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Mikroorganismen und Klimawandel

Archaeen im globalen Methanzyklus
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Methane is a potent greenhouse gas, contributing considerably to
global warming. The emission of methane is governed by the balance
of the activity of methanogenic archaea producing methane, and
methanotrophic bacteria and archaea oxidizing it. A deeper under-
standing of the interactions between these microbial groups as well as
their physiology and biochemistry will aid in a better comprehension
of the global methane cycle and eventually contribute to mitigation of

climate change.

DOI: 10.1007/s12268-022-1753-2
© Die Autorin 2022

B Treibhausgase wie Kohlendioxid, Methan
und Lachgas werden in immer groBerem
Umfang in die Atmosphdare freigesetzt und
treiben damit den Klimawandel an. Die Emis-
sion von Methan ist dabei im Vergleich zu
Kohlendioxid gering, allerdings tragt es
durch seine etwa 28fach stirkere Treibhaus-
wirkung insgesamt etwa 16 Prozent zur men-
schengemachten Erderwarmung bei. Zusatz-
lich verweilt Methan relativ kurz in der
Atmosphiére — gut zwolf Jahre — und ist des-

halb ein attraktives Ziel fiir die Klimapolitik,
da eine Verringerung des MethanausstoBes
innerhalb einer geologisch relativ kurzen
Zeitspanne zu einer Verringerung des Treib-
hauseffekts fiihren konnte.

Methan entsteht in sauerstofffreien Habi-
taten, wie beispielsweise Mooren und ande-
ren Feuchtgebieten, dem Wiederkduermagen
oder Biogasanlagen durch die Aktivitat von
methanogenen Archaeen. Sie setzen Essig-
saure, Kohlendioxid und Wasserstoff oder

A Abb. 1: Links: Bioreaktor zur Kultivierung von schwer kultivierbaren anaeroben methano-
trophen Archaeen, die in Mischkultur mit verschiedenen Bakterien wachsen. Rechts: Detail-
ansicht der granulierten Biomasse, die sich durch die groBe Menge an c-Typ-Cytochromen in den
anaeroben methanotrophen Archaeen rot farbt.

methylierte Verbindungen wie Methanol um.
Vor allem in Redox-zonierten Sedimenten
wie Reisfeldern, Stiimpfen und dem Meeres-
boden setzen anaerobe und aerobe methan-
oxidierende (methanotrophe) Mikroorganis-
men einen Teil dieses Methans noch im Sedi-
ment zu Kohlendioxid um.

Aerobe methanotrophe Bakterien sind seit
iiber 100 Jahren bekannt und stehen seitdem
im Fokus zahlreicher Studien. Anaerobe
methanotrophe Bakterien und Archaeen sind
jedoch erst seit etwa 20 Jahren bekannt
[1, 2]. Sie werden bisher nur in wenigen
Laboren weltweit in Mischkulturen kultivert,
da es noch niemandem gelungen ist, eine
Reinkultur dieser anspruchsvollen Mikro-
organismen zu erhalten.

Anaerobe methanotrophe Bakterien
und Archaeen

Inzwischen wurden verschiedene Gruppen
von anaeroben, unter Sauerstoffausschluss
lebenden, methanoxidierenden Mikroorga-
nismen entdeckt. Am langsten sind hierbei
die anaeroben methanotrophen (ANME)
Archaeen bekannt, die Methan in Syntrophie
mit sulfatreduzierenden Bakterien abbauen
und hauptsachlich am Meeresboden leben.
An der Radboud-Universitat interessieren
wir uns vor allem fiir anaerobe methanotro-
phe Mikroorganismen, die andere Elektro-
nenakzeptoren verwenden, beispielsweise
Nitrat, Nitrit oder Eisen [3]. Anaerobe metha-
notrophe Mikroorganismen, die diese chemi-
schen Stoffe bendtigen, finden sich zwar
kaum am Meeresboden, dafiir aber in Boden
von Kiisten, Kandlen, Seen und verschiede-
nen anderen terrestrischen Feuchtgebieten.

Die bisher identifizierten anaeroben metha-
notrophen Bakterien gehoren zur Gattung
Methylomirabilis und nutzen ausschlieBlich
Nitrit als Elektronenakzeptor. Dabei reduzie-
ren diese Bakterien Nitrit mit Elektronen aus
der Methanoxidation zu Stickstoffmonoxid,
das wiederum ein unbekanntes Enzym zu
Sauerstoff und Stickstoff umwandelt. Der
Sauerstoff wird intrazellular genutzt, um den
ersten Schritt der Methanoxidation durch das
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» Abb. 2: Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im Bioreak-
tor (links, mit Nitrat als Elektronenakzeptor) und im bioelektrochemischen
System (rechts, mit Elektrode als Elektronenakzeptor). Die Zusammen-
setzung der mikrobiellen Gemeinschaft ist ausgedriickt als coverage von
Metagenom-assemblierten Genomen (MAGs). Nicht dargestellt sind
MAGs, die weniger als ein Prozent der mikrobiellen Gemeinschaft aus-

machen.

Enzym Methan-Monooxygenase zu katalysie-
ren. Alle anderen bekannten anaeroben
methanotrophen Mikroorganismen sind
Archaeen, die keine Methan-Monooxygenase
besitzen, und stattdessen das Schliisselen-
zym der Methanogenese, Methyl-CoM-Reduk-
tase, in seiner umgekehrten Reaktionsrich-
tung zur Aktivierung des Methanmolekiils
einsetzen. Uns ist es gelungen, anaerobe
methanotrophe Archaeen in Bioreaktoren zu
kultivieren, die dort Methan mit Nitrat umset-
zen und dafiir neuartige Stoffwechselwege
verwenden [4].

Kultivierung von ,Unkultivierbaren®

Nur ein kleiner Teil der mikrobiellen Vielfalt
lasst sich mit wenig Aufwand auf festen oder
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Obwohl anaerobe

methanotrophe

Archaeen bislang nicht in Reinkultur erhal-
ten werden konnten, bietet die Anreicherung
in und Analyse von Mischkulturen einen
ersten Zwischenschritt zur ndheren Charak-
terisierung dieser Okologisch wichtigen
Gruppe von Mikroorganismen. Bioreaktoren
(Abb. 1) bieten hierbei viele Vorteile gegen-

uber Batchkulturen, wie beispielsweise stan-
dige Mediumzufuhr wéahrend Biomasse
zuriickgehalten wird, guten Gas-Fliissigkeits-
Austausch sowie konstante Wachstumsbe-
dingungen. Zeitgleich konnen im LabormaB-
stab (1-10 Liter) groBere Mengen an Biomas-
se kultiviert und fiir Experimente verwendet
werden.
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A Abb. 3: Links: Bioelektrochemisches System zur Kultivierung von anaeroben methanotrophen
Archaeen, um Strom aus Methan zu gewinnen. Mittels eines Potentiostaten wird eine definierte
Spannung zwischen der Bio-Anode, die mit methanotrophen Archaeen besiedelt ist, und der
chemischen Kathode hergestellt. Der Anodenkammer wird neben Medium auch Methan als mikro-
bielles Substrat zugefiigt. Die Anoden- ist von der Kathodenkammer durch eine semipermeable
Membran getrennt. Rechts: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie-Aufname einer Gold-Bioano-
de, die mit anaeroben methanotrophen Archaeen (lila) und Bakterien (rot) besiedelt ist (MaBstab-

skala 10 um).

In unseren Bioreaktoren leben anaerobe
methanotrophe Archaeen der Gattung Metha-
noperedens und machen dort etwa die Halfte
aller Mikroorganismen aus (Abb. 2). Mithilfe
dieser Kulturen ist es uns beispielsweise
gelungen, die Proteinkomplexe dieser
Archaeen in einer Komplexomstudie zu
untersuchen [5], sodass wir Hypothesen zum
Energiestoffwechsel, die wir in Genom- und
Transkriptomstudien aufgestellt hatten [4],
direkt tiberpriifen konnten, beispielsweise
zur Zusammensetzung der Nitratreduktase
und anderen bioenergetischer Proteinkom-
plexe.

AuBerdem tragt die Untersuchung von
Mischkulturen dazu bei, das natiirliche Habi-
tat auf vereinfachte Weise im Labor widerzu-
spiegeln: So beobachteten wir in Bioreaktor-
kulturen bereits vielfache Interaktionen mit
anderen Mikroorganismen, die mit anaeroben
methanotrophen Archaeen vergesellschaftet
sind und haben dabei beispielsweise bisher
unkultivierte Bakterien beschrieben, die im
Stickstoffzyklus eine Rolle spielen [6].

