
TCA

>NB2
ATGTCCGGAAAGCTTCCCGACAACATCCGTAACAACTGGCGCGGTGATTCATGTCTCGGAGACGGAAGCGATG
TAGGTCTTGACCTCACAGGAGGTTGGTTTGACGCCGGTGACCATGTAAAATTCAATCTGCCTATGGCTTACACA
GCCACTATGCTTGCATGGGCTGTGTATGAGTACAAGGACGCGTTACAAAAAAGCGGTCAATTGGGCTATTTAA
TGGATCAGATTAAATGGGCATCGGACTACTTCATAAGATGCCATCCCGAAAAATATGTATATTATTATCAAGTG
GGTAACGGTGACATGGACCACAGATGGTGGGTGCCGGCAGAATGTATAGATGTTCAGGCACCAAGACCGTCTT
ACAAAGTAGATCTGTCAAATCCCGGTTCCACAGTTACTGCGGGTACAGCTGCCGCACTTGCTGCAACTGCCTTG
GTATTCAAAGACACTGATCCGGCATATGCCGCTCTGTGCATACGTCATGCAAAAGAACTCTTTGATTTTGCTGA
AACCACTATGAGTGATAAAGGATATACCGCAGCATTGAATTTCTACACATCTCACAGTGGATGGTATGACGAG
CTTTCCTGGGCAGGTGCATGGATTTATCTTGCAGACGGTGACGAAACTTATCTTGAAAAAGCTGAAAAGTATGT
GGATAAATGGCCAATCGAAAGCCAGACAACTTACATTGCTTATTCATGGGGTCACTGCTGGGACGACGTTCAC
TACGGAGCAGCACTTCTTTTGGCAAAGATTACAAATAAATCCTTATACAAAGAAGCGATAGAAAGACACCTGG
ACTATTGGACAGTTGGATTTAATGGTCAGAGAGTCAGATATACACCAAAGGGTCTTGCTCACCTCACTGACTGG
GGTGTATTAAGACATGCCACTACTACTGCATTCCTTGCATGTGTTTATTCCGACTGGTCAGAATGTCCAAGGGA
AAAAGCCAATATTTACATAGATTTTGCCAAGAAACAGGCTGACTATGCCTTAGGCAGCAGCGGCAGAAGTTAT
GTAGTCGGATTTGGTGTAAATCCTCCGCAGCATCCGCACCACAGAACTGCCCACAGCTCATGGTGTGACAGTC
AAAAAGTTCCTGAATACCACAGACACGTTCTTTACGGAGCACTCGTAGGCGGACCTGATGCCAGCGATGCTTA
TGTTGATGATATAGGAAACTATGTAACAAATGAGGTTGCCTGCGACTACAATGCCGGTTTTGTAGGATTGCTCG
CCAAGATGTATGAAAAATATGGCGGAAACCCCATACCAAACTTCATGGCTATAGAAGAAAAAACAAATGAAG
AAATTTATGTTGAAGCTACCGCCAATTCAAATAACGGTGTCGAATTGAAAACATACCTTTACAATAAATCCGG
ATGGCCGGCAAGAGTTTGCGACAAGCTTTCCTTCAGATATTTCATGGACCTTACGGAATATGTATCCGCCGGAT
ACAATCCTAATGATATAACTGTTTCTATAATTTACAGTGCAGCACCAACTGCAAAAATTTCAAAACCAATACTT
TATGACGCATCCAAAAACATATATTATTGCGAAATCGATCTCTCCGGTACCAAGATATTCCCCGGAAGCAACTC
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AGACCACCAGAAAGAAACCCAATTTAGAATACAGCCTCCTGCAGGCGCACCTTGGGACAACACCAACGACTTC
TCCTATCAGGGAATCAAGAAAAACGGTGAAGTTGTAAAAGAAATGCCTGTTTATGAAGACGGAGTTCTCATAT
TCGGTGTAGAACCCAATGGTACCGGTCCTGCAACACCAACGCCGAAACCGTCCGTAAATCCTTCACCTTCACCT
ACGCCAACATCGGATATTCTTTACGGTGACATCAATCTGGACGGAAAAATTAACTCTTCAGATGTTACACTGTT
AAAAAGATATATTGTGAAGTCCATAGATGTTTTCCCAACCGCTGATCCGGAACGGAGCTTAATAGCATCAGAT
GTAAACGGAGACGGAAGGGTAAACTCTACAGACTATTCATACCTTAAACGTTATGTCTTGAAAATCATACCAA
CCATACCCGAA

>T2
ATGTCCGGAAAGCTTCCCGACAACATCCGTAACAACTGGCGCGGTGATTCATGTCTCGGAGACGGAAGCGATG
TAGGTCTTGACCTCACAGGAGGTTGGTTTGACGCCGGTGACCATGTAAAATTCAATCTGCCTATGGCTTACACA
GCCACTATGCTTGCATGGGCTGTGTATGAGTACAAGGACGCGTTACAAAAAAGCGGTCAATTGGGCTATTTAA
TGGATCAGATTAAATGGGCATCGGACTACTTCATAAGATGCCATCCCGAAAAATATGTATATTATTATCAAGTG
GGTAACGGTGACATGGACCACAGATGGTGGGTGCCGGCAGAATGTATAGATGTTCAGGCACCAAGACCGTCTT
ACAAAGTAGATCTGTCAAATCCCGGTTCCACAGTTACTGCGGGTACAGCTGCCGCACTTGCTGCAACTGCCTTG
GTATTCAAAGACACTGATCCGGCATATGCCGCTCTGTGCATACGTCATGCAAAAGAACTCTTTGATTTTGCTGA
AACCACTATGAGTGATAAAGGATATACCGCAGCATTGAATTTCTACACATCTCACAGTGGATGGTATGACGAG
CTTTCCTGGGCAGGTGCATGGATTTATCTTGCAGACGGTGACGAAACTTATCTTGAAAAAGCTGAAAAGTATGT
GGATAAATGGCCAATCGAAAGCCAGACAACTTACATTGCTTATTCATGGGGTCACTGCTGGGACGACGTTCAC
TACGGAGCAGCACTTCTTTTGGCAAAGATTACAAACAAATCCTTATACAAAGAAGCGATAGAAAGACACCTGG
ACTATTGGACAGTTGGATTTAATGGTCAGAGAGTCAGATATACACCAAAGGGTCTTGCTCACCTCACTGACTGG
GGTGTATTAAGACATGCCACTACTACTGCATTCCTTGCATGTGTTTATTCCGACTGGTCAGAATGTCCAAGGGA
AAAAGCCAATATTTACATAGATTTTGCCAAGAAACAGGCTGACTATGCCTTAGGCAGCAGCGGCAGAAGTTAT
GTAGTCGGATTTGGTGTAAATCCTCCGCAGCATCCGCACCACAGAACTGCCCACAGCTCATGGTGTGACAGTC
AAAAAGTTCCTGAATACCACAGACACGTTCTTTACGGAGCACTCGTAGGCGGACCTGATGCCAGCGATGCTTA
TGTTGATGATATAGGAAACTATGTAACAAATGAGGTTGCCTGCGACTACAATGCCGGTTTTGTAGGATTGCTCG
CCAAGATGTATGAAAAATATGGCGGAAACCCCATACCAAACTTCATGGCTATAGAAGAAAAAACAAATGAAG
AAATTTATGTTGAAGCTACCGCCAATTCAAATAACGGTGTCGAATTGAAAACATACCTTTACAATAAATCCGG
ATGGCCGGCAAGAGTTTGCGACAAGCTTTCCTTCAGATATTTCATGGACCTTACGGAATATGTATCCGCCGGAT
ACAATCCTAATGATATAACTGTTTCTATAATTTACAGTGCAGCACCAACTGCAAAAATTTCAAAACCAATACTT
TATGACGCATCCAAAAACATATATTATTGCGAAATCGATCTCTCCGGTACCAAGATATTCCCCGGAAGCAACTC
AGACCACCAGAAAGAAACCCAATTTAGAATACAGCCTCCTGCAGGCGCACCTTGGGACAACACCAACGACTTC
TCCTATCAGGGAATCAAGAAAAACGGTGAAGTTGTAAAAGAAATGCCTGTTTATGAAGACGGAATTCTCATAT
TCGGTGTAGAACCCAATGGTACCGGTCCTGCAACACCAACGCCGAAACCGTCCGTAAATCCTTCACCTTCACCT
ACGCCAACATCGGATATTCTTTACGGTGACATCAATCTGGACGGAAAAATTAACTCTTCAGATGTTACACTGTT
AAAAAGATATATTGTGAAGTCCATAGATGTTTTCCCAACCGCTGATCCGGAACGGAGCTTAATAGCATCAGAT
GTAAACGGAGACGGAAGGGTAAACTCTACAGACTATTCATACCTTAAACGTTATGTCTTGAAAATCATACCAA
CCATACC

>BC1
ATGTCCGGAAAGCTTCCCGACAACATCCGTAACAACTGGCGCGGTGATTCATGTCTCGGAGACGGAAGCGATG
TAGGTCTTGACCTCACAGGAGGTTGGTTTGACGCCGGTGACCATGTAAAATTCAATCTGCCTATGGCTTACACA
GCCACTATGCTTGCATGGGCTGTGTATGAGTACAAGGACGCGTTACAAAAAAGCGGTCAATTGGGCTATTTAA
TGGATCAGATTAAATGGGCATCGGACTACTTCATAAGATGCCATCCCGAAAAATATGTATATTATTATCAAGTG
GGTAACGGTGACATGGACCACAGATGGTGGGTGCCGGCAGAATGTATAGATGTTCAGGCACCAAGACCGTCTT
ACAAAGTAGATCTGTCAAATCCCGGTTCCACAGTTACTGCGGGTACAGCTGCCGCACTTGCTGCAACTGCCTTG
GTATTCAAAGACACTGATCCGGCATATGCCGCTCTGTGCATACGTCATGCAAAAGAACTCTTTGATTTTGCTGA
AACCACTATGAGTGATAAAGGATATACCGCAGCATTGAATTTCTACACATCTCACAGTGGATGGTATGACGAG
CTTTCCTGGGCAGGTGCATGGATTTATCTTGCAGACGGTGACGAAACTTATCTTGAAAAAGCTGAAAAGTATGT
GGATAAATGGCCAATCGAAAGCCAGACAACTTACATTGCTTATTCATGGGGTCACTGCTGGGACGATGTTCAC
