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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kunststoffe

1.1.1 Kunststoffe und ihre Bedeutung fiir die Gesellschaft

Kunststoffe werden auch Plaste oder Polymerwerkstoffe genannt. Es sind Werkstoffe, deren
Hauptbestandteile synthetische oder durch Umwandlung von Naturstoffen hergestellte, meist
organische Polymere sind. Synthetische Polymere lassen sich durch Polymerisation, Polykondensation
oder Polyaddition aus einfachen Molekilen wie Ethylen, Propylen, Styrol, Vinylchlorid, Caprolactam
oder Isocyanaten aufbauen. Die molaren Massen liegen im Allgemeinen zwischen 10.000 und 1 Mio.
g/mol. Je nachdem, ob die bei der Polyreaktion entstehenden Makromolekiile aus gleichartigen oder
unterschiedlichen Struktureinheiten aufgebaut sind, spricht man von Homopolymeren oder

Copolymeren (Brockhaus 1990).

Die ersten ,Kunststoffe” waren natirliche Produkte wie Bernstein, Schildplatt oder Horn. Diese
Materialien verhielten sich ahnlich wie die produzierten Kunststoffe und wurden oftmals zu dhnlichen
Zwecken verwendet. So wurde Horn, welches durch Erhitzen durchsichtig und hellgelb wird, in der
Mitte des 18. Jahrhunderts als Glasersatz verwendet. Billardkugeln bestanden damals aus Elfenbein.
Um den Bedarf zu decken wurden gegen Ende des 19. Jahrhunderts jahrlich 12 000 Elefanten getotet.
Gerade diese Tatsache veranlasste die Hersteller von Billardkugeln nach einer Alternative zu suchen.
Mit Hilfe eines Preisausschreibens wurde demjenigen eine hohe Belohnung versprochen der einen
Ersatz fir Elfenbein erfand. 1868 war John Wesley Hyatt erfolgreich. Er erfand ein Verfahren zur
Herstellung einer Nitrocellulosekompostion. So wurde Zelluloid erfunden und im Jahre 1870
patentiert. Elfenbein wurde nicht nur im Billardspiel ersetzt, auch Schmuck und Spielzeug wurden nun
aus dem neuen Werkstoff produziert. Spater wurde Zelluloid jedoch das Tragermaterial fir eine
kulturelle Revolution. ,Auf Zelluloid gebannt" exportierten die Traumfabriken in Berlin oder Hollywood
die neue Form der Unterhaltung, den Film, in alle Welt. Damit war schon zu einem sehr friihen
Zeitpunkt bewiesen, dass Kunststoffe weit mehr kénnen, als nur andere Stoffe zu ersetzen oder

nachzuahmen.

Kunststoffe spielen in vielen Bereichen des taglichen Lebens eine bedeutende Rolle. Im Bauwesen
(Fensterprofile, Dachbeschichtungen, Abwasserrohre, Warme- und Schallisolierungen), auf dem
Verpackungssektor (Folien, Flaschen, Kanister), in der Elektroindustrie (Kabelisolierungen,
Leiterplatten), Fahrzeugindustrie (StoRfanger, Armaturenbretter, Batteriekdsten), in der chemischen
Industrie (Rohrleitungen, Apparate) sowie bei Konsumwaren (Mébel, Biroartikel, Haushaltsgerate), in

der Medizin (Einwegspritzen, Implantate) und nicht zu vergessen, die modere Unterhaltungselektronik
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(Smartphones, Tablets, Note- und Netbooks, TV, PC, usw...). Kunststoffe zeigen in all diesen Bereichen
bessere Eigenschaften als konkurrierende Produkte. Sie sind nassfester als Papier, unzerbrechlicher als
Glas und nichtrostend im Vergleich zu Stahl. Sie kdnnen mit einem geringeren Energieaufwand

hergestellt werden (Brockhaus 1990).

Im Jahr 2012 wurden in Europa in der Kunststoff herstellenden Industrie 86,7 Milliarden Euro
umgesetzt. Die Anzahl der Angestellten betrug allein in der Produktion 138600 (www.eurostat.com).
Die europaische Plastikproduktion lag im Jahr 2010 bei 57 Mio. t, die weltweite bei 288 Mio. t
(www.plasticseurope.de). In der weltweiten Produktion liegt Europa mit 20,4 % auf Platz zwei nach
China mit 23,9 %. In Europa sind Verpackungsanwendungen das groflte Anwendungsgebiet fir die
Kunststoffindustrie und reprasentieren 39,4% der gesamten Kunststoffnachfrage. Danach folgen
andere Sektoren wie Verbraucher-und Haushalt (Haushaltsgerdte, Mdbel, Sport, Gesundheit und
Sicherheit) mit 22,4 %, Gebadude- und Bausektor (20,3 %), Automobilindustrie (8,2 %), Elektroindustrie

(5,5 %) und Landwirtschaft (4,2 %).

1.1.2 Konventionelle Herstellung von Kunststoffen

Kunststoffe werden durch petrochemische Verfahren hergestellt. Die Petrochemie ist hierbei das
Bindeglied zwischen der Erddlverarbeitung und der chemischen Industrie. Primarprodukte der
Petrochemie sind vor allem Ethylen, Propylen. Eines der Hauptsekundarprodukte sind die durch
Polymerisation gewonnenen Kunststoffe wie Polyethylen oder Polypropylen.

Die Kunststoffherstellung beginnt mit der Destillation von Erdol. Hierbei wird das Erddl durch
Verdampfung und Kondensation in verschiedenen Fraktionen mit unterschiedlichen Siedepunkten
unterteilt. Eine dieser Fraktionen ist Naphta, ein wichtiges Ausgangsprodukt zur Kunststoffherstellung.
Durch ein Hitzespaltungsverfahren - genannt ,,Cracking“- wird Naphta in kleinere Kohlenwasserstoffe
wie Ethen, Propen oder Buten zerlegt. Kohlenwasserstoffmolekiile wie Ethen und Propen sind
Basisbausteine der Kunststoffproduktion. Wahrend der Polymerisation verbinden sich eine groRe
Anzahl individueller Molekiile zu Polymerketten. Verschiedene Kunststoffe haben verschiedene
Polymerkettenstrukturen, die ihre physikalischen Eigenschaften bestimmen. Es gibt zwei groRe
Polymerfamilien: Thermoplaste und Duroplaste. Zur weiteren Verarbeitung der Kunststoffe werden
Additive zugefligt. Additive bezeichnen chemische Wirkstoffe, die in geringster Beimengung die
Eigenschaften eines Grundproduktes verandern und verbessern. Hierdurch werden die
Materialeigenschaften auf die jeweiligen Anwendungen eingestellt und genau an chemische,

elektrische oder mechanische Anforderungen angepasst (www.plasticeurope.de).
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1.2 Plastikmiill

Von den 57 Mio. t Plastik, die 2012 in der EU produziert wurden endeten 25,2 Mio. t als Plastikmill.
Hiervon wurden 38,1 % als Mill deponiert, 61,9 % gelangten in die Wiederverwertung. Von den 61,9
% wurden 26,3 %, also 6,6 Mio. t, wiederverwertet, 35,6 %, also 8,9 Mio. t, wurden zur

Energierickgewinnung verbrannt (www.plasticseurope.de).

Die zahlreichen Vorteile welche uns eine groRtechnische Kunststoffproduktion auch bringt sind immer
mit Nachteilen verbunden. Die groftechnische Massenproduktion von Kunststoffen begann vor
weniger als 60 Jahren. Heute sind fast alle Artikel des téglichen Gebrauchs teilweise oder komplett aus
diesen kostengiinstigen und bestdndigen Materialien gefertigt. Kunststoffe werden hergestellt, um
lange zu halten. Genau diese Eigenschaft macht sie zu einem enormen Problem fiir die Umwelt und
ihre Bewohner. Plastikmll hat die Oberflache unseres Planeten verdandert. Sogar weit entfernt von
menschlichen Populationen sind Plastikfragmente jeder GroRe zu finden. Sie sind allgegenwartig in
Boden, in Seebetten, an antarktischen Inselufern bis hin zu tropischen Meeresbdden. Kunststoffe
tauchen in Nestern von Seevogeln auf, werden von Einsiedlerkrebsen anstatt einer Muschel getragen
oder sind in den Magen von Schildkroten zu finden. Der ,,Great Pacific Ocean Garbage Patch” (GPOGP)
ist ein riesiger Abfallstrudel mit sehr hohen Konzentrationen an treibendem Plastik, Chemieschlamm
und anderem Schutt. In dem Strudel wurden durchschnittlich 334.721 Plastikteile pro km? gefunden,
was einer Masse von 5114 g Plastikmiill pro km? entspricht (Moore et al. 2001). Diese Plastikpartikel
werden von Meeresbewohnern aufgenommen. So fiittern Meeresvogel ihren Nachwuchs mit
Plastikmdill. In einem toten Albatros Kiiken wurden ca. 100 Plastikteile gefunden, mit denen es von
seinen Eltern gefiittert worden war. Meeressduretiere, Schildkroten und eine Reihe anderer
Organismen nehmen groRe Plastikteile auf, inklusive Titen und Flaschen (Laist 1997, Derraik 2002).
Kleinere Partikel kdnnen von Végeln, Fischen und Invertebraten aufgenommen werden (Thompson et
al. 2004, van Franeker et al. 2005). GroRere Partikel fiihren zu Verdauungsstérungen oder
Darmverschliissen der Meeresbewohner (Laist 1997, Derraik 2002). Mikroskopisch kleine Fragmente
werden Uber den Darm ins Gewebe aufgenommen (Browne et al. 2008). Die in den Kunststoffen
enthaltenen Additive werden von den Organismen absorbiert (Oehlmann et al. 2009, Talsness et al.
2009, Koch und Calafat 2009). Weichmacher wie Phthalat und bromierte Flammschutzmittel kdnnen

kanzerogen wirken oder zu Stérungen des Hormonhaushalts fiihren (Teuten et al. 2009).