Die vielfaltigen Interaktionen von Mikro-
organismen in Mischkulturen imitieren das
natlirliche Habitat und ermoglichen damit
interessante mikrobiell-0kologische Studien.
Doch die Stoffwechselflexibilitit von
anaeroben methanotrophen Archaeen kann
durch die vielen parallel ablaufenden Reak-
tionen der verschiedenen Mitglieder der
mikrobiellen Gemeinschaft schlecht unter-
sucht werden. Daher ist es erforderlich, neue
Kultivierungsmethoden fiir diese Organis-
mengruppe zu entwickeln, die Nitrat durch

ein biologisch weniger verwertbares Ko-Sub-
strat ersetzen und so die Komplexitat der
Mischkultur herabsetzen.

Mikrobielle Stromproduktion aus
Methan

Bioelektrochemische Systeme kombinieren
mikrobiologische und elektrochemische Pro-
zesse, um beispielsweise Wasserstoff, high
value-Chemikalien oder Elektrizitdt herzu-
stellen. Dabei wird eine der beiden Elektro-
den mit Mikroorganismen besiedelt, die ent-
weder Strom generieren oder Strom zur Syn-
these von Wasserstoff oder Chemikalien
einsetzen. Uns ist es gelungen, anaerobe
methanotrophe Archaeen in solchen Syste-
men (Abb. 2 und 3) zu kultivieren und so
Strom aus Methan zu erzeugen [7]: ein viel-
versprechendes Ergebnis mit moglicher bio-
technologischer Anwendung in der Zukunft,
um Biogas in Strom umzuwandeln.

Im bioelektrochemischen System wird
dabei der Elektronenakzeptor Nitrat durch
eine Elektrode ersetzt, bei der eine Span-
nung angelegt ist, sodass die methanotro-
phen Archaeen die Elektronen aus der
Methanoxidation auf die Elektrode {ibertra-
gen konnen und dabei Strom generieren.
Dies hat den Vorteil, dass die methanotro-
phen Archaeen neben Kohlendioxid aus
der Methanoxidation keinerlei andere Stoff-
wechselprodukte (wie Ammonium oder
Nitrit) freisetzen, sodass es weniger Inter-
aktionsmoglichkeiten mit anderen Mikro-
organismen gibt. Erste weiterfiihrende Expe-
rimente zeigen bereits, dass eine mehr-

wochige Kultivierung der anaeroben metha-
notrophen Archaeen in bioelektrochemi-
schen Systemen zu einer selektiven Anrei-
cherung dieser Organismengruppe auf der
Elektrode fiihrt — ein vielversprechendes
Ergebnis auf dem Weg zur Kultivierung der
Unkultivierbaren (Abb. 3).

Archaeen im globalen Methanzyklus
und in der Biotechnologie

Obwohl schon ein groBer Schatz an Wissen
tiber die Menge und den Mechanismus von
Methanemissionen besteht, hilt die Methan-
Mikrobiologie noch viele Geheimnisse bereit.
Im Zentrum unserer Forschung steht die Ent-
deckung und Charakterisierung von neuen
methanbildenden [8] und methanabbauen-
den Archaeen.

Neben ihrer okologischen Relevanz sind
diese Mikroorganismen auch fiir biotechno-
logische Anwendungen interessant, bei-
spielsweise in der Abwasserreinigung, bei
der Methan sowohl produziert wird als auch
wieder aus den Abwasserstromen entfernt
werden soll - anaerobe methanotrophe
Archaeen konnten sogar Methan und Nitrat
gleichzeitig aus dem Abwasser entfernen.
Die Stromproduktion aus Methan wurde
bereits im vorherigen Absatz diskutiert.
Zudem kann die Stoffwechselaktivitdt von
methanotrophen Archaeen zur Mobilisierung
oder Entgiftung von Schwermetallen fiihren
[9] und somit - abhédngig von der Identitat
des Schwermetalls und den physikalisch-
chemischen Parametern am Standort - ent-
weder zur Entgiftung oder zur Verunreini-
gung eines Okosystems beitragen. Mit unse-
rer Forschung mochten wir, im Zusammen-
spiel aus grundlagenwissenschaftlichen und
anwendungsbezogenen Fragestellungen, zur
Losung von Okologisch-gesellschaftlichen
Problemen wie Klimawandel und Umweltver-
schmutzung beitragen.
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