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Knallgasbakterien: Mit ,explosiver Kraft"
den Spield umdrehen — CO, als Rohstoff
und nicht als belastender Mull

Knallgas Bacteria: Harnessing the
Explosive Power of Bacteria — C0O, as Raw
Material instead of Undesirable Waste

Petra Kofinger, Zalina Magomedova

Knallgasbakterien kénnen effizient Kohlendi-
oxid als Nahrungsquelle nutzen, wobei sie die
dazu benétigte Energie aus der biologischen
,,Verbrennung” von Wasserstoff gewinnen.
Damit ist eine ausgezeichnete Basis vorhan-
den, um das umweltbelastende CO, als Roh-
stoff fiir die biotechnologische Herstellung
von chemischen Substanzen aller Art zu nut-
zen. Ein Forschungsprojekt aus dem Dokto-
ratskolleg ,,Molekulare Enzymologie“ widmet
sich genau dieser Thematik.

Die massive Freisetzung von CO, durch die im-
mer noch wachsende Nutzung von fossilen Roh-
stoff- und Energietrdgern hat zu bereits sichtbar
gewordenen Einschnitten im Gleichgewicht der
Natur gefliihrt. Heute betragt die weltweite CO,-
Emission, die hauptsachlich auf der Verbrennung
von fossilen Rohstoffen beruht, 8,7 Gigatonnen
Kohlenstoff pro Jahr.! Die CO,-Konzentration in
der Atmosphare ist seit Beginn der Industriali-
sierung um mehr als ein Drittel gestiegen (von
280 ppm auf 386 ppm'. Die klimatischen Folgen
dieser steigenden CO,-Konzentrationen in der
Atmosphare machen sich durch Klimaerwarmung,
Erhéhung des Meeresspiegels und durch eine
Anséauerung der Meere bemerkbar. Das ist unbe-
stritten erkannt worden und es wurden nicht zu-
letzt internationale Vereinbarungen abgeschlos-
sen, um diese Spirale zu durchbrechen. Diese
haben in einigen Bereichen zwar Erfolge gebracht,
sind aber zum groRten Teil noch recht zahnlos.

Forschung und Technologieentwicklung haben
sich daher zunehmend mit Fragen der Gewinnung
von Energie, Rohstoffen und Produkten aus ,er-
neuerbaren® Quellen beschaftigt. Viele Staaten
haben in den letzten Jahren grof3zligig geforderte
Projekte zur Gewinnung von z. B. Bioethanol, Bio-
diesel, Biogas als Energietrager und von ver-
schiedenen durch Fermentation gewonnenen or-
ganischen Sauren und Alkoholen als Chemie-

Innovation in Teaching & Research

Knallgas bacteria (also known as hydrogen-
oxidising bacteria) can efficiently use carbon
dioxide as a food source; they gain their nec-
essary energy from the biological “combus-
tion” of hydrogen. This is an excellent basis
for the environmentally damaging CO, to be
used as feedstock for the biotechnological
production of a variety of chemical substanc-
es. A research project including a PhD thesis
in the framework of the PhD program (DK) Mo-
lecular Enzymology examines this issue.

The massive release of CO, caused by the still
increasing use of fossil fuels and fossil energy
resources has already had significant effects on
nature. Today, global CO, emission, which is
mainly based on the combustion of fossil fuels, is
about 8.7 gigatons of carbon per year.! Since the
beginning of the industrial revolution, the burning
of fossil fuels has contributed to the increase in
carbon dioxide in the atmosphere from 280 ppm
to 386 ppm'. The climatic consequences of in-
creasing CO, concentrations in the atmosphere
are global warming, rising sea levels and notice-
able acidification of the oceans. To prevent the
effects of increasing CO, concentration, interna-
tional agreements have been made which are not
proving particularly successful.

Research and technology development are in-
creasingly concerned with issues of production of
energy, raw materials and products made from
“renewable” sources. Many countries in recent
years have been generously funding projects for
the production of e.g. bioethanol, biodiesel and
biogas as energy carriers made from organic ac-
ids and alcohols gained from different fermenta-
tion processes. All these approaches mainly fo-
cus on the use of herbal products, but neverthe-
less they have their drawbacks. They require in-
tensive cultivation of energy crops and raw mate-
rials, which in turn leads to a shortage of high
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Rohstoffe gestartet. Alle diese Ansatze sind vor-
wiegend auf die Nutzung von pflanzlichen Pro-
dukten fokussiert, wobei ebenfalls Grenzen zuta-
ge getreten sind. Diese Ansatze erfordern Inten-
sivkulturen von Energie- und Rohstoffpflanzen,
was zu einer Knappheit an hochwertigen landwirt-
schaftlichen Flachen und zu einer verstarkten
Auslaugung der Boden fihrt. Das heif3t, diese Bo-
den wirden nicht mehr flir die Lebensmittelver-
sorgung der Weltbevolkerung zur Verfligung ste-
hen, und dies bei steigender Bevdlkerungszahl
und drastischem Nahrungsmittelmangel fiir grole
Teile der Menschheit. Ein weiterer biotechnologi-
scher Ansatz ist die Verwertung und Fixierung von
CO, durch Mikroalgen. Da jedoch bei der bioche-
mischen Photosynthese nur ein geringer Teil der
Lichtenergie genutzt werden kann und zudem in
Intensivkulturen noch technische Probleme be-
stehen, die notwendigen grofRen Einstrahlflachen
zu generieren, sind diese Verfahren durch extrem
schlechte Wirkungsgrade gehandicapt. Chemisch-
physikalische Anséatze, um Uberschissiges Koh-
lendioxid zu verfliissigen und dann in geeigneten
Lagerstatten unterzubringen,? sind auch eher nur
als ,Zwischenlésung” zu kategorisieren.

In unseren Forschungsarbeiten verfolgen wir ei-
nen neuen Ansatz. Knallgasbakterien kénnen effi-
zient Kohlendioxid als Nahrungsquelle nutzen,
wobei sie die dazu bendtigte Energie aus der
biologischen ,Verbrennung” von Wasserstoff ge-
winnen. Der Vorteil dieses Ansatzes ist, dass

quality agricultural land and increased soil deple-
tion. In short: in times of rising population figures
and increasing food deficiency, these areas would
not be available to supply food for the world’s
population. Another biotechnological approach is
the recovery and fixation of CO, by microalgae.
However, in biochemical photosynthesis just a
small part of the light energy can be used. Fur-
thermore, there are still technical problems with
their intensive cultivation, which handicaps this
process. Physical-chemical approaches for the
removal of excess carbon dioxide in liquid form,
where it is pressed into appropriate deposits,? are
more likely to provide interim solutions.

In our research project we are pursuing a new
approach. Knallgas bacteria are able to use car-
bon dioxide efficiently as a food source and the
necessary energy is gained through the biological
“‘combustion” of hydrogen. The advantage of this
process is that hydrogen can be made available
from any kind of primary energy through electric
energy (water, wind, solar energy). This is an ex-
cellent basis for using the environmentally dam-
aging CO, as a raw material for biotechnological
production of chemical substances of all kinds. In
our work we use the facultative chemolithoau-
totrophic knallgas bacterium Ralstonia eutropha
(new name Cupriavidus necator). It can grow on
conventional substrates like sugar and has been
employed for many years in research projects for
the biotechnological production of biological de-
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Abb. 1: Elektronenmikroskopi-
sche Aufnahme des Knallgasbak-

teriums Ralstonia eutropha H16.

Fig. 1: Electron microscope pho-
tograph of the knallgas bacterium

Ralstonia eutropha H16.
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Abb. 2: Schematische Darstel-
lung des Ziels dieses Projekts:
Knallgasbakterien mithilfe

der modernen Biotechnologie
dahingehend zu verédndern, dass
sie als effiziente Zellfabriken

zur Herstellung verschiedenster
organischer Verbindungen einge-

setzt werden kénnen.

Fig. 2: Schematic representa-
tion of the project aim: To alter
knallgas bacteria using modern
biotechnology so that it can be
used as an efficient cell factory
for the production of a variety of

organic compounds.
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Wasserstoff Uber elektrische Energie im Prinzip
aus jeder Art von Priméarenergie (Wasser, Wind,
Solarenergie) verfugbar ist. Damit ist eine ausge-
zeichnete Basis vorhanden, um das umweltbelas-
tende CO, als Rohstoff fiir die biotechnologische
Herstellung von chemischen Substanzen aller Art
zu nutzen. In unseren Arbeiten verwenden wir das
fakultativ chemolithoautotrophe Knallgasbakteri-
um Ralstonia eutropha (neuer Name Cupriavidus
necator). Es kann auch auf Basis konventioneller
organischer Substrate wie Zucker wachsen. An
der TU Graz wird damit seit Langem an For-
schungsprojekten zur biotechnologischen Produk-
tion von biologisch abbaubaren Kunststoffen gear-
beitet.

Ziel unseres Projekts ist, die molekularen Grund-
lagen dieses Bakteriums genau zu studieren, um
darauf aufbauend durch ,Zell-Engineering” effizi-
ente ,Zellfabriken* zur Herstellung verschiedens-
ter organischer Verbindungen wie Basis- und
Feinchemikalien fir die chemische Industrie,
aber auch zur Herstellung von Verbindungen, die
als Energietrager dienen (,Biotreibstoffe”), zu
entwickeln. Derzeit werden im Hinblick auf solche
Anwendungen Expressionsvektoren flr gentech-
nische Modifikationen entwickelt sowie Enzyme,
die fir die Entwicklung spezifischer Zellfabriken
bendtigt werden, studiert.

Die Knallgasbakterien sind nicht nur hinsichtlich
der Fixierung von CO, interessant. Aufgrund ihrer
Fahigkeit, Wasserstoff als Energietrager zu nutzen,
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gradable polymers at Graz University of Tech-
nology.