TACGGAGCAGCACTTCTTTTGGCAAAGATTACAAACAAATCCTTATACAAAGAAGCGATAGAAAGACACCTGG
ACTATTGGACAGTTGGATTTAATGGTCAGAGAGTCAGATATACACCAAAGGGTCTTGCTCACCTCACTGACTGG
GGTGTATTAAGACATGCCACTACTACTGCATTCCTTGCATGTGTTTATTCCGACTGGTCAGAATGTCCAAGGGA
AAAAGCCAATATTTACATAGATTTTGCCAAGAAACAGGCTGACTATGCCTTAGGCAGCAGCGGCAGAAGTTAT
GTAGTCGGATTTGGTGTAAATCCTCCGCAGCATCCGCACCACAGAACTGCCCACAGCTCATGGTGTGACAGTC
AAAAAGTTCCTGAATACCACAGACACGTTCTTTACGGAGCACTCGTAGGCGGACCTGATGCCAGCGATGCTTA
TGTTGATGATATAGGAAACTATGTAACAAATGAGGTTGCCTGCGACTACAATGCCGGTTTTGTAGGATTGCTCG
CCAAGATGTATGAAAAATATGGCGGAAACCCCATACCAAACTTCATGGCTATAGAAGAAAAAACAAATGAAG
AAATTTATGTTGAAGCTACCGCCAATTCAAATAACGGTGTCGAATTGAAAACATACCTTTACAATAAATCCGG
ATGGCCGGCAAGAGTTTGCGACAAGCTTTCCTTCAGATATTTCATGGACCTTACGGAATATGTATCCGCCGGAT
ACAATCCTAATGATATAACTGTTTCTATAATTTACAGTGCAGCACCAACTGCAAAAATTTCAAAACCAATACTT
TATGACGCATCCAAAAACATATATTATTGCGAAATCGATCTCTCCGGTACCAAGATATTCCCCGGAAGCAACTC
AGACCACCAGAAAGAAACCCAATTTAGAATACAGCCTCCTGCAGGCGCACCTTGGGACAACACCAACGACTTC
TCCTATCAGGGAATCAAGAAAAACGGTGAAGTTGTAAAAGAAATGCCTGTTTATGAAGACGGAGTTCTCATAT
TCGGTGTAGAACCCAATGGTACCGGTCCTGCAACACCAACGCCGAAACCGTCCGTAAATCCTTCACCTTCACCT
ACGCCAACATCGGATATTCTTTACGGTGACATCAATCTGGACGGAAAAATTAACTCTTCAGATGTTACACTGTT
AAAAAGATATATTGTGAAGTCCATAGATGTTTTCCCAACCGCTGATCCGGAACGGAGCTTAATAGCATCAGAT
GTAAACGGAGACGGAAGGGTAAACTCTACAGACTATTCATACCTTAAACGTTATGTCTTGAAAATCATACCAA
CCATACCGAA
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>F7
ATGTCCGGAAAGCTTCCCGACAACATCCGTAACAACTGGCGCGGTGATTCATGTCTCGGAGACGGAAGCGATG
TAGGTCTTGACCTCACAGGAGGTTGGTTTGACGCCGGTGACCATGTAAAATTCAATCTGCCTATGGCTTACACA
GCCACTATGCTTGCATGGGCTGTGTATGAGTACAAGGACGCGTTACAAAAAAGCGGTCAATTGGGCTATTTAA
TGGATCAGATTAAATGGGCATCGGACTACTTCATAAGATGCCATCCCGAAAAATATGTATATTATTATCAAGTG
GGTAACGGTGACATGGACCACAGATGGTGGGTGCCGGCAGAATGTATAGATGTTCAGGCACCAAGACCGTCTT
ACAAAGTAGATCTGTCAAATCCCGGTTCCACAGTTACTGCGGGTACAGCTGCCGCACTTGCTGCAACTGCCTTG
GTATTCAAAGACACTGATCCGGCATATGCCGCTCTGTGCATACGTCATGCAAAAGAACTCTTTGATTTTGCTGA
AACCACTATGAGTGATAAAGGATATACCGCAGCATTGAATTTCTACACATCTCACAGTGGATGGTATGACGAG
CTTTCCTGGGCAGGTGCATGGATTTATCTTGCAGACGGTGACGAAACTTATCTTGAAAAAGCTGAAAAGTATGT
GGATAAATGGCCAATCGAAAGCCAGACAACTTACATTGCTTATTCATGGGGTCACTGCTGGGACGACGTTCAC
TACGGAGCAGCACTTCTTTTGGCAAAGATTACAAACAAATCCTTATACAAAGAAGCGATAGAAAGACACCTGG
ACTATTGGACAGTTGGATTTAATGGTCAGAGAGTCAGATATACACCAAAGGGTCTTGCTCACCTCACTGACTGG
GGTGTATTAAGACATGCCACTACTACTGCATTCCTTGCATGTGTTTATTCCGACTGGTCAGAATGTCCAAGGGA
AAAAGCCAATATTTACATAGATTTTGCCAAGAAACAGGCTGACTATGCCTTAGGCAGCAGCGGCAGAAGTTAT
GTAGTCGGATTTGGTGTAAATCCTCCGCAGCATCCGCACCACAGAACTGCCCACAGCTCATGGTGTGACAGTC
AAAAAGTTCCTGAATACCACAGACACGTTCTTTACGGAGCACTCGTAGGCGGACCTGATGCCAGCGATGCTTA
TGTTGATGATATAGGAAACTATGTAACAAATGAGGTTGCCTGCGACTACAATGCCGGTTTTGTAGGATTGCTCG
CCAAGATGTATGAAAAATATGGCGGAAACCCCATACCAAACTTCATGGCTATAGAAGAAAAAACAAATGAAG
AAATTTATGTTGAAGCTACCGCCAATTCAAATAACGGTGTCGAATTGAAAACATACCTTTACAATAAATCCGG
ATGGCCGGCAAGAGTTTGCGACAAGCTTTCCTTCAGATATTTCATGGACCTTACGGAATATGTATCCGCCGGAT
ACAATCCTAATGATATAACTGTTTCTATAATTTACAGTGCAGCACCAACTGCAAAAATTTCAAAACCAATACTT
TATGACGCATCCAAAAACATATATTATTGCGAAATCGATCTCTCCGGTACCAAGATATTCCCCGGAAGCAACTC
AGACCACCAGAAAGAAACCCAATTTAGAATACAGCCTCCTGCAGGCGCACCTTGGGACAACACCAACGACTTC
TCCTATCAGGGAATCAAGAAAAACGGTGAAGTTGTAAAAGAAATGCCTGTTTATGAAGACGGAGTTCTCATAT
TCGGTGTAGAACCCAATGGTACCGGTCCTGCAACACCAACGCCGAAACCGTCCGTAAATCCTTCACCTTCACCT
ACGCCAACATCGGATATTCTTTACGGTGACATCAATCTGGACGGAAAAATTAACTCTTCAGATGTTACACTGTT
AAAAAGATATATTGTGAAGTCCATAGATGTTTTCCCAACCGCTGATCCGGAACGGAGCTTAATAGCATCAGAT
GTAAACGGAGACGGAAGGGTAAACTCTACAGACTATTCATACCTTAAACGTTATGTCTTGAAAATCATACCAA
CCATACC

cipA-Sequenzen

>5¢
AAACTTTGCCGGAAAGTTGCAAAACGTGCTGCGGGCAAGTCACACCGGGATTTTACAAAATACTTGGGGGAGA
AAAGTAATTTTGTAATAATACTTTCAAATGAAAAAATATTATTTAAAAAAATGCCCCTCAAATTCCGTTTATAT
ATCGAATATATATTACAAGAAAGAAGATGCCCAGATAAAAAGAGTAATAATTTCATTGCAAATAGTAATTTTG
TTAGTATGTTTGATTTAAGCTGTCGGGGGGATGGAGCTTGAGGTGCCGCAAATATGTTGGCAGACGGTTTTTTA
TCAGAAGTACGGTTTTAGACTGTACATAGAGTTTGAAAACAGGTGGGCTTTATTTTGAAAACTTATTGAAAGTA
ATTTAATTTTAATATATAATGAAATTAAAACACGGTTAATTTTTATTACAGATTCATTGTTAGAGAGAGAATTG
TTAATAACTTATGTATTTGGGAGTTTGGAGGCAAATCTTCATTAAATTAAGCGCTTAATATCTCAGTATTCAGTT
CATGTAGCAGTAATTAATATTTTATTTAAATCCTGTTTTAATTGCCTCTAACATATCCCAAGATACAGAGTTTAT
ATAGATAAAAAGTTTTAGAGGGAGGAGTTTGTACAAGGGATTGGTCACGTCTGTTTATGTTTTGGTTCTTTGAG
CATAAGATAACCATACTGGAGAGCGTTTATTAATTCCCAGCATTTCAATGAAATAGCGTATTCAATACTTTATA
TGTATTGATTGTGCAAATATCAAAGCATATACATAGAATCGTATGTTCCATCGATTTATTAAAAACCACTCCCC
AATATTTATCGACAAATTCTCTGGTATTTATTAAAACTGAAAATCGGACAAGAAAATATTAATATTGTTTATTA
ATATTAACACTAATTTTTGTTATTGTCTTGCTTGGTTTGTATATAAGGTATTTGATTTCAAATGCCTTTAGAGAT
CTTTTTATAAGATCATATAAAATATTAATTTTTGGGAGGAATGGTAAATGAGAAAAGTCATCAGTATGCTCTTA
GTTGTGGCTATGCTGACGACGATTTTTGCGGCGATGATACCGCAGACAGTATCGGCGGCCACAATGACAGTCG
AGATCGGCAAAGTTACAGCAGCCGTTGGATCAAAAGTAGAAATACCTATAACCCTGAAAGGAGTGCCATCCAA
AGGAATGGCCAATTGCGACTTCGTATTGGGTTATGATCCAAATGTGCTGGAAGTAACAGAAGTAAAACCAGGA
AGCATAATAAAAGATCCGGATCCTAGCAAGAGCTTTGATAGCGCAATATATCCGGATCGAAAGATGATTGTAT
TTCTGTTTGCAGAAGACAGTGGAAGAGGAACGTATGCAATAACTCAGGATGGAGTATTTGCAACAATTGTAGC
CACTGTCAAATCAGCTGCAGCGGCACCGATTACTTTGCTTGAAGTAGGTGCATTTGCGGACAACGATTTAGTAG
AAATAAGCACAACTTTTGTCGCGGGCGGAGTAAATCTTGGTAGTTCCGTACCGACAACACAGCCAAATGTTCC
GTCAGACGGTGTGGTAGTAGAAATTGGCAAAGTTACGGGATCTGTTGGAACTACAGTTGAAATACCTGTATAT
TTCAGAGGAGTTCCATCCAAAGGAATAGCAAACTGCGACTTTGTGTTCAGATATGATCCGAATGTATTGGAAA
TTATAGGGATAGATCCCGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAATATATCCT
GACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGA
GTATTTGCAAAAATAAGAGCAACTGTAAAATCAAGTGCTCCGGGCTATATTACTTTCGACGAAGTAGGTGGAT
TTGCAGATAATGACCTGGTAGAACAGAAGGTATCATTTATAGACGGTGGTGTTAACGTTGGCAATGCAACACC
GACCAAGGGAGCAACACCAACAAATACAGCTACGCCGACAAAATCAGCTACGGCTACGCCCACCAGGCCATC
GGTACCGACAAACACACCGACAAACACACCGGCAAATACACCGGTATCAGGCAATTTGAAGGTTGAATTCTAC
AACAGCAATCCTTCAGATACTACTAACTCAATCAATCCTCAGTTCAAGGTTACTAATACCGGAAGCAGTGCAAT
TGATTTGTCCAAACTCACATTGAGATATTATTATACAGTAGACGGACAGAAAGATCAGACCTTCTGGTGTGACC
ATGCTGCAATAATCGGCAGTAACGGCAGCTACAACGGAGTTACTTCAAATGTAAAAGGAACATTTGTAAAAAT
GAGTTCCTCAACAAATAACGCAGACACCTACCTTGAAATAAGCTTTACAGGCGGAACTCTTGAACCGGGTGCA
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CATGTTCAGATACAAGGTAGATTTGCAAAGAATGACTGGAGTAACTATACACAGTCAAATGACTACTCATTTA
AGTCTGCTTCACAGTTTGTTGAATGGGATCAGGTAACAGCATACTTGAACGGTGTTCTTGTATGGGGTAAAGAA
CCCGGTGGCAGTGTAGTACCATCAACACAGCCTGTAACAACACCACCTGCAACAACAAAACCACCTGCAACAA
CAATACCGCCGTCAGATGATCCGAATGCAATAAAGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACA
CAGTAAATATACCTGTAAGATTCAGTGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTAT
GACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAAAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCT
TTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTA
TGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGT
GTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAACGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTCTGACG
GTGGAGTAAATGTTGGAGGCACAACAGTACCTACAACACCGCCGGCATCAACAACACCGACAGATGATCCGA
ACGCAATAAAGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAATATACCTGTAAGATTCA
GTGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAAT
AGAGATAAAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGAC
AGAAAGATAATAGTATTCCTGCTTACAGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTA
TTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAG
GCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATAC
AACAGTACCTACAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAGATGATCCGAATGCAGTAAGGATTAAGGTG
GACACAGTAAATGCAAAAACGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGA
ATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACA
TAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTG
TTTGCAGAAGACAGCGGAACGGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAA
GTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACC
TTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGAACCTGCAACACCTAC
AACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGGTCTGGATGCAGTAAGGATTAAAGTGGACACAGTAAATGC
AAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGA
CTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCG
AATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACA
GCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAG
CACCTAACGGACTTAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAG
GACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACACCTACAACACCTGTAACA
ACACCGACAGATGATTCGAATGCAGTAAGGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTA
AGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACC
CGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGA
TACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACGGGAGCGTATGCA
ATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTTAGTGTAA
TCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGG
AGTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACATCGCCGACAACAACACCGCCAGAGCCGACGATAGCTCCG
AACAAGTTGACACTTAAGATAGGCAGAGCAGAAGGAAGACCTGGAGACACGGTGGAAATACCGGTTAACTTG
TATGGAGTACCTCAAAAAGGAATAGCAAGCGGTGACTTCGTAGTAAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAA
TAGAGATAGAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGA
CAGAAAGATGATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTGAAGATGGAGT
ATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGAGCACCTGAAGGATTCAGTGCAATAGAAATTTCTGAGTTT
GGTGCATTTGCAGATAATGATCTGGTAGAAGTGGAAACTGACCTTATCAATGGTGGAGTACTTGTAACTAATA
AAACTGTAATAGAAGGATATAAAGTATCCGGATACATTTTGCCAGACTTCTCCTTCGACGCTACTGTTGCACCA
CTTGTAAAGGCCGGATTCAAAGTTGAAATAGTAGGAACAGAATTGTATGCAGTAACAGATGCAAACGGATACT
TTGAAATAACCGGAGTACCTGCAAATGCAAGCGGATATACATTGAAGATTTCAAGAGCAACTTACTTGGACAG
AGTAATTGCAAATGTTGTAGTAACGGGAGATACTTCAGTTTCAACTTCACAGGCTCCAATAATGATGTGGGTAG
GAGACATAGTGAAAGACAATTCTATCAACCTGTTGGACGTTGCAGAAGTTATCCGTTGCTTCAACGCTACTAAA
GGAAGCGCAAACTACGTAGAAGAACTTGACATTAATAGAAACGGCGCAATTAACATGCAAGACATAATGATT
GTTCATAAGCACTTTGGAGCTACATCAAGTGATTAC

>NB2
AAACTTTGCCGGAAAGTTGCAAAACGTGCTGCGGGCAAGTCACACCGGGATTTTACAAAATACTTGGGGGAGA
AAAGTAATTTTGTAATAATACTTTCAAATGAAAAAATATTATTTAAAAAAATGCCCCTCAAATTCCGTTTATAT
ATCGAATATATATTACAAGAAAGAAGATGCCCAGATAAAAAGAGTAATAATTTCATTGCAAATAGTAATTTTG
TTAGTATGTTTGATTTAAGCTGTCGGGGGGATGGAGCTTGAGGTGCCGCAAATATGTTGGCAGACGGTTTTTTA
TCAGAAGTACGGTTTTAGACTGTACATAGAGTTTGAAAACAGGTGGGCTTTATTTTGAAAACTTATTGAAAGTA
ATTTAATTTTAATATATAATGAAATTAAAACACGGTTAATTTTTATTACAGATTCATTGTTAGAGAGAGAATTG
TTAATAACTTATGTATTTGGGAGTTTGGAGGCAAATCTTCATTAAATTAAGCGCTTAATATCTCAGTATTCAGTT
CATGTAGCAGTAATTAATATTTTATTTAAATCCTGTTTTAATTGCCTCTAACATATCCCAAGATACAGAGTTTAT
ATAGATAAAAAGTTTTAGAGGGAGGAGTTTGTACAAGGGATTGGTCACGTCTGTTTATGTTTTGGTTCTTTGAG
CATAAGATAACCATACTGGAGAGCGTTTATTAATTCCCAGCATTTCAATGAAATAGCGTATTCAATACTTTATA
TGTATTGATTGTGCAAATATCAAAGCATATACATAGAATCGTATGTTCCATCGATTTATTAAAAACCACTCCCC
AATATTTATCGACAAATTCTCTGGTATTTATTAAAACTGAAAATCGGACAAGAAAATATTAATATTGTTTATTA
ATATTAACACTAATTTTTGTTATTGTCTTGCTTGGTTTGTATATAAGGTATTTGATTTCAAATGCCTTTAGAGAT
CTTTTTATAAGATCATATAAAATATTAATTTTTGGGAGGAATGGTAGATGAGAAAAGTCATCAGTATGCTCTTA
GTTGTGGCTATGCTGACGACGATTTTTGCGGCGATGATACCGCAGACAGTATCGGCGGCCACAATGACAGTCG
AGATCGGCAAAGTTACAGCAGCCGTTGGATCAAAAGTAGAAATACCTATAACCCTGAAAGGAGTGCCATCCAA
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AGGAATGGCCAATTGCGACTTCGTATTGGGTTATGATCCAAATGTGCTGGAAGTAACAGAAGTAAAACCAGGA
AGCATAATAAAAGATCCGGATCCTAGCAAGAGCTTTGATAGCGCAATATATCCGGATCGAAAGATGATTGTAT
TTCTGTTTGCAGAAGACAGTGGAAGAGGAACGTATGCAATAACTCAGGATGGAGTATTTGCAACAATTGTAGC
CACTGTCAAATCAGCTGCAGCGGCACCGATTACTTTGCTTGAAGTAGGTGCATTTGCGGACAACGATTTAGTAG
AAATAAGCACAACTTTTGTCGCGGGCGGAGTAAATCTTGGTAGTTCCGTACCGACAACACAGCCAAATGTTCC
GTCAGACGGTGTGGTAGTAGAAATTGGCAAAGTTACGGGATCTGTTGGAACTACAGTTGAAATACCTGTATAT
TTCAGAGGAGTTCCATCCAAAGGAATAGCAAACTGCGACTTTGTGTTCAGATATGATCCGAATGTATTGGAAA
TTATAGGGATAGATCCCGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAATATATCCT
GACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGA
GTATTTGCAAAAATAAGAGCAACTGTAAAATCAAGTGCTCCGGGCTATATTACTTTCGACGAAGTAGGTGGAT
TTGCAGATAATGACCTGGTAGAACAGAAGGTATCATTTATAGACGGTGGTGTTAACGTTGGCAATGCAACACC
GACCAAGGGAGCAACACCAACAAATACAGCTACGCCGACAAAATCAGCTACGGCTACGCCCACCAGGCCATC
GGTACCGACAAACACACCGACAAACACACCGGCAAATACACCGGTATCAGGCAATTTGAAGGTTGAATTCTAC
AACAGCAATCCTTCAGATACTACTAACTCAATCAATCCTCAGTTCAAGGTTACTAATACCGGAAGCAGTGCAAT
TGATTTGTCCAAACTCACATTGAGATATTATTATACAGTAGACGGACAGAAAGATCAGACCTTCTGGTGTGACC
ATGCTGCAATAATCGGCAGTAACGGCAGCTACAACGGAGTTACTTCAAATGTAAAAGGAACATTTGTAAAAAT
GAGTTCCTCAACAAATAACGCAGACACCTACCTTGAAATAAGCTTTACAGGCGGAACTCTTGAACCGGGTGCA
CATGTTCAGATACAAGGTAGATTTGCAAAGAATGACTGGAGTAACTATACACAGTCAAATGACTACTCATTTA
AGTCTGCTTCACAGTTTGTTGAATGGGATCAGGTAACAGCATACTTGAACGGTGTTCTTGTATGGGGTAAAGAA
CCCGGTGGCAGTGTAGTACCATCAACACAGCCTGTAACAACACCACCTGCAACAACAAAACCACCTGCAACAA
CAATACCGCCGACAGATGATCCGAATGCAATAAAGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACA
CAGTAAATATACCTGTAAGATTCAGTGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTAT
GACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAAAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCT
TTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTA
TGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGT
GTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAACGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTCTGACG
GTGGAGTAAATGTTGGAGGCACAACAGTACCTACAACACCGCCGGCATCAACAACACCGACAGATGATCCGA
ACGCAATAAAGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAATATACCTGTAAGATTCA
GTGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAAT
AGAGATAAAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGAC
AGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTA
TTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAG
GCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATAC
AACAGTACCTACAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAGATGATCCGAATGCAGTAAGGATTAAAGTG
GACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGA
ATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACA
TAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTG
TTTGCAGAAGACAGCGGAACGGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAA
GTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACC
TTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGAACCTGCAACACCTAC
AACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGGTCTGGATGCAGTAAGGATTAAAGTGGACACAGTAAATGC
AAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCAGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGA
CTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCG
AATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACA
GCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAG
CACCTAACGGACTTAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAG
GACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACACCTACAACACCTGTAACA
ACACCGACAGATGATTCGAATGCAGTAAGGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTA
AGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACC
CGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGA
TACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACGGGAGCGTATGCA
ATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTTAGTGTAA
TCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGG
AGTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACATCGCCGACAACAACACCGCCAGAGCCGACGATAGCTCCG
AACAAGTTGACACTTAAGATAGGCAGAGCAGAAGGAAGACCTGGAGACACGGTGGAAATACCGGTTAACTTG
TATGGAGTACCTCAAAAAGGAATAGCAAGCGGTGACTTCGTAGTAAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAA
TAGAGATAGAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGA
CAGAAAGATGATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTGAAGATGGAGT
ATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGAGCACCTGAAGGATTCAGTGCAATAGAAATTTCTGAGTTT
GGTGCATTTGCAGATAATGATCTGGTAGAAGTGGAAACTGACCTTATCAATGGTGGAGTACTTGTAACTAATA
AAACTGTAATAGAAGGATATAAAGTATCCGGATACATTTTGCCAGACTTCTCCTTCGACGCTACTGTTGCACCA
CTTGTAAAGGCCGGATTCAAAGTTGAAATAGTAGGAACAGAATTGTATGCAGTAACAGATGCAAACGGATACT
TTGAAATAACCGGAGTACCTGCAAATGCAAGCGGATATACATTGAAGATTTCAAGAGCAACTTACTTGGACAG
AGTAATTGCAAATGTTGTAGTAACGGGAGATACTTCAGTTTCAACTTCACAGGCTCCAATAATGATGTGGGTAG
GAGACATAGTGAAAGACAATTCTATCAACCTGTTGGACGTTGCAGAAGTTATCCGTTGCTTCAACGCTACTAAA
GGAAGCGCAAACTACGTAGAAGAACTTGACATTAATAGAAACGGCGCAATTAACATGCAAGACATAATGATT
GTTCATAAGCACTTTGGAGCTACATCAAGTGATTA
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>T2
TAAACTTTGCCGGAAAGTTGCAAAACGTGCTGCGGGCAAGTCACACCGGGATTTTACAAAATACTTGGGGGAG
AAAAGTAATTTTGTAATAATACTTTCAAATGAAAAAATATTATTTAAAAAAATGCCCCTCAAATTCCGTTTATA
TATCGAATATATATTACAAGAAAGAAGATGCCCAGATAAAAAGAGTAATAATTTCATTGCAAATAGTAATTTT
GTTAGTATGTTTGATTTAAGCTGTCGGGGGGATGGAGCTTGAGGTGCCGCAAATATGTTGGCAGACGGTTTTTT
ATCAGAAGTACGGTTTTAGACTGTACATAGAGTTTGAAAACAGGTGGGCTTTATTTTGAAAACTTATTGAAAGT
AATTTAATTTTAATATATAATGAAATTAAAACACGGTTAATTTTTATTACAGATTCATTGTTAGAGAGAGAATT
GTTAATAACTTATGTATTTGGGAGTTTGGAGGCAAATCTTCATTAAATTAAGCGCTTAATATCTCAGTATTCAG
TTCATGTAGCAGTAATTAATATTTTATTTAAATCCTGTTTTAATGGCCTCTAACATATCCCAAGATACAGAGTTT
ATATAGATAAAAAGTTTTAGAGGGAGGAGTTTGTACAAGGGATTGGTCACGTCTGTTTATGTTTTGGTTCTTTG
AGCATAAGATAACCATACTGGAGAGCGTTTATTAATTCCCAGCATTTCAATGAAATAGCGTATTCAATACTTTA
TATGTATTGATTGTGCAAATATCAAAGCATATACATAGAATCGTATGTTCCATCGATTTATTAAAAACCACTCC
CCAATATTTATCGACAAATTCTCTGGTATTTATTAAAACTGAAAATCGGACAAGAAAATATTAATATTGTTTAT
TAATATTAACACTAATTTTTGTTATTGTCTTGCTTGGTTTGTATATAAGGTATTTGATTTCAAATGCCTTTAGAG
ATCTTTTTATAAGATCATATAAAATATTAATTTTTGGGAGGAATGGTAGATGAGAAAAGTCATCAGTATGCTCT
TAGTTGTGGCTATGCTGACGACGATTTTTGCGGCGATGATACCGCAGACAGTATCGGCGGCCACAATGACAGT
CGAGATCGGCAAAGTTACAGCAGCCGTTGGATCAAAAGTAGAAATACCTATAACCCTGAAAGGAGTGCCATCC
AAAGGAATGGCCAATTGCGACTTCGTATTGGGTTATGATCCAAATGTGCTGGAAGTAACAGAAGTAAAACCAG
GAAGCATAATAAAAGATCCGGATCCTAGCAAGAGCTTTGATAGCGCAATATATCCGGATCGAAAGATGATTGT
ATTTCTGTTTGCAGAAGACAGTGGAAGAGGAACGTATGCAATAACTCAGGATGGAGTATTTGCAACAATTGTA
GCCACTGTCAAATCAGCTGCAGCGGCACCGATTACTTTGCTTGAAGTAGGTGCATTTGCGGACAACGATTTAGT
AGAAATAAGCACAACTTTTGTCGCGGGCGGAGTAAATCTTGGTAGTTCCGTACCGACAACACAGCCAAATGTT
CCGTCAGACGGTGTGGTAGTAGAAATTGGCAAAGTTACGGGATCTGTTGGAACTACAGTTGAAATACCTGTAT
ATTTCAGAGGAGTTCCATCCAAAGGAATAGCAAACTGCGACTTTGTGTTCAGATATGATCCGAATGTATTGGA
AATTATAGGGATAGATCCCGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAATATAT
CCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGAC
GGAGTATTTGCAAAAATAAGAGCAACTGTAAAATCAAGTGCTCCGGGCTATATTACTTTCGACGAAGTAGGTG
GATTTGCAGATAATGACCTGGTAGAACAGAAGGTATCATTTATAGACGGTGGTGTTAACGTTGGCAATGCAAC
ACCGACCAAGGGAGCAACACCAACAAATACAGCTACGCCGACAAAATCAGCTACGGCTACGCCCACCAGGCC
ATCGGTACCGACAAACACACCGACAAACACACCGGCAAATACACCGGTATCAGGCAATTTGAAGGTTGAATTC
TACAACAGCAATCCTTCAGATACTACTAACTCAATCAATCCTCAGTTCAAGGTTACTAATACCGGAAGCAGTGC
AATTGATTTGTCCAAACTCACATTGAGATATTATTATACAGTAGACGGACAGAAAGATCAGACCTTCTGGTGTG
ACCATGCTGCAATAATCGGCAGTAACGGCAGCTACAACGGAATTACTTCAAATGTAAAAGGAACATTTGTAAA
AATGAGTTCCTCAACAAATAACGCAGACACCTACCTTGAAATAAGCTTTACAGGCGGAACTCTTGAACCGGGT
GCACATGTTCAGATACAAGGTAGATTTGCAAAGAATGACTGGAGTAACTATACACAGTCAAATGACTACTCAT
TCAAGTCTGCTTCACAGTTTGTTGAATGGGATCAGGTAACAGCATACTTGAACGGTGTTCTTGTATGGGGTAAA
GAACCCGGTGGCAGTGTAGTACCATCAACACAGCCTGTAACAACACCACCTGCAACAACAAAACCACCTGCAA
CAACAAAACCACCTGCAACAACAATACCGCCGTCAGATGATCCGAATGCAATAAAGATTAAGGTGGACACAG
TAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAATATACCTGTAAGATTCAGTGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAA
ACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAAAACCGGGAGAATTGATAGT
TGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAG
AAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAT
CCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGA
ACAGAGGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACACCTACAACACCT
GTAACAACACCGACAGATGATTCGAATGCAGTAAGGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGAC
ACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCT
ATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGA
GCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGC
GTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTC
AGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACG
GTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGAACCTGCAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAACAACAG
ATGATCTGGATGCAGTAAGGATTAAAGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAGTAGAatacCT
GTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTAC
TTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGT
ATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACGGGAGCGTATGCAATAACTAAA
GACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCAGGAGCACCTAACGGACTTAGTGTAATCAAATTTG
TAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGT
TGGAGATACAACAGAACCTGCAACACCTACGACACCTGTAACAACACCGACGACAACAGATGATCTGGATGC
GAAAGGGATTAAGGCGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGG
TATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAG
ATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAA
AGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGC
TACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGA
TTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAG
AACCTGCAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGATCTGGATGCAGTAAGGATTAAAGT
GGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGG
AATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGAA
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TTGATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATGATAGTATTCCT
GTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTGAAGATGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAA
AGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGAC
CTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGAACCTGCAACACCTA
CAACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGATCTGGATGCAGTAAGGATTAAAGTGGACACAGTAAATG
CAAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTG
ACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCC
GAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGAC
AGCGGAACGGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGA
GCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGA
AGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACATCGCCGACAACAACACC
GCCAGAGCCGACGATAACTCCGAACAAGTTGACACTTAAGATAGGCAGAGCAGAAGGAAGACCTGGAGACAC
GGTGGAAATACCGGTTAACTTGTATGGAGTACCTCAAAAAGGAATAGCAAGCGGTGACTTCGTAGTAAGCTAT
GACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCT
TTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATGATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTA
TGCAATAACTGAAGATGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGAGCACCTGAAGGATTCAG
TGCAATAGAAATTTCTGAGTTTGGTGCATTTGCAGATAATGATCTGGTAGAAGTGGAAACTGACCTTATCAATG
GTGGAGTACTTGTAACTAATAAACCTGTAATAGAAGGATATAAAGTATCCGGATACATTTTGCCAGACTTCTCC
TTCGACGCTACTGTTGCACCACTTGTAAAGGCCGGATTCAAAGTTGAAATAGTAGGAACAGAATTGTATGCAG
TAACAGATGCAAACGGATACTTTGAAATAACCGGAGTACCTGCAAATGCAAGCGGATATACATTGAAGATTTC
AAGAGCAACTTACTTGGACAGAGTAATTGCAAATGTTGTAGTAACGGGAGATACTTCAGTTTCAACTTCACAG
GCTCCAATAATGATGTGGGTAGGAGACATAGTGAAAGACAATTCTATCAACCTGTTGGACGTTGCAGAAGTTA
TCCGTTGCTTCAACGCTACTAAAGGAAGCGCAAACTACGTAGAAGAACTTGACATTAATAGAAACGGCGCAAT
TAACATGCAAGACATAATGATTGTTCATAAGCACTTTGGAGCTACATCAAGTGATTAA
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TCAATACTTTATATGTATTGATTGTGCAAATATCAAAGCATATACATAGAATCGTATGTTCCATCGATTTATTAA
AAACCACTCCCCAATATTTATCGACAAATTCTCTGGTATTTATTAAAACTGAAAATCGGACAAGAAAATATTAA
TATTGTTTATTAATATTAACACTAATTTTTGTTATTGTCTTGCTTGGTTTGTATATAAGGTATTTGATTTCAAATG
CCTTTAGAGATCTTTTTATAAGATCATATAAAATATTAATTTTTGGGAGGAATGGTAGATGAGAAAAGTCATCA
GTATGCTCTTAGTTGTGGCTATGCTGACGACGATTTTTGCGGCGATGATACCGCAGACAGTATCGGCGGCCACA
ATGACAGTCGAGATCGGCAAAGTTACAGCAGCCGTTGGATCAAAAGTAGAAATACCTATAACCCTGAAAGGA
GTGCCATCCAAAGGAATGGCCAATTGCGACTTCGTATTGGGTTATGATCCAAATGTGCTGGAAGTAACAGAAG
TAAAACCAGGAAGCATAATAAAAGATCCGGATCCTAGCAAGAGCTTTGATAGCGCAATATATCCGGATCGAAA
GATGATTGTATTTCTGTTTGCAGAAGACAGTGGAAGAGGAACGTATGCAATAACTCAGGATGGAGTATTTGCA
ACAATTGTAGCCACTGTCAAATCAGCTGCAGCGGCACCGATTACTTTGCTTGAAGTAGGTGCATTTGCGGACAA
CGATTTAGTAGAAATAAGCACAACTTTTGTCGCGGGCGGAGTAAATCTTGGTAGTTCCGTACCGACAACACAG
CCAAATGTTCCGTCAGACGGTGTGGTAGTAGAAATTGGCAAAGTTACGGGATCTGTTGGAACTACAGTTGAAA
TACCTGTATATTTCAGAGGAGTTCCATCCAAAGGAATAGCAAACTGCGACTTTGTGTTCAGATATGATCCGAAT
GTATTGGAAATTATAGGGATAGATCCCGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTG
CAATATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAAC
TAAAGACGGAGTATTTGCAAAAATAAGAGCAACTGTAAAATCAAGTGCTCCGGGCTATATTACTTTCGACGAA
GTAGGTGGATTTGCAGATAATGACCTGGTAGAACAGAAGGTATCATTTATAGACGGTGGTGTTAACGTTGGCA
ATGCAACACCGACCAAGGGAGCAACACCAACAAATACAGCTACGCCGACAAAATCAGCTACGGCTACGCCCCA
CCAGGCCATCGGTACCGACAAACACACCGACAAACACACCGGCAAATACACCGGTATCAGGCAATTTGAAGG
TTGAATTCTACAACAGCAATCCTTCAGATACTACTAACTCAATCAATCCTCAGTTCAAGGTTACTAATACCGGA
AGCAGTGCAATTGATTTGTCCAAACTCACATTGAGATATTATTATACAGTAGACGGACAGAAAGATCAGACCT
TCTGGTGTGACCATGCTGCAATAATCGGCAGTAACGGCAGCTACAACGGAATTACTTCAAATGTAAAAGGAAC
ATTTGTAAAAATGAGTTCCTCAACAAATAACGCAGACACCTACCTTGAAATAAGCTTTACAGGCGGAACTCTT
GAACCGGGTGCACATGTTCAGATACAAGGTAGATTTGCAAAGAATGACTGGAGTAACTATACACAGTCAAATG
ACTACTCATTTAAGTCTGCTTCACAGTTTGTTGAATGGGATCAGGTAACAGCATACTTGAACGGTGTTCTTGTA
TGGGGTAAAGAACCCGGTGGCAGTGTAGTACCATCAACACAGCCTGTAACAACACCACCTGCAACAACAAAA
CCACCTGCAACAACAATACCGCCGACAGATGATCCGAATGCAATAAAGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCA
AAACCGGGAGACACAGTAAATATACCTGTAAGATTCAGTGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACT
TTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAAAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAA
TCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGC
GGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCA
CCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAACGACCTTGTAGAACAGAAGA
CACAGTTCTCTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGGCACAACAGTACCTACAACACCGCCGGCATCAACAACACC
GACAGATGATCCGAACGCAATAAAGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAATAT
ACCTGTAAGATTCAGTGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAAT
GTACTTGAGATAATAGAGATAAAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTG
CAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAAC
TAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAA
TTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAA
ATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAGATGATCCGAATGCAGT
AAGGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTAT
ACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATA
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GAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGA
TAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACGGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTAC
GATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATT
TGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGAA
CCTGCAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGGTCTGGATGCAGTAAGGATTAAAGTGG
ACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAA
TAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACAT
AATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGT
TTGCAGAAGACAGCGGAACGGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAG
TAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCT
TGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGAACCTGCAACACCTACA
ACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGGTCTGGATGCAGTAAGGATTAAAGTGGACACAGTAAATGCA
AAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGAC
TTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGA
ATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAG
CGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGC
ACCTAACGGACTTAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAGG
ACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACACCTACAACACCTGTAACAA
CACCGACAGATGATTCGAATGCAGTAAGGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAA
GAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCC
GAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGAT
ACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACGGGAGCGTATGCAA
TAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGAGCACCTAACGGACTTAGTGTAAT
CAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGA
GTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACATCGCCGACAACAACACCGCCAGAGCCGACGATAGCTCCGA
ACAAGTTGACACTTAAGATAGGCAGAGCAGAAGGAAGACCTGGAGACACGGTGGAAATACCGGTTAACTTGT
ATGGAGTACCTCAAAAAGGAATAGCAAGCGGTGACTTCGTAGTAAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAAT
AGAGATAGAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGAC
AGAAAGATGATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTGAAGATGGAGTA
TTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGAGCACCTGAAGGATTCAGTGCAATAGAAATTTCTGAGTTTG
GTGCATTTGCAGATAATGATCTGGTAGAAGTGGAAACTGACCTTATCAATGGTGGAGTACTTGTAACTAATAA
ACCTGTAATAGAAGGATATAAAGTATCCGGATACATTTTGCCAGACTTCTCCTTCGACGCTACTGTTGCACCAC
TTGTAAAGGCCGGATTCAAAGTTGAAATAGTAGGAACAGAATTGTATGCAGTAACAGATGCAAACGGATACTT
TGAAATAACCGGAGTACCTGCAAATGCAAGCGGATATACATTGAAGATTTCAAGAGCAACTTACTTGGACAGA
GTAATTGCAAATGTTGTAGTAACGGGAGATACTTCAGTTTCAACTTCACAGGCTCCAATAATGATGTGGGTAGG
AGACATAGTGAAAGACAATTCTATCAACCTGTTGGACGTTGCAGAAGTTATCCGTTGCTTCAACGCTACTAAAG
GAAGCGCAAACTACGTAGAAGAACTTGACATTAATAGAAACGGCGCAATTAACATGCAAGACATAATGATTGT
TCATAAGCACTTTGGAG
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AAACTTTGCCGGAAAGTTGCAAAACGTGCTGCGGGCAAGTCACACCGGGATTTTACAAAATACTTGGGGGAGA
AAAGTAATTTTGTAATAATACTTTCAAATGAAAAAATATTATTTAAAAAAATGCCCCTCAAATTCCGTTTATAT
ATCGAATATATATTACAAGAAAGAAGATGCCCAGATAAAAAGAGTAATAATTTCATTGCAAATAGTAATTTTG
TTAGTATGTTTGATTTAAGCTGTCGGGGGGATGGAGCTTGAGGTGCCGCAAATATGTTGGCAGACGGTTTTTTA
TCAGAAGTACGGTTTTAGACTGTACATAGAGTTTGAAAACAGGTGGGCTTTATTTTGAAAACTTATTGAAAGTA
ATTTAATTTTAATATATAATGAAATTAAAACACGGTTAATTTTTATTACAGATTCATTGTTAGAGAGAGAATTG
TTAATAACTTATGTATTTGGGAGTTTGGAGGCAAATCTTCATTAAATTAAGCGCTTAATATCTCAGTATTCAGTT
CATGTAGCAGTAATTAATATTTTATTTAAATCCTGTTTTAATGGCCTCTAACATATCCCAAGATACAGAGTTTAT
ATAGATAAAAAGTTTTAGAGGGAGGAGTTTGTACAAGGGATTGGTCACGTCTGTTTATGTTTTGGTTCTTTGAG
CATAAGATAACCATACTGGAGAGCGTTTATTAATTCCCAGCATTTCAATGAAATAGCGTATTCAATACTTTATA
TGTATTGATTGTGCAAATATCAAAGCATATACATAGAATCGTATGTTCCATCGATTTATTAAAAACCACTCCCC
AATATTTATCGACAAATTCTCTGGTATTTATTAAAACTGAAAATCGGACAAGAAAATATTAATATTGTTTATTA
ATATTAACACTAATTTTTGTTATTGTCTTGCTTGGTTTGTATATAAGGTATTTGATTTCAAATGCCTTTAGAGAT
CTTTTTATAAGATCATATAAAATATTAATTTTTGGGAGGAATGGTAGATGAGAAAAGTCATCAGTATGCTCTTA
GTTGTGGCTATGCTGACGACGATTTTTGCGGCGATGATACCGCAGACAGTATCGGCGGCCACAATGACAGTCG
AGATCGGCAAAGTTACAGCAGCCGTTGGATCAAAAGTAGAAATACCTATAACCCTGAAAGGAGTGCCATCCAA
AGGAATGGCCAATTGCGACTTCGTATTGGGTTATGATCCAAATGTGCTGGAAGTAACAGAAGTAAAACCAGGA
AGCATAATAAAAGATCCGGATCCTAGCAAGAGCTTTGATAGCGCAATATATCCGGATCGAAAGATGATTGTAT