Obwohl nur ca. 10 % des Gesamtmdiills aus Plastikteilen besteht, ist Plastikmill die dominierende
Midllart in den Weltmeeren (Barnes et al. 2009). Sein Gehalt am Gesamtmiill betragt zwischen 40 %
und 80 % (Derraik 2002, Barnes 2005). Das meiste davon sind Verpackungsmaterialien, Tragetaschen,

Schuhwerk, Feuerzeuge und andere Haushaltsartikel. Die Quellen hierfiir sind zahlreich. So wurde
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allein 1975 durch die weltweite Fischereiflotte 135400 t Fischereibedarf aus Plastik und 23600 t
Verpackungsmaterial im Meer entsorgt (Cawthorn 1989, DOC 1990). Abfall wird Uber Flisse oder
Abwassersysteme ins Meer transportiert oder wird einfach am Strand entsorgt (Coe und Rogers 1997).
Dieser Kunststoffmill wird durch UV-Licht, Oxidation und mechanische Krafte langsam zu

Kleinstpartikeln abgebaut (Andrady 2003), welche von Meeresorganismen aufgenommen werden.

1.3 Bioplastik — eine umweltfreundliche Alternative

1.3.1 Definition und Einteilung

Eine umweltfreundliche Alternative zur konventionellen Kunststoffherstellung bieten die
Biokunststoffe. Biokunststoffe sind kunststoffanaloge Werkstoffe, die vollstandig oder zu
Uberwiegenden Anteilen aus Biopolymeren erzeugt und unter Anwendung der fiir Kunststoffe Gblichen

Verfahren modifiziert werden. Hierbei muss unterschieden werden zwischen

a) Biologisch abbaubaren bzw. kompostierbaren Kunststoffen und

b) Kunststoffe auf der Basis erneuerbarer Ressourcen oder von Biomasse

Kunststoffe auf Biomasse-Basis sind nicht immer auch biologisch abbaubar, und biologisch abbaubare
Kunststoffe miissen nicht auf Biomasse basieren. Beide Konzepte existieren nebeneinander. Sie sollten

daher separat betrachtet werden (www.brockhaus.de).

1.3.2 Biokunststofftypen
Folgende Biokunststofftypen dienen als Ausgangsprodukte fiir die Herstellung biologisch abbaubarer

Kunststoffe:

1. Stdrke und Starkeblends
Thermoplastische Stdrke (TPS) ist mit 74 % aktuell der meist verwendete Rohstoff zur
Herstellung von Bioplastik. Sie besteht neben Starke aus natlirlichen Weichmachern und
Plastifizierungsmitteln wie Glycerin und Sorbitol. Die wichtigsten Pflanzen, die zur Gewinnung
von Starke genutzt werden, sind aktuell Mais, Weizen und Kartoffeln. Produkte aus
thermoplastischer Starke sind kurzlebig, biologisch abbau- und kompostierbar. Moderne
Biokunststoffe auf Starkebasis sind meist Mischungen aus Starke und biologisch abbaubaren
Polymeren wie Polyester, Polyesteramiden, Polyurethan oder Polyvinylalkohol.

2. Celluloseacetat
Cellulose ist das nachwachsende Biopolymer schlechthin. Fiir seine Verwendung als
Biokunststoff wird die Cellulose beispielsweise mit Essigsdure zu Celluloseacetat (CA)

verestert. Celluloseacetat wird zu den thermoplastischen Kunststoffen gezahlt und ist somit
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ein entsprechend modifizierter Naturstoff, der nicht biologisch abbaubar und auch nicht
kompostierbar ist. Die Produkte sind witterungsbestandig, transparent und zahelastisch.

3. Polylactid (Polymilchs&ure, PLA)
Polylactide werden biotechnologisch durch Polymerisation von Milchsdure hergestellt. Die
Milchsaure wird durch Milchsaurebakterien fermentativ aus Zucker oder Starke produziert. Sie
sind langlebig und je nach Zusammensetzung schnell bis kaum biologisch abbaubar sowie
eingeschrankt kompostierbar. Je nach den gewiinschten Eigenschaften des Zielprodukts
werden die Isomere der Milchsaure, die D- oder L- Form, eingesetzt. Polylactid gleicht den
herkdmmlichen thermoplastischen Massenkunststoffen nicht nur in seinen Eigenschaften,
sondern lasst sich auch auf den fiir thermoplastische Kunststoffe entwickelten Anlagen ohne
weiteres verarbeiten.

4. Polyhydroxyalkanoate - Polyhydroxybuttersaure (PHB)
Das Biopolymer Polyhydroxybuttersdure ist ein fermentativ herstellbarerer Polyester mit
dhnlichen Eigenschaften wie der petrochemisch hergestellte Kunststoff Polypropylen. PHB ist
der einzige Bioplastik, welcher vollstandig durch Mikroorganismen produziert wird. PHB kann
aus einer Reihe von Substraten hergestellt werden. Vor allem aus Zuckern wie Glucose und
Fructose, aus Starke, Glycerin oder Pflanzendlen. Polyhydroxyalkanoate bilden klare Filme,
haben gute mechanische Eigenschaften. Sie sind biologisch abbaubar und eingeschrankt

kompostierbar (FNR 2007, FNR 2006).

1.3.3 Polyhydroxyalkanoate (PHA)

Polyhydroxyalkanoate gehdren zur Familie der Biopolyester. Sie sind die einzig vollstdandig biologisch
produzierten Biokunststoffe. Uber 30 % der Bodenbakterien sind zur PHA-Bildung befshigt (Wu et al.
2000), aber auch Bakterien aus Belebtschlamm oder extremen Habitaten wie der Tiefsee konnen PHAs
bilden. PHAs haben je nach Art der Struktur unterschiedliche Eigenschaften. Je nach Bakterienart und
Wachstumsbedingungen kénnen Homo- oder Copolymere hergestellt werden. Es gibt Gber 150
verschiedene PHA Monomere, wobei sich solche mit flexiblen thermischen und mechanischen
Fahigkeiten durchgesetzt haben (He et al. 1999). Diese Vielfalt flihrte zu einer Reihe von Anwendungen
wie umweltfreundliche, biologisch abbaubare Kunststoffe fiir die Verpackungsindustrie, Implantate

oder Medikamentenkapselhiillen (Chen 2009).
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1.4 Poly-B-Hydroxybuttersaure (PHB)

1.4.1 Eigenschaften von PHB

Poly-B-hydroxybuttersaure gehort zur Stoffgruppe der Polyhydroxyalkanoate. Es ist somit ein
thermoplastischer Polyester. Erstmals entdeckt wurde PHB von dem franzdsischen Mikrobiologen
Maurice Lemoigne im Jahr 1925 am Pasteur-Institut, wahrend er an Bacillus megaterium forschte
(Lemoigne 1925, Lemoigne 1926). In Abbildung 1.1 ist die allgemeine Strukturformel von PHB

dargestellt.

Abbildung 1.1: Allgemeine Strukturformel von Poly-B-Hydroxybuttersdure (PHB) (Neurotiker 2008).

PHB dient den Mikroorganismen als Kohlenstoffreserve bei Nahrstoffmangel. PHB liegt in Zellen als
Granula mit einem Durchmesser von 0,2-0,5 um vor. Diese bestehen zu 97-98 % aus PHB, 2 % Protein
und ca. 0,5 % Lipide. In den Zellen liegen die Granula amorph vor, werden sie isoliert, andert sich ihr

Zustand zu kristallin. PHB hat folgende Eigenschaften:

a) thermoplastischer Polyester
b) biologisch abbaubar

c) biokompatibel, nicht toxisch
d) unloslich in Wasser

e) kristallin

f) piezoelektrisch

g) hergestellt aus erneuerbaren Ressourcen

In Tabelle 1.1 sind die Eigenschaften von Poly-B-Hydroxybuttersdaure und von Polypropylen (PP)
gegenibergestellt (Thomas et al. 2012). PHB und PP haben einen dhnlichen Schmelzpunkt und
Kristallinitat. Die Zugfestigkeit ist gleich. PHB ist im Gegensatz zu PP UV-bestédndig, jedoch kann es
durch Losungsmittel depolymerisiert werden. Der groRe Vorteil von PHB im Gegensatz zu PP ist seine

biologische Abbaubarkeit.
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Tabelle 1.1: Physikalische Eigenschaften von Poly--Hydroxybuttersdure im Vergleich zu Polypropylen.