The main aim of our project is to study the mo-
lecular basics of this bacterium and, using these
results, construct cell factories using cell engi-
neering. These cell factories are used for the pro-
duction of different organic compounds, such as
basic and fine chemicals, for the chemical indus-
try and for the production of compounds which
serve as energy carriers (biofuels). Currently, a
set of expression vectors for genetic modifica-
tions are being developed, and we are also work-
ing on enzymes which are needed for the devel-
opment of specialized cell factories.

Knallgas bacteria have attracted great interest
due to their ability to fix carbon dioxide and use
hydrogen as a sole source of energy. These prop-
erties allow them to be used in reduction reac-
tions with various organic molecules. The goal in
the first project phase is the development of cell
factories for “bioreduction”. In a first step, the high
diversity of oxido-reductase enzymes is analyzed
and characterized using modern molecular bio-
logy and genome research tools. By using the
genes coding for such enzymes, biocatalysts on
the basis of living cells are created. The reaction
performed in this environment is a selective re-
duction of organic molecules with the help of mo-
lecular hydrogen.

Future work is to continue the research in the
context of an interdisciplinary project and to use



kénnen sie auch sehr effizient Reduktionsreaktio-
nen an unterschiedlichen organischen Molekilen
durchfiihren. Die Ziele in der ersten Projektphase
sind vorerst auf die Entwicklung von Zellfabriken
zur ,Bioreduktion® ausgerichtet. In den derzeit
durchgeflihrten Arbeiten wird die in diesem Bakte-
rium vorhandene auRerordentlich hohe Diversitat
von Enzymen, die in Reduktionsreaktionen betei-
ligt sind, mittels moderner Methoden der Moleku-
larbiologie und Genomforschung erfasst und cha-
rakterisiert. Mithilfe der fiir solche Enzyme codie-
renden Gene werden Biokatalysatoren auf Basis
lebender Zellen geschaffen, mit denen selektive
Reduktionen an organischen Molekiilen durchge-
fiihrt werden. Dabei kann molekularer Wasserstoff
direkt zur Reduktion eingesetzt werden.

Die groRe Zukunftsvision ist, die begonnenen
Arbeiten in einem groReren transdisziplindren
Projektrahmen weiterzufiihren und Knallgasbak-
terien als Plattform fir die Ruckgewinnung von
CO, zu entwickeln. Wasserstoff ist bereits als
chemischer Energiespeicher entwickelt, hat je-
doch Grenzen bezlglich des Transports und kann
daher nicht gut als mobiler Energietrager genutzt
werden. Durch den Einsatz der Knallgasbakteri-
en ist es moglich, die chemische Energie unter
gleichzeitiger Fixierung von CO, in organische
Substanzen, die als Rohstoff und Energietrager
genutzt werden kénnen, zu Uberfiihren.

knallgas bacteria as a platform to recover CO,.
Hydrogen has already been developed as a
chemical energy storage material; however it has
its limitations with respect to transport and is not
completely suitable for use as a mobile energy
source. By using knallgas bacteria, it is possible
through the fixation of CO, to convert the chemi-
cal energy into organic substances which can
then be used as a raw material and energy

source.
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DK Molekulare Enzymologie

Das Doktoratskolleg (DK) Molekulare Enzymologie hat sich zum Ziel gesetzt,
die begabtesten Studierenden aus dem Bereich der molekularen Biowissen-
schaften fiir eine internationale wissenschaftliche Karriere vorzubereiten. Das
Ausbildungsprogramm beinhaltet interdisziplinare Workshops, Seminare so-
wie eine Reihe von Kursen zur Vermittlung wichtiger Labortechniken. Ein zen-
traler Teil des Programms ist die Internationalitat: Die Studierenden miissen
einen Teil ihrer Forschungstatigkeit in einem auslandischen Partnerlabor
durchfuihren. Ein Teilaspekt dieses Projekts ,Knallgasbakterien: Mit ,explosiver
Kraft den Spiel® umdrehen — CO, als Rohstoff und nicht als belastender Mull*
wird im Rahmen des DK als Grundlagenforschungsprojekt durchgefihrt.

DK Molecular Enzymology

The Molecular Enzymology PhD program (DK) has set itself the goal of prepar-
ing the most talented students in the field of molecular life sciences for an in-
ternational academic career. The disciplinary training program includes work-
shops, seminars and a number of courses to convey important laboratory tech-
niques. A central part of the training program is its international approach: stu-
dents need to perform some of their research in a foreign partner laboratory.
The project “Knallgasbakterien: Mit ‘explosiver Kraft' den Spiel® umdrehen —
CO, als Rohstoff und nicht als belastender Mull (Knallgas Bacteria: Harnessing
the Explosive Energy of Bacteria — CO, as Raw Material instead of Undesira-

ble Waste)” is a basic research project carried out as part of the DK program.
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