TTCTGTTTGCAGAAGACAGTGGAAGAGGAACGTATGCAATAACTCAGGATGGAGTATTTGCAACAATTGTAGC
CACTGTCAAATCAGCTGCAGCGGCACCGATTACTTTGCTTGAAGTAGGTGCATTTGCGGACAACGATTTAGTAG
AAATAAGCACAACTTTTGTCGCGGGCGGAGTAAATCTTGGTAGTTCCGTACCGACAACACAGCCAAATGTTCC
GTCAGACGGTGTGGTAGTAGAAATTGGCAAAGTTACGGGATCTGTTGGAACTACAGTTGAAATACCTGTATAT
TTCAGAGGAGTTCCATCCAAAGGAATAGCAAACTGCGACTTTGTGTTCAGATATGATCCGAATGTATTGGAAA
TTATAGGGATAGATCCCGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAATATATCCT
GACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGA
GTATTTGCAAAAATAAGAGCAACTGTAAAATCAAGTGCTCCGGGCTATATTACTTTCGACGAAGTAGTATTTGC
AGATAATGACCTGGTAGAACAGAAGGTATCATTTATAGACGGTGGTGTTAACGTTGGCAATGCAACACCGACC
AAGGGAGCAACACCAACAAATACAGCTACGCCGACAAAATCAGCTACGGCTACGCCCACCAGGCCATCGGTA
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CCGACAAACACACCGACAAACACACCGGCAAATACACCGGTATCAGGCAATTTGAAGGTTGAATTCTACAACA
GCAATCCTTCAGATACTACTAACTCAATCAATCCTCAGTTCAAGGTTACTAATACCGGAAGCAGTGCAATTGAT
TTGTCCAAACTCACATTGAGATATTATTATACAGTAGACGGACAGAAAGATCAGACCTTCTGGTGTGACCATGC
TGCAATAATCGGCAGTAACGGCAGCTACAACGGAATTACTTCAAATGTAAAAGGAACATTTGTAAAAATGAGT
TCCTCAACAAATAACGCAGACACCTACCTTGAAATAAGCTTTACAGGCGGAACTCTTGAACCGGGTGCACATG
TTCAGATACAAGGTAGATTTGCAAAGAATGACTGGAGTAACTATACACAGTCAAATGACTACTCATTCAAGTC
TGCTTCACAGTTTGTTGAATGGGATCAGGTAACAGCATACTTGAACGGTGTTCTTGTATGGGGTAAAGAACCCG
GTGGCAGTGTAGTACCATCAACACAGCCTGTAACAACACCACCTGCAACAACAAAACCACCTGCAACAACAAT
ACCGCCGTCAGATGATCCGAATGCAATAAAGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGT
AAATATACCTGTAAGATTCAGTGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGAC
CCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAAAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTG
ATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGC
AATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTA
ATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAGGACACAGTTCTTTGACGGTG
GAGTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAGATGATTCGAA
TGCAGTAAGGATTAAGGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAG
CGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATA
GAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACA
GAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATT
TGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGC
GGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAA
CAGAACCTGCAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGATCTGGATGCAGTAAGGATTAA
AGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAA
GGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACTGGGA
GACATAATAGTTGACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCGGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTAT
TCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACGGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGTGATAGTAGCGAA
AGTAAAAGAAGGAGCACCTAACGGACTTAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGAC
CTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGAACCTGCAACACCTA
CAACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGATCTGGATGCAGTAAGGATTAAAGTGGACACAGTAAATG
CAAAACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTG
ACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCC
GAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGAC
AGCGGAACGGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGA
GCACCTAACGGACTTAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGA
AGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGAACCTGCAACACCTACAACACCTGTAAC
AACACCGACAACAACAGATGATCTGGATGCAGTAAGGATTAAAGTGGACACAGTAAATGCAAAACCGGGAGA
CACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCAAGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGC
TATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGA
GCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAACGGGAGC
GTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGAGCACCTAACGGACT
TAGTGTAATCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTT
GACGGTGGAGTAAATGTTGGAGATACAACAGTACCTACAACATCGCCGACAACAACACCGCCAGAGCCGACG
ATAACTCCGAACAAGTTGACACTTAAGATAGGCAGAGCAGAAGGAAGACCTGGAGACACGGTGGAAATACCG
GTTAACTTGTATGGAGTACCTCAAAAAGGAATAGCAAGCGGTGACTTCGTAGTAAGCTATGACCCGAATGTAC
TTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGAATTGATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAGT
ATATCCTGACAGAAAGATGATAGTATTCCTGTTTGCGGAAGACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTGAA
GATGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAAAAGAAGGAGCACCTGAAGGATTCAGTGCAATAGAAATTT
CTGAGTTTGGTGCATTTGCAGATAATGATCTGGTAGAAGTGGAAACTGACCTTATCAATGGTGGAGTACTTGTA
ACTAATAAACCTGTAATAGAAGGATATAAAGTATCCGGATACATTTTGCCAGACTTCTCCTTCGACGCTACTGT
TGCACCACTTGTAAAGGCCGGATTCAAAGTTGAAATAGTAGGAACAGAATTGTATGCAGTAACAGATGCAAAC
GGATACTTTGAAATAACCGGAGTACCTGCAAATGCAAGCGGATATACATTGAAGATTTCAAGAGCAACTTACT
TGGACAGAGTAATTGCAAATGTTGTAGTAACGGGAGATACTTCAGTTTCAACTTCACAGGCTCCAATAATGAT
GTGGGTAGGAGACATAGTGAAAGACAATTCTATCAACCTGTTGGACGTTGCAGAAGTTATCCGTTGCTTCAAC
GCTACTAAAGGAAGCGCAAACTACGTAGAAGAACTTGACATTAATAGAAACGGCGCAATTAACATGCAAGAC
ATAATGATTGTTCATAAGCACTTTGGAGCTACATCAAGTGATTA
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