Parameter Poly-R-Hydroxybuttersaure Polypropylen
Schmelzpunkt Tm [°C] 171-182 171-186
Kristallinitat [%] 65-80 65-70

Dichte [g/cm?] 1,23-1,25 0,91-0,94
Molekulargewicht MW (x 107°) 1-8 2,2-7
Zugfestigkeit [MPa] 40 39

UV Bestandigkeit Gut Schlecht
Losungsmittelbestandigkeit Wenig Gut

Biologische Abbaubarkeit gut nicht vorhanden

1.4.2 Mikrobielle Synthese von PHB

Die bakterielle PHB-Bildung im Cytoplasma erfolgt aufgrund von Mangel bestimmter Nahrstoffe wie
Phosphor, Stickstoff, Kalium oder Eisen, sowie bei Sauerstoffmangel. Sayyed and Chincholkar (2004)
beobachteten eine maximale PHB-Bildung von Alcaligenes faecalis unter leichtem Stickstoffmangel.
Ahnliche Ergebnisse wurden bei Pseudomonas sp. beobachtet (Sayyed und Gangurde 2010). Fiir eine
effektive PHB-Synthese ist ein Uberschuss einer Kohlenstoffquelle (C-Quelle) essentiell (Lee 1996). Lee
(1996) und Haywood et al. (1990) konnten eine PHB-Bildung bei Pseudomonas olovarans feststellen,
wenn C-Quellen mit 6-14 C-Atomen verflittert wurden. Des Weiteren wurde PHB-Bildung mit
organischen Sduren wie Lactat oder Acetat beschrieben (Bitar und Underhill 1990). Eine maximale

PHB-Produktion findet im neutralen pH-Bereich statt (Byrom 1994).

Die PHB-Synthese erfolgt Gber die Umwandlung von Acetyl-CoA zu PHB zur Speicherung von
Kohlenstoff. Die Biosynthese umfasst einen Reaktionsweg bestehend aus drei Enzymreaktionen. Sie
werden katalysiert durch drei verschiedenen Enzyme: 3-Ketothiolase, Acetoacetyl-CoA Reduktase und
PHB-Synthase. Ausgangspunkt der PHB-Synthese ist das Acetyl-CoA, dessen Konzentration unter
bestimmten Mangelbedingungen ansteigt. Der Citratcyclus (TCA) ist unter diesen Umstanden herunter
reguliert. Die R-Ketothiolase kondensiert zwei Acetyl-CoA zu Acetoacetyl-CoA. Unter
Normalbedingungen wird die R-Ketothiolase von freiem CoA gehemmt. Bei herunter reguliertem TCA
sinkt die Konzentration an freiem CoA und Acetoacetyl-CoA wird gebildet. Die Acetoacetyl-CoA
Reduktase katalysiert den zweiten Schritt der Synthese. Das Acetoacyl-CoA wird in einer
stereospezifischen Reaktion mittels einer NAD(P)H-abhangigen Acetoacyl-CoA Reduktase zu R-3-
Hydroxybutyryl-CoA reduziert. Die letzte Reaktion ist die Polymerbildung durch die PHB-Synthase.
Diese verestert das 3-Hydroxybutyryl mit einem bestehenden Polyester und synthetisiert somit PHB.

In Abbildung 1.2 sind diese Reaktionsschritte graphisch zusammengefasst.
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Abbildung 1.2: PHB-Syntheseweg (Reinecke 2005).

Die Gene fir die Enzyme sind in dem phbCAB-Operon zusammengefasst. In Abbildung 1.3 ist der

schematische Aufbau des Operons dargestellt.
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*. >

~
i -

Abbildung 1.3: Enzyme der PHB-Synthese mit dem dazugehorigen phbCAB Operon. (verdandert nach
Madison und Huisman 1999).
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1.4.3 PHB-bildende Bakteriengattungen und verwendete Substrate

Zur PHB-Bildung kdnnen Species von verschiedensten Bakteriengattungen und C-Quellen
unterschiedlichster Art eingesetzt werden. Tabelle 1.2 zeigt C-Quellen, mit denen erfolgreich PHB
produziert werden konnte. Des Weiteren sind die Bakteriengattungen aufgefiihrt, bei denen mit den
entsprechenden Substraten, eine PHB-Bildung nachgewiesen wurde. Die prominentesten PHB-
bildenden Organismen sind Cupriavidus necator (friiher Ralstonia eutropha, Alcaligenes eutrophus)
und Azohydromonas lata (friher Alcaligenes latus). Diese Organismen koénnen mit zahlreichen
Substraten PHB bilden und werden fiir die industrielle PHB-Bildung verwendet (Madison und Huisman
1999). Neben den natlirlichen PHB-Produzenten kommen auch rekombinante Escherichia coli Stamme
zum Einsatz. Diese Stamme weisen ebenfalls ein breites Substratspektrum auf und kénnen auch aus
Abfallprodukten der Nahrungsmittelindustrie, wie Molke oder Melasse, PHB produzieren (Ahn et al.
2000, Liu et al. 2009, Zhang et al. 1994). Diesen nicht-natlirlichen PHB-Produzenten fehlen die Gene
zum PHB-Abbau und die Abtrennung des Zielprodukts vereinfacht sich durch die standardisierte
Lysierbarkeit der Organismen. Probleme bei der PHB-Produktion mit rekombinanten Stammen
entstehen durch den Verlust der Ubertragenen Gene wahrend der Fermentation (Madison und

Huisman 1999).

Substrate wie die Einfachzucker Glucose und Fructose, sowie der Mehrfachzucker Saccharose werden
haufig zur PHB-Bildung verwendet. Zucker wie Maltose und Xylose kénnen nur von einigen wenigen
Organismen zu PHB umgewandelt werden. Die Verwendung von Zuckern aus Lebensmittelpflanzen
wie Mais steht in Konkurrenz zur Nahrungsmittelproduktion. Der Einsatz von Kohlenhydraten aus
landwirtschaftlichen Abfallprodukten, Nebenerzeugnissen der Molkerei oder industriellen
Abfallprodukten kann hier Abhilfe schaffen. So wurde das Copolymer Poly(hydroxybutyrate-co-
valerate) aus dem kohlenstoffreichen Mahua Baum (Butterbaum, Madhuca sp.) gewonnen (Anil-
Kumar et al. 2007). Andere Beispiele fiir die PHB-Produktion aus erneuerbaren Ressourcen ist die
Verwendung von Zuckerrohrbagasse (Silva et al. 2004) oder Melasse (Gouda et al. 2001) als
Nebenprodukt der Zuckerherstellung. In diesem Zusammenhang tritt Weizenstroh als

landwirtschaftliches Nebenprodukt in das Zentrum des Interesses (Koutinas et al. 2007, Xu et al. 2010).

Tabelle 1.2: Bakteriengattungen und entsprechende Substrate zur PHB-Produktion.

Substrat Bakteriengattungen Referenz

Glucose Bacillus Valappil et al. (2007a+b)
Streptococcus Yuksekdag und Beyatli (2008)
Streptomyces Valappil et al. (2007a)
Azotobacter Page und Cornish (1993)
Comamonas Lee et al. (2004)
Escherichia® Nikel et al. (2006)
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Substrat
Glucose

Fructose

Saccharose

Lactose

Fettsdauren

Maltose

Methanol

Starke

Glycerin

Acetat
Xylose

Landwirtschaftliche Abfille

Bakteriengattungen

Methylobacterium
Pseudomonas
Alcaligenes
Vibrio

Bacillus
Comamonas
Bacillus
Burkholderia
Streptococcus
Comamonas
Vibrio
Lactobacillus
Lactococcus
Streptococcus
Comamonas
Hydrogenophaga
Methylobacterium
Paracoccus
Pseudomonas
Sinorhizobium
Bacillus
Comamonas
Pseudomonas
Spirulina

Vibrio
Comamonas
Protomonas
Methylobacterium
Pseudomonas
Azotobacter
Haloferax
Escherichia®
Methylobacterium
Ralstonia

Vibrio

Zobellella
Brachymonas
Burkholderia
Bacillus

Bacillus
Staphylococcus
Alcaligenes
Azotobacter

Referenz

Ghatnekar et al. (2002)
Bertrand et al. (1990)

Nurbas und Kutsal (2004)
Chien et al. (2007)

Kumar et al. (2009)

Lee et al. (2004)

Kumar et al. (2009)
Rodrigues et al. (1995)
Yuksekdag und Beyatli (2008)
Lee et al. (2004)

Chien et al. (2007)
Yuksekdag und Beyatli (2008)
Yuksekdag und Beyatli (2008)
Yuksekdag und Beyatli (2008)
Lee et al. (2004)

Povolo und Casella (2003)
Yellore und Desai (1998)
Povolo und Casella (2003)
Young et al. (1994)

Povolo und Casella (2003)
Valappil et al. (2007)

Lee et al. (2004)

Ashby et al. (2002)

Jau et al. (2005)

Chien et al. (2007)

Lee et al. (2004)

Suzuki et al. (1986)
Ghatnekar et al. (2002)
Young et al. (1994)

Kim und Chang (1998)

Lillo und Rodriguez-Valera (1990)
Nikel et al. (2008)

Bormann und Roth (1999)
Bormann und Roth (1999)
Chien et al. (2007)

Ibrahim und Steinbiichel (2009)
Shi et al. (2007)

Silva et al. (2004)

Lopes et al. (2009)

Kumar et al. (2009)

Wang et al. (2007)

Wang et al. (2007)

Page und Cornish (1993)
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Substrat Bakteriengattungen Referenz
Burkholderia Silva et al. (2004)
Escherichia® Liu et al. (1998)
Haloferax Huang et al. (2006)
Klebsiella Zhang et al. (1994)
Ralstonia Zhang et al. (2004)
Molkereiabfille Escherichia® Park et al. (2002)
Hydrogenophaga Povolo und Casella (2003)
Methylobacterium Yellore und Desai (1998)
Pseudomonas Jiang et al. (2008)
Sinorhizobium Povolo und Casella (2003)
Olhaltige Abfille Ralstonia Kahar et al. (2004)
Industrieabfille Actinobacillus Son et al. (2004)
Bacillus Vijayendra et al. (2007)
Rhodococcus Fuchtenbusch und Steinbuichel (1999)
Azotobacter Cho et al. (1997)
Burkholderia Alias und Tan (2005)
Pseudomonas Koller et al. (2008)

a: Rekombinante Stamme

1.4.4 Anwendungsgebiete von PHAs

PHAs dienen als Ersatz fir die petrochemisch hergestellten Polyester vor allem in der Verpackungs-
und Farbenindustrie. Zahlreiche Patente fiir die Endanwendung von Produkten aus PHAs
unterstreichen dies. Vor allem fiir Verpackungen wie Flaschen, Kosmetikbehalter, Stifte und Golftees
(Baptist 1963, U.S. Patent 3072538; Baptist 1963, U.S. Patent 3107172; Webb 1990, U.S. Patent
4900299). Die U.S. Patente 4826493 und 4880592 (Martini et al. 1989) beschreiben die Herstellung
von Folien aus PHB und Poly-R-Hydroxybutyrat-co-Hydroxyvalerat (P(3HB-3HV)) zur Verwendung in
Wegwerfwindeln. Des Weiteren kénnen aus PHAs Fasern hergestellt werden, welche zur Herstellung
von Vliesstoffen dienen (Steel und Norton-Berry 1986, U.S. Patent 4603070). Auch Anwendungen als
Schmelzklebstoffe sind beschrieben (Kaufmann et al. 1992, U.S. Patent 5169899). Sie kommen sogar
als ionenleitende Polymere zum Einsatz (Reusch und Reusch 1993, U.S. Patent 5266422; Reusch und
Reusch 1996, U.S. Patent RE035257). PHAs kdonnen als Latex oder Papierbeschichtungen dienen, oder
auch Anwendung als Milchzahnersatz finden, sowie als Aromaabgabemittel in Essen dienen
(Marchessault et al. 1995, U.S. Patent 5451456; Yalpani 1993, U.S. Patent 5229158; Yalpani 1993, U.S.
Patent 5225227).

Neben den oben erwdhnten polymeren Eigenschaften der Polyhydroxyalkanoate ist die biologische
Abbaubarkeit eines der wichtigsten Merkmale. In der Natur gibt es eine Reihe von Organismen, die

befdhigt sind, PHAs abzubauen. Dies geschieht durch Einsatz von mikrobiellen Enzymen wie PHA-

11
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Hydrolasen und /oder PHA-Depolymerasen. Die Aktivitdt dieser abbauenden Enzyme hangt von der
Zusammensetzung des Polymers, seiner GroRe, seiner physikalischen Form (amorph oder kristallin)
und natirlich von den herrschenden Umweltbedingungen ab. So betragt die Abbaurate von PHB

typischerweise ein paar Monate in Klarschlamm bis hin zu Jahren in Meerwasser (Jendrossek et al.

1996, Mergaert et al. 1995).

el K

Abbildung 1.4: Mikrobieller Abbau von Poly-B-Hydroxybutyrat-co-Hydroxyvalerat in Klarschlamm. Die
Inkubation erfolgte fiir 10 Wochen bei 20 °C in aeroben Klarschlamm. Abbauprozess der Flaschen mit
der Inkubationszeit von 0, 2, 4, 6, 8 und 10 Wochen (von links nach rechts). (Quelle: Madison und
Huisman 1999).

Genauso wichtig wie die biologische Abbaubarkeit der PHAs ist die Tatsache, dass sie aus erneuerbaren
Rohstoffen hergestellt werden kénnen. Dieser Aspekt gewinnt mit der Endlichkeit der fossilen
Brennstoffreserven immer mehr an Bedeutung. PHAs kdnnen einen umweltfreundlichen Ersatz fir

viele petrochemisch hergestellte Produkte dienen.

1.5 Polylactid (PLA)

Polylactide sind polymerisierte Milchsdauremolekiile. Erstmals beschrieben wurden Polylactide 1845
von Théophile-Jules Pelouze (Pelouze 1845). Er versuchte Milchsdure durch Erhitzen und Entfernen
von Wasser aufzureinigen. Hierbei beobachtete er eine Kondensation der Milchsduremolekiile, sowie
die Bildung von Oligomeren und Polymeren. Heute gibt es drei Methoden, um PLA herzustellen: 1)
Direkte Polykondensation aus Milchsdure, 2) azeotrope-dehydrierende Kondensation, 3) ionische
Polymerisation von Lactid (Auras et al. 2004). Letztere ist die aktuelle Methode, welche 1992 von
Cargill Inc. patentiert wurde (Gruber et al. 1992, U.S. Patent 5142023). Die kostengiinstigste Methode
ist die direkte Polykondensation aus Milchsadure. Hier kommt es allerdings zu Entsorgungsproblemen

der verwendeten Losungsmittel. In Abbildung 1.5 sind die drei Synthesewege schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.5: Synthesewege von PLA (verdndert nach Hartmann 1998).

1.5.1 Anwendungsgebiete von Polylactiden

PLAs erfillen viele Anforderungen als Verpackungsmaterialien. Da sie biologisch abbaubar sind,
kdénnen sie als Kompostbeutel, Essensverpackungen oder als Einweggeschirr eigesetzt werden. In Form
von Fasern oder Vlies kdnnen PLAs als Polstermaterial, Einmalkleidung, Sonnensegel, Hygieneprodukte
flr die Frau und auch fiir Windeln verwendet werden (Nampoorthiri et al. 2010). Des Weiteren finden
PLAs Anwendung in der Biomedizin, wie bei selbstauflésenden Ndhten oder Knochenfixierungen,

Medikamentengabe oder Gewebe-technik (Zhao et al. 2004, Mehta et al. 2005).

1.5.2 Lactat — der Grundbaustein der Polylactidsynthese

Lactat, das Salz der Milchsaure und der Grundbaustein von Polylactid, ist die am haufigsten
vorkommende Hydroxycarbonsdure. Sie findet zahlreiche Anwendung in Nahrungsmitteln, der
Pharmazie, der Textil-, Leder- und chemischen Industrie. Lactat ist eine natlirlich vorkommende Saure,
die chemisch oder durch Fermentation hergestellt werden kann. Verglichen zur chemischen
Herstellung bietet die biologische mehrere Vorteile wie niedrige Substratkosten, niedrige
Produktionstemperatur und einen niedrigen Energieverbrauch (John et al. 2007). Die
Kohlenstoffquellen zur Lactatproduktion kdnnen reine Zucker wie Glucose, Saccharose oder Lactose
sein. Jedoch kann die Produktion durch den Einsatz von nachwachsenden Rohstoffen kostenglinstig
und ohne Konkurrenz zur Nahrungsmittelproduktion ablaufen. Hierzu kénnen Zucker in Form von

Molasse, Molke, Zuckerrohr-Bagasse, Maniok-Bagasse oder starkehaltigen Materialien von Kartoffeln,
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Tapioca, Weizen, Gerste und Karotten zum Einsatz kommen (John et al. 2006, Pandey et al. 2001,

Anuradha et al. 1999).

1.6 Weizenstroh als Rohstoff zur Bioplastik-Produktion

1.6.1 Weizen

Weizen ist neben Reis und Mais eine der wichtigsten Kulturpflanzen weltweit. Mit 675 Mio. t pro Jahr
ist es nach Mais (875 Mio. t/a) und Reis (718 Mio. t/a) das dritthdufigst angebaute Getreide weltweit.
Die Anbauflache fiir Weizen belief sich 2012 weltweit auf 216 Millionen Hektar. Die zwanzig groRten
Erzeugerlander produzierten ca. 86,2 % der Gesamternte. In Deutschland wurden im Jahr 2012 rund
22,4 Millionen Tonnen geerntet (FAO 2012). Weizen ist flir Menschen in vielen Lindern ein
Grundnahrungsmittel und spielt eine grofRe Rolle bei der Tiermast. Weizen gehort zur Gattung Triticum
in die Ordnung der SuiRgraser (Poaceae). Es gibt etwa 20 verschiedene Arten. Es sind einjahrige oder
winterharte Ahrengraser mit zwei- bis vierzeilig stehenden Ahrchen. Die Getreidepflanzen werden von
den Subtropen bis 60° nérdliche Breite und 27°-40° slidlicher Breite angebaut. Die Hauptanbaugebiete
sind Eurasien und Nordamerika. Die dltesten Weizenarten waren seit der Jungsteinzeit in Kultur. Sie
finden sich als Beigabe in agyptischen Grabern. Der Saatweizen entstand in Europa zu Beginn der
Eisenzeit durch Kreuzung aus mehreren Wildarten. Seit dem Mittelalter haben seine Kultursorten die
alten Weizen Arten allmahlich verdrangt. Weizenkdrner enthalten etwa 70 % Starke, 10-12 % Eiweil3,
ca. 2 % Fett und ca. 14 % Wasser. Sie werden als Brotgetreide, fiir GrieB, Graupen und Teigwaren sowie
zur Bier- und Branntweinherstellung und als Viehfutter verwendet. Weizenstroh findet als

Flechtmaterial fiir Matten, Korbwaren und Strohhiite Verwendung (Brockhaus 1994).

1.6.2 Zusammensetzung von Weizenstroh

Weizenstroh besteht, sowie 60 % der gesamten Pflanzenbiomasse, aus Lignocellulose. Sie ist der am
haufigsten vorkommende nachwachsende Rohstoff auf unserem Planeten. Lignocellulose besteht aus
Lignin (komplexe polyphenolische Struktur), Cellulose (B-D-1,4-Glucan) und Hemicellulose (D-
Arabinose, D-Xylose, D-Mannose, D-Glucose, D-Galactose und Zuckeralkoholen). Der allgemeine

Aufbau von Hemicellulose ist in Abbildung 1.6 dargestellt.
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Abbildung 1.6: Darstellung der drei Hauptkomponenten von Lignocellulose: Lignin, Hemicellulose und
Cellulose (verandert nach Fritsche 2002).

Weizenstroh enthalt in der Regel 35 — 45 % Cellulose, 20 — 30 % Hemicellulose und 8 — 15 % Lignin
(Gould 1984, Sun et al. 2004, Kristensen et al. 2008).

1.6.2.1 Cellulose

Die Cellulose ist ein 8-1,4-Glucan, d.h. ihre Makromolekiile sind aus D-Glucosemolekiilen aufgebaut,
die in B-1—4-Bindung verknlpft vorliegen. Also bildet formal das Disaccharid Cellobiose den
Grundbaustein. Bei allen hoheren Pflanzen besteht das Zellwandgerist aus Cellulose. 2000 bis 15000
-D-Glucoseeinheiten bilden langgestreckte, unverzweigte Fadenmolekiile. Bei der Cellulose sind die
benachbarten Glucoseeinheiten entlang der Molekiilachse um 180° gegeneinander verdreht und in
dieser Lage durch Wasserstoffbriicken beidseits der glykosidischen Bindung festgehalten. Diese
Kettenmolekiile haben eine starke Assoziationstendenz und lagern sich unter Ausbildung von
Wasserstoffbriicken langs aneinander (Sitte et al. 2002). Blindel aus etwa 250 Cellulosemolekiilen
bilden so genannte Mikrofibrillen, welche im Elektronenmikroskop sichtbar sind. Die Zellwandstabilitat
wird durch ein Netzwerk von Cellulosemikrofibrillen erreicht (Nultsch 2001, Purves et al. 2006). In

Abbildung 1.7 ist der Aufbau des Grundbausteins Cellobiose zu sehen.
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Abbildung 1.7: Aufbau von Cellobiose (Quelle: www.chemgapedia.de).

1.6.2.2 Hemicellulose

Unter der Bezeichnung Hemicellulose oder auch Cellulosane fasst man eine Reihe nichtcellulosischer
Polysaccharide zusammen. Sie machen die Hauptmasse der Zellwand aus. Man unterscheidet hierbei
die Pentosane, deren Makromolekiile aus Pentosen, z.B. D-Xylose und L-Arabinose, aufgebaut sind,
und die Hexosen, deren Molekiile aus Hexosen, wie z.B. D-Glucose, D-Mannose und D-Galactose
bestehen. Sie liegen meistens als Heteroglycane vor, z.B. als Xyloglucane, Arabinogalactane oder
Glucomannane, deren Molekiile aus kleineren, sich periodisch wiederholenden Einheiten bestehen
und unter Umstanden auch verzweigt sein kdnnen (Nultsch 2001). Ein hoher Gehalt an funktionellen
Gruppen (-OH, -CHO, -COOH) fuhrt zu einer starken Quellbarkeit der Hemicellulosen. Sie liegen amorph
und nicht kristallin vor. Sie bilden weniger Wasserstoffbriicken aus und sind besser 16slich und weniger
starr als die Cellulose (P6hler Rotach 2000). Abbildung 1.8 verdeutlicht die moégliche Struktur eines

Xylans.
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Abbildung 1.8: Mogliche Struktur von Xylan aus mehreren Xyloseeinheiten und verschiedenen
Seitenketten (Quelle: Yikrazuul 2009).

1.6.2.3 Lignin

Lignin (lat. Lignum ,Holz") ist neben der Cellulose und der Hemicellulose der drittwichtigste Bestandteil
von Lignocellulose und neben der Cellulose das zweithdufigste pflanzliche Polymer Uberhaupt
(Jahresproduktion ca. 2*10% t, gegeniiber 2*10* t Cellulose) (Sitte et al. 2002). Lignine fiihren in
Pflanzenzellen zur Verholzung. Chemisch gesehen sind Lignine Mischpolymere aus Phenylpropanen,

z.B. Coniferyl-, Cumaryl- und Sinapylalkohol, welche sich zu einem dreidimensionalen Gitter vernetzen
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und so die Zellwand durchdringen. Die Verholzung einer Pflanze fihrt zu einer erh6hten mechanischen
Stabilitat, insbesondere gegen Druckbelastung. Dies fiihrt jedoch gleichzeitig zu einem gewissen
Verlust der Elastizitat. Die Bildung von Lignin in einer Pflanze hangt von dem Wachstum in der
jeweiligen Klimazone ab, so wird die Ligninbildung durch Warme gefordert. Niedere Pflanzen enthalten
in der Regel kein Lignin, erst bei Farnen und den entwicklungsgeschichtlich jlingeren Gymno- und
Angiospermen ist Lignin regelmaRig anzutreffen. Lignin ist hydrophob und wasserunléslich, es enthélt
viele aromatische Verbindungen, die leicht modifiziert werden kénnen (Pohler Rotach 2000).

Abbildung 1.6 zeigt die Grundbausteine der Ligninsynthese bei Pflanzen.

1.6.2.4 Akzessorische Inhaltsstoffe der Lignocellulose

Neben den oben genannten Bestandteilen wie Cellulose, Hemicellulose, Lignin und Pektin sind noch
weitere Bestandteile in Weizenstroh zu finden. Hierbei handelt es sich um akzessorische Stoffe, die
nicht zu den Strukturelementen der Zellwande gehdren. Man kann diese in zwei Klassen unterteilen,
zum einen die organischen Verbindungen — Extraktstoffe, zum anderen die anorganischen Bestandteile
— Asche genannt. Extraktstoffe sind vor allem Terpene, Wachse, Fette, Harze und Tannine. Zur Asche
gehoren insbesondere Kalium-, Calcium- und Magnesiumverbindungen, aber auch Spurenelemente

(z.B. Kationen des Eisens, Mangans, Bors etc.) (P6hler Rotach 2000).

1.6.3 Die Nutzung von Weizenstroh als nachwachsender Rohstoff

Die Menge des jahrlich anfallenden Strohs auf landwirtschaftlichen Flachen liegen zwischen 36 und 49
Mio. t (Fritsche et al. 2004, Kaltschmitt et al. 2003, Leible et al. 2003, Scheuermann et al. 2003). Trotz
der groRen Anbaumenge von Weizenstroh kann nicht das gesamte Aufkommen zur technischen
Nutzung verwendet werden. Ein GrofSteil des Strohs wird fir die Erhaltung des Nahrstoffkreislaufs im
Boden verwendet. Ein weiterer Teil dient als Einstreu bei der Tierhaltung oder als Gartnereibedarf. Nur
ca. 20 % des Gesamtstrohaufkommens kénnen technisch weiter verarbeitet werden (Kaltschmitt et al.
2003). Dies geschieht im Moment vor allem durch energetische Nutzung des Strohs. Nach einer Studie
von Kaltschmitt et al. aus dem Jahr 2001 sind europaweit 11 Heizkraftwerke, 78 Fernwarmewerke und
ca. 13.000 dezentrale Kleinanlagen bekannt, welche auf Basis von Stroh betrieben werden (Kaltschmitt

et al. 2001).

Ein anderer Weg, das anfallende Stroh zu nutzen, ist die direkte Vergdrung in einer Biogasanlage. Fir
die Biogasproduktion sollte die verwendete Biomasse moglichst wenig verholzt sein, da sie sonst
vorbehandelt werden muss oder die Umsetzung in Biogas langsamer erfolgt weil die Verweilzeit stark
ansteigt.

Der Einsatz des anfallenden Strohs zur Herstellung von Bioethanol ist eine weitere interessante

Moglichkeit, das Stroh als nachwachsenden Rohstoff zu nutzen. Zwei Prozesse sind fiir die Herstellung
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von Bioethanol essentiell. Zum einen die Hydrolyse der Cellulose, zum anderen die Umwandlung der
Zucker in Ethanol. Die Kosten fiir eine solche Ethanolproduktion hdangen stark von der aktuellen
Technologie und dem Ertrag sowie den Kosten fiir die Hydrolyse ab (Sun und Cheng 2002). Zurzeit wird
Bioethanol zum Grof3teil auf der Basis von Maisstarke hergestellt. Da der Einsatz von Nahrungs- bzw.
Futterpflanzen immer in Konkurrenz mit der Nahrungsmittel Produktion steht, sollte der Einsatz von
Lignocellulose aus landwirtschaftlichen Abféllen steigen. Eine Marktstudie der FNR (Fachagentur
Nachwachsende Rohstoffe) im Jahr 2008 ergab, dass die Produktionskosten von Bioethanol aus Mais
bei 16 €/Giga Joule (GJ) lagen, die von Bioethanol aus Getreide bei 26 €/GJ (FNR 2008). Somit
unterscheiden sich die Produktionskosten noch sehr stark, Bioethanol aus Getreide ist wesentlich
teurer als aus Mais. Jedoch kann der Bioethanol aus Getreide mit einem Nettoenergieertrag von 45
GJ/ha mehr Energie liefern als Bioethanol aus Mais mit 40 GJ/ha (Schiitte 2008). Der Einsatz nachhaltig
erzeugter Biokraftstoffe gewinnt immer mehr an Bedeutung und somit auch die Verwendung von

Getreidestroh zur Bioethanol Herstellung (Borrion et al. 2012).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, eine Alternative zur Produktion von petrochemisch hergestellten
Kunststoffen zu entwickeln, wobei die Herstellung von Bioplastik nicht in Konkurrenz zur
Nahrungsmittelproduktion stehen soll. Fossile Brennstoffe wie Erddl, Kohle und Gas werden zurzeit als
Energietrager und als Ausgangstoffe fiir chemische Verbindungen genutzt. Jedoch sind ihre Reserven
endlich und sie werden in ca. 50 Jahren aufgebraucht sein. Laut Murray und King wurde das Maximum
der Erdolforderung (Peak Qil) schon 2005 erreicht (Murray und King 2012). Zusatzlich steigen durch
den Einsatz fossiler Brennstoffe der CO,-Ausstol und die Klimaerwarmung (Soytas 2007). Eine
Alternative konnte durch den Einsatz von nachwachsenden Rohstoffen als Energietrager erreicht
werden. Kraftstoffe auf der Basis von nachwachsenden Rohstoffen nehmen einen immer gréReren
Anteil auf dem Markt ein. Ebenso kénnen die petrobasierten organischen Chemikalien durch Produkte
aus nachwachsenden Rohstoffen ersetzt werden. In einem Szenario von Dornburg et al. kdnnten
biobasierte Chemikalien im Jahr 2050 bis zu 38 % der organischen Chemikalien stellen (Dornburg et al.
2007). Die Produktion dieser biobasierten Produkte soll natirlich nicht in Konkurrenz zur Herstellung
von Nahrungsmitteln stehen. Eine ideale LOosung dieser Aufgabe ware die Nutzung von
nachwachsenden Rohstoffen, welche wahrend der Nahrungsmittelproduktion anfallen. Im Falle von
Weizenstroh waren all diese Bedingungen erfiillt. Weizen ist, wie oben erwahnt, das dritthdufigste
angebaute Getreide weltweit. Weizenstroh fallt wahrend des Weizenanbaus als landwirtschaftliches
Abfallprodukt an und besteht aus der energetisch bedeutsamen Lignocellulose. Somit ist Weizenstroh
ein perfektes Ausgangsprodukt zur Herstellung von Bioplastik. Der herzustellende Bioplastik misste
seinerseits ebenfalls einige Bedingungen erfiillen. Seine Produktion sollte 6kologisch und 6konomisch
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sinnvoll sein. Die Herstellung sollte idealerweise durch Mikroorganismen der Gefahrenstufe S1
erfolgen. Die Aufzucht der Mikroorganismen sollte einfach und anspruchslos sein. Des Weiteren sollten
sich die PHB-Produzenten fiir eine groRtechnische Produktion eignen. Der gesamte Prozess von
Produktion und Abtrennung des Zielprodukts sollte sich umweltfreundlich gestalten. Im Hinblick auf
den Gesamtprozess sollte dieser 6kologisch und 6konomisch glinstiger sein als die Herstellung von

Kunststoff aus fossilen Brennstoffen.

In dieser Arbeit sollte anfallendes Stroh als Abfallprodukt der Nahrungsmittelproduktion zur
Herstellung von PHB und wirtschaftlich bedeutenden Intermediarprodukten genutzt werden. Die im
Weizenstroh enthaltenen Zucker sollten durch eine Kombination aus Thermodruckhydrolyse (TDH)
und enzymatischer Hydrolyse aus der Lignocellulose gel6st werden. Die durch die TDH entstandenen
Fraktionen bestanden zum einen aus einer hemicellulosischen Fraktion, welche zum GroRteil den
Zucker Xylose enthielt, zum anderen aus einer cellulosischen Fraktion, in welcher die Glucose in Form
von Cellulose gespeichert war. Die Zucker der hemicellulosischen Fraktion (vor allem Xylose, aber auch
Arabinose und Glucose) sollten durch geeignete Mikroorganismen aus der Stammsammlung des IMW,
sowie durch Standardorganismen in PHB Uberfiihrt werden. Ein alternativer Weg zur Verwertung der
gelosten Zucker dieser Fraktion war die Umwandlung in wirtschaftlich wichtige Ausgangsprodukte wie
Lactat oder Acetat. Eine mogliche Bildung von Lactat kdnnte zur Produktion eines weiteren Bioplastiks,
dem Polylactid, fiihren. Hierzu wurden ebenfalls hauseigene Stamme aus der Stammsammlung
getestet. Die cellulosische Fraktion, bestehend aus der polymerisierten Glucose (aber auch Xylose und
Arabinose), sollte mit Hilfe von cellulosisch wirkenden Enzymen in Zuckermonomere zerlegt werden.
Die freien Zuckermonomere sollten ebenfalls durch mikrobielle Aktivitdt in PHB fermentiert werden.
Auch hierzu wurden geeignete Organismen gesucht. Als letzter Punkt sollte die Abtrennung der PHB
aus den produzierenden Zellen untersucht werden. Die gangige Methode, PHB und deren Copolymere
aus den Zellen zu gewinnen ist die Extraktion durch Losungsmittel wie Chloroform oder Dichlorethan.
Im Hinblick auf eine umweltfreundliche Bioplastik-Produktion ist diese Methode ungeeignet. Somit
sollte die Isolierung der PHB durch Zellwand-lytische Enzyme erfolgen. Nach Aufbrechen der Zelle
sollte das Zielprodukt durch Zentrifugation oder Filtration von den restlichen Zellbestandteilen

abgetrennt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme

Die in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Bakterienstammen aus der Stammsammlungen des Instituts fir
Mikrobiologie und Weinforschung (IMW) und des Leibnitz-Instituts DSMZ-Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Tabelle 2.1: Untersuchte Bakterienstamme.

Nr. Organismus Stammnummer/ Herkunft Anzucht bei

Sammlungsnummer

1 Achromobacter xylosoxidans KMC 8 IMW, Mainz 30°C
2 Achromobacter xylosoxidans = KMC 14 IMW, Mainz 30°C
3 Achromobacter xylosoxidans KMX 4 IMW, Mainz 30°C
4 Achromobacter xylosoxidans = KMX 5 IMW, Mainz 30°C
5 Acinetobacter baumannii KMB 1-1 IMW, Mainz 30°C
6 Acinetobacter baumannii KMB 1-2 IMW, Mainz 30°C
7 Alcaligenes faecalis 11 KD 10 IMW, Mainz 30°C
8 | Alcaligenes faecalis 13 KD 10 IMW, Mainz 30°C
9 Azotobacter chroococcum B571 IMW, Mainz 28 °C
10  Bacillus brevis CZ 207 IMW, Mainz 30°C
11  Bacillus cereus KD 12 IMW, Mainz 30°C
12 | Bacillus cereus NA 1 IMW, Mainz 30°C
13  Bacillus cereus NX 2-1 IMW, Mainz 30°C
14 | Bacillus cereus RA1 IMW, Mainz 30°C
15  Bacillus cereus Rt 11a IMW, Mainz 30°C
16 | Bacillus circulans Cz172 IMW, Mainz 30°C
17  Bacillus circulans DSM 596 DSMZ, Braunschweig 30 °C
18  Bacillus circulans KHC 3 IMW, Mainz 30°C
19  Bacillus circulans KMX 7 IMW, Mainz 30°C
20 | Bacillus coagulans KMC 12 IMW, Mainz 30-37 °C
21  Bacillus firmus KD 5 IMW, Mainz 30°C
22 | Bacillus licheniformis KB 1 IMW, Mainz 28-37 °C
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Fortsetzung Tabelle 2.1

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Bacillus licheniformis
Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium
Bacillus megaterium
Bacillus megaterium
Bacillus oleronius
Bacillus spharicus
Bacillus spharicus
Bacillus spharicus
Bacillus spharicus
Bacillus spharicus
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Burkholderia cepacia
Burkholderia cepacia
Cellulosisches Bakterium
Cellulosisches Bakterium
Cellulomonas cellulans
Cellulomonas sp.
Cellulomonas sp.
Cellulomonas sp.
Cellulomonas sp.
Cellulomonas sp.
Cellulomonas sp.
Cellulomonas sp.
Cellulomonas sp.

Cellulomonas sp.

KBf 2
Rt 6b
CZ59b
CZ 268c
CZ357a
Rt 10
KD1
KD 2
KD 6
KD 7
KD 11
KD 8-1
KD 8-2
KD 8-3
KNaC 2
KNC1
KScC4
KF 12
Khi 2
KScC 3-1
KScC 3-2
DSM 43879
KHC1
KHC 4
KMaC1
KMacC 2
KMacC 3
KMaC4
KMaC5
KNeC 1
KScC 2

IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz

DSMZ, Braunschweig

IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz

28-37°C
28-37 °C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
28°C
28°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
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Fortsetzung Tabelle 2.1

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

Cellulomonas sp.
Cellulomonas sp.

Cellulomonas sp.

Cellulosimicrobium cellulans

Citrobacter koseri

Comamonas acidovorans

Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus Rinderpansen
Isolat aus TNT-Boden
Isolat aus TNT-Boden
Isoptericola variabilis
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella terragena

Kocuria varians

Kokkenférmiges Bakterium

Kokkenférmiges Isolat

Lactobacillus brevis

KScC 6
NA 2
C1
E3
KNC1
KNB 3
Al
A2
A3
B1
B2
B3
B4
B5
C1
C2
C3

M 2
M3
MX 5
CK79
KAE 14
MX 4
KMC7.1
HB

CZ 66
E2
WX-1
B 737,
DSM 200547

IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz

30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
26-37 °C
26-37 °C
30°C
30°C
30°C
30°C
20°C

DSMZ, Braunschweig
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Fortsetzung Tabelle 2.1

83

84

85

86

87
88
89
90

91

92
93
94

95

96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

Lactobacillus brevis

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus diolivorans

Lactobacillus diolivorans
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactococcus lactis
Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides

Microbacterium sp.
Micrococcus luteus
Micromonospora aurantica
Methylobacterium extorquens
Ochrobactrum anthropi
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Paenibacillus macerans
Paenibacillus polymyxa
Paenibacillus polymyxa
Paenibacillus polymyxa

Paenibacillus sp.

B 18

B 729,

DSM 200577
B 736,

DSM 5987

B 724,

DSM 144217
B21

B17

B 271

B 102,

DSM 20205
B 727,
DSM20174"
B 162

B 238

DSM 2034376

DSM 20484

KF1

CK 2
cs1

NX 3

B 217

B 144
WX

CZ 104d
€z 177d
Cz 178
Cz 181a

IMW, Mainz
DSMZ, Braunschweig
IMW, Mainz
DSMZ, Braunschweig
IMW, Mainz
DSMZ, Braunschweig
IMW, Mainz
DSMZ, Braunschweig
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
DSMZ, Braunschweig
IMW, Mainz
DSMZ, Braunschweig
IMW, Mainz
IMW, Mainz

DSMZ,
Braunschweig
DSMZ,
Braunschweig
IMW, Mainz

IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz
IMW, Mainz

20°C

20°C

20°C

20°C

20°C
20°C
20°C
20°C

20°C

20°C
20°C
20°C

20°C

30°C
30°C
30°C
20°C
25°C
20°C
20°C
30°C
30°C
30°C
30°C
30°C
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Fortsetzung Tabelle 2.1

108 | Pediococcus acidilactici DSM 20284T  DSMZ, Braunschweig = 20 °C
109 Pseudomonas aeruginosa CK 40 IMW, Mainz 30-37 °C
110 @ Pseudomonas aeruginosa KMC 2 IMW, Mainz 30-37 °C
111 Pseudomonas aeruginosa KMC 13 IMW, Mainz 30-37 °C
112  Pseudomonas aeruginosa KP 1 IMW, Mainz 30-37 °C
113 Pseudomonas citronellolis KMA 4 IMW, Mainz 30 °C
114  Pseudomonas putida M 4 IMW, Mainz 26-30 °C
115 Pseudomonas putida pS P3 IMW, Mainz 26-30 °C
116 = Pseudomonas sp. DSM 6708 DSMZ, Braunschweig 30 °C
117 Rhizobium etli CZ 58 IMW, Mainz 28 °C
118 ' Rhizobium sp. CZ63 IMW, Mainz 28 °C
119 Rhizobium sp. CZ 67 IMW, Mainz 28 °C
120 = Rhizobium sp. CZ 68 IMW, Mainz 28 °C
121 Rhizobium sp. CZ 69 IMW, Mainz 28 °C
122 ' Rhizobium sp. cz71 IMW, Mainz 28 °C
123 Serratia sp. M1 IMW, Mainz 30 °C
124 ' Sphingomonas sp. KzC IMW, Mainz 30°C
125 Sphingomonas sp. CZ 326a IMW, Mainz 30°C
126 = Sphingomonas sp. CZ 195 IMW, Mainz 30°C
127 Staphylococcus spec. KMC9 IMW, Mainz 37 °C
128  Streptomyces albidoflavus DSM 40233  DSMZ, Braunschweig | 30 °C
129 Streptomyces albus B578 IMW, Mainz 30 °C
130 Streptomyces fragilis DSM 40044 '« DSMZ, Braunschweig | 30 °C
132 Streptomyces globisporus subsp. caucasius DSM 40814  DSMZ, Braunschweig = 30 °C
133 | Unidentifiziertes Isolat NX 2-2 IMW, Mainz 30°C

Weiterhin wurden folgende Referenzorganismen zur PHB-Produktion vom Leibnitz-Institut DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) und der
National Collection of Industrial and Marine Bacteria (NCIMB, Aberdeen, Scotland) bezogen (Tabelle

2.2).
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Tabelle 2.2: Referenzorganismen zur PHB-Produktion.

Nr. Organismus Stammnummer Herkunft Anzucht bei

134 Azohydromonas lata DSM 1122 DSMZ, Braunschweig 30 °C
135 | Burkholderia sacchari DSM 17165 DSMZ, Braunschweig = 30 °C
136 Cupriavidus necator DSM 428 DSMZ, Braunschweig 30 °C
137 Cupriavidus necator DSM 545 DSMZ, Braunschweig = 30 °C
138 Cuprividus necator NCIMB 11599 NCIMB, Aberdeen 30°C

139  Hydrogenophaga pseudoflava DSM 1034 DSMZ, Braunschweig 30 °C

2.2 Nahrmedien und Puffer

Folgende Nahrmedien wurden in der vorliegenden Arbeit zur Anzucht und Stammhaltung, sowie zur
PHB-Produktion verwendet. Soweit nicht anders angegeben beziehen sich alle Angaben auf 1 |
Gesamtvolumen. Bei festen Ndhrmedien wurden 15,00 g/l Agar zugeflgt. Alle Medien wurden bei 121

°C und 1 bar Uberdruck fiir 20 min autoklaviert.

Tabelle 2.3: DSMZ Medium 1: Nahrstoff Agar

DSMZ Medium 1: Ndhrstoff Agar

Pepton 5,00g
Malzextrakt 3,00¢g
— pH 7,0 mit 1 N NaOH eingestellt

Tabelle 2.4: DSMZ Medium 65: GYM-Schragagar

DSMZ Medium 65: GYM-Schragagar

Glucose 4,00¢g
Hefeextrakt 4,00g
Malzextrakt 10,00 g
CaCOs3 2,00g
Agar 15,00 g

— pH 7,2 mit 1 N NaOH eingestellt

— der Agar wurde zu je 7 ml in Reagenzglaser gefiillt und schrag gelegt
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Tabelle 2.5: DSMZ Medium 81: Mineral Medium fir chemolithotrohes Wachstum (H-3)

DSMZ Medium 81: Mineral Medium fiir chemolithotrophes Wachstum (H-3)

KH2PO4 2,30g
Na;HPO4 x 2 H,0 2,90¢g
NH.CI 1,00 g
MgS04 x 7 H,0 0,50g
NaHCOs; 0,50 ¢g
CaCl; x 2 H,0 0,01g
Fe(NHg)citrat 0,05g
Spurenelementlésung SL-6 5,00 ml

— pH 6,8 mit 1 N NaOH eingestellt
— Eisencitrat und Spurenelementldésung wurden getrennt autoklaviert und dem abgekihlten
Medium steril zugefiihrt

Tabelle 2.6: Spurenelementlésung SL-6

Spurenelementlésung SL-6

ZnS0O4x 7 H,O 0,10 g
MnCl; x 4 H,0 0,03 g
H3BO3 0,30¢g
CoCl; x 6 H,0O 0,20 g
CuCl; x 2 H,0O 0,01g
NiCl, x 6 H,0 0,02¢g
Na;MoO4 x 2 H,0 0,03 g

Tabelle 2.7: Mineral Medium (verandert nach Ramsay et al. 1990)

Mineral Medium (verdndert nach Ramsay et al. 1990)

KH2PO4 150¢g
Na;HPO4 x 2 H,0 2,90¢g
(NHg)2 SO4 1,00 g
MgS0O; x 7 H,0 0,20 ¢
CaCl; x 2 H,0 0,01g
Fe(NHy)citrat 0,06g
Spurenelementlésung SL-6 1,00 ml

— pH 6,8 mit 1 N NaOH eingestellt
— Eisencitrat und Spurenelementldésung wurden getrennt autoklaviert und dem abgekihlten
Medium steril zugefiihrt

Die Mineral Medien wurden je nach Versuchsbedingungen mit Xylose oder Glucose versetzt. In der

Regel lag die Konzentration dieser Kohlenhydrate bei 10 g/I.
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Tabelle 2.8: Tomatensaftmedium

Tomatensaftmedium
Pepton aus Fleisch
Trypton

Hefeextrakt

Xylose

Citronensaure
Tween 80

MgS04 x 7H,0
Tomatensaft

eH,0

— pH 6,0 mit 4 N NaOH eingestellt

5,00 g
20,00 g
5,00g
10,00 g
3,00¢g

1,00 g
0,50¢g
250,00 ml
ad 1000 ml

Der Tomatensaft wurde durch Zentrifugation von Trubstoffen befreit. Hierzu wurde 1 | Saft in

Zentrifugen-Becher tberfiihrt und bei 11.300 x g fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -

20 °C bis zum Gebrauch aufbewahrt. Das normale Tomatensaftmedium enthielt 25 % Tomatensaft. Fur

spatere Versuche wurde die Konzentration an Tomatensaft variiert. So entstanden Medien mit 25 %,

15 % und 5 % Tomatensaft (siehe Abschnitt 2.12).

Tabelle 2.9: Milchsdurebakterien-Minimal-Medium (MMSB)

Milchsaurebakterien-Minimal-Medium (MMSB)

Pepton aus Fleisch

Trypton

Xylose

Citronensdure

Tween 80

MnSO.4 x H,0

MgS0s x 7H,0

Cystein

Hydrolysat

— pH 6,0 mit 1 N NaOH eingestellt

Tabelle 2.10: Cystein-Mangan-Mix (CM-Mix)

Cystein-Mangan-Mix (CM-Mix)
Cystein

MnSO;4 x H,0

Hydrolysat

— pH 6,0 mit 1 N NaOH eingestellt

2,50¢g
10,00 g
10,00 g
1,50 g
0,50 g
1,90¢g
0,25¢g
1,50 g

ad 1000 ml

1,50¢g
1,90¢
ad 1000 ml
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Tabelle 2.11: NMMP-Medium (Hopwood et al. 1985)

NMMP-Medium (Hopwood et al. 1985)

Glycerin 40,00 g
Casaminosauren 6,25 g
(NH4)2S04 2,50¢g
MgSO, 0,75¢
Spurenelementldsung 1,25 ml
Na/K-Phosphatpuffer 18,75 ml

— pH 6,8 mit 4 N NaOH eingestellt

Tabelle 2.12: Spurenelementlésung

Spurenelementlosung

ZnSO4 x 7 H20 1,00 g
FeSO4 x 7 H,0 1,00 g
MnCl; x 7 H,0 1,00 g
CaCl, 1,00 g

Tabelle 2.13: Phosphatpuffer (100 mM)

Phosphatpuffer (100 mM)

KH,POg4 12,25¢g
NaHPO, 1,58¢g
— pH5,9

— fur 10 mM Phosphatpuffer 1:10 verdiinnt

Tabelle 2.14: Phosphatpuffer (20 mM)

Phosphatpuffer (20 mM)

KH2PO4 2,45¢
NaHPO4 0,32¢g
MgCl, (1,5 mM) 0,38¢g

— pH 7,0 mit 2 N NaOH eingestellt
— fir 10 mM Phosphatpuffer 1:10 verdiinnt
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Tabelle 2.15: Lyse-Testsuspension

Lyse-Testsuspension

Phosphatpuffer (10 mM) (s. Tab. 2.15) 100 ml

Lyophilisierte Zellen ca.0,3g

— Zellen wurden dem Puffer zugegeben bis eine OD von zwischen 0,8 und 1,0 erreicht wurde
— Durch Kurzzeiterhitzen auf ca. 80 °C wurden eventuell vegetative Zellen zerstort

— Nach Abkiihlung wurde die Suspension bis zum Gebrauch bei 4 °C aufbewahrt

Tabelle 2.16: Universalpuffer

Universalpuffer

Tris 13,00 g
Malat 11,60 g
Citrat 14,00 g
Borsaure 6,28 g
— pH~2,0-3,0

— 20 ml der Stammlésung wurden mit 2 N NaOH auf den gewilinschten pH-Wert eingestellt und
mit eH,0 auf 100 ml aufgefiillt
— So konnten Puffer der Werte pH 7,0-9,0 hergestellt werden

Tabelle 2.17: Acetatpuffer (20 mM)

Acetatpuffer (20 mM)
Essigsaure 1,20 g
MgCl, 0,30g

— pH 6,0 mit 2 N NaOH eingestellt

Tabelle 2.18: Acetatpuffer fir FPLC (20 mM)

Acetatpuffer fiir FPLC (20 mM)

Essigsaure 1,20¢g
MgCl, 0,30 g
NaCl 58,44 ¢g

— pH 6,0 mit 2 N NaOH eingestellt

29



Material und Methoden

Tabelle 2.19: Ringerl6sung

Ringerlosung
NaCl

KCl

CaCl;
NaHCO3

9,00 g
0,20g
0,20g
0,10 g

— Die Losung wurde zu je 3 ml in Reagenzglaser gefillt

2.3 Chemikalien

Tabelle 2.20: Verwendete Chemikalien.

Substanz Hersteller, Sitz

Aceton

Agar

Ammoniumchlorid
Ammoniumeisen-lll-citrat
Ammoniumsulfat
Benzoesdure

Borsdure

Calciumchlorid
Calciumchlorid-Dihydrat
Chloroform (Trichlormethan)
Cobaltchlorid-Hexahydrat
Dichlorethan (DCE)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dinatriummolybdat
Eisen(ll)-Sulfat-Heptahydrat
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure
Furfural

Glucose

Glycerin
3-Hydroxybuttersdure
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyde

Kaliumchlorid

Roth, Karlsruhe

Marcor, New Jersey, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Seva,

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Alfa Aesar, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Fortsetzung Tabelle 2.20

Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid-Heptahydrat
Magnesiumsulfat

Malzextrakt

Manganchlorid-Tetrahydrat
Manganchlorid-Heptahydrat

Methanol

Methylbenzoat (Benzoesauremethylester)
Methylhexanoat (Capronsduremethylester)
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Nickelchlorid-Hexahydrat

Pepton aus Fleisch
Poly-[(R)-3-Hydroxybuttersdure]

Propanol

Propylbenzoat

Propylbutyrat
(R)-(-)-3-Hydroxy-n-Buttersauremethylester
Saccharose

Schwefelsdure

Tomatensaft

Tween 80

Xylose

Zinksulfat-Heptahydrat

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
SAFC, Missouri, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
ABCR, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Eckes-Granini, Nieder-Olm
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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24 Enzyme und Kits

Tabelle 2.21: Verwendete Enzymldsungen und Kits.

Enzyme und Kits Hersteller, Sitz

Cellulase-Komplex NS 22086

Novozymes, Danemark

DNA-Liangenstandard Gene Ruler DNA Ladder Mix @ Thermo Scientific, Schwerte

100-10000 bp

DNeasy® Blood & Tissue Kit
Ladepuffer 6 x DNA Loading Dye
Microgen® BACILLUS ID
QIAquick® PCR Purifikation Kit
Xylanase NS 22083

2.5 Gerate und Hilfsmittel
Tabelle 2.22: Verwendete Gerate und Hilfsmittel.

Gerate und Hilfsmittel

Aktivkohlekartusche T.G.W.

Autoklav CertoClav

Autoklav Systec VE-40

Brutschrank Exella Incubator Shaker Series
Brutschrank Hereaus ST 5050

Einkanalpipetten (10 pl, 100 pl und 1000 pl)
FPLC-Anlage

Gaschromatograph mit FID GC-14A
Gaschromatograph mit Massenspektrometer
GCMS-QP 2010 S

GC-S&ule ZB-5-MS (30 m x 0.25 um ID x 0.25 um)
GC-Saule Zebron ZB-Wax (30 m x 0,25 mm ID x 0,25 pum)
Gefriertrocknungsanlage LYOVAC GT 2
Geldokumentationseinheit BIOVision CN 3000
Hamilton-Spritzen

HPLC Autoinjektor SIL-10AD

HPLC Pumpe LC-10AD

Qiagen, Hilden

Thermo Scientific, Schwerte

Microgen Bioproducts Ltd, Camberley, UK
Qiagen, Hilden

Novozymes, Danemark

Hersteller, Sitz

Kuraray Chemical Company,
Hattersheim

Traun, Osterreich

Systec GmbH, Wettenberg

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare, Miinchen

Shimadzu, Kyoto, Japan

Shimadzu, Kyoto, Japan

Phenomenex, Aschaffenburg
Phenomenex, Aschaffenburg
LD Didactic GmbH, Hirth
Vilber-Lourmat, Eberhardzell
Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Shimadzu, Kyoto, Japan

Shimadzu, Kyoto, Japan
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Fortsetzung Tabelle 2.22

HPLC Organic Acid Column Aminex® HPX-87H lon Exclusion Column
(300 mm x 7,8 mm)

Integrator C-R8A Chromatopac

Integrator C-R6A Chromatopac

Kaffeemiihle KSW 3306

Kationenaustauschersiule Mono S™ HR 5/5
Leitfahigkeitsmessgerat 6010 Multimeter
Magnetrithrer IKAMAG® RCT

Mehrkanalpipette (200 pl)

Mikroskop Laborlux 11

Nutsche D1

pH-Meter CG 840

Photometer UV-120

Photometer UV-VIS Recording Spectrophotometer UV-160A
Refraktometer 156 refrative index detector
Reinstwasseranlage Milli-RO Plus und Milli-Q plus 185
Schallgerat Branson Sonifer

Schittelgerat Vortex Genie 2

Sdulenthermostat STH 585

Splilmaschine Miele Professional G 7883
Thermocycler Techgene

Titertek Multiskan® MKII

Ultraschallbad Sonorex RK 106

Vakuumpumpe CVC 2

Vibrogen Zellmihle

Waage

Zentrifuge 2-16 K

Zentrifuge 5403

Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge J2-MC

Biorad, Miinchen

Shimadzu, Kyoto, Japan

Shimadzu, Kyoto, Japan

Clatronic, Kempten

GE Healthcare, Miinchen

Hung Chang Co. Ltd., Seoul, Stidkorea
IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Leitz, Wetzlar

Schott, Mainz

Schott, Mainz

Shimadzu, Kyoto, Japan

Shimadzu, Kyoto, Japan

Beckman Instruments, Krefeld
Millipore, Eschborn

Branson Ultrasonics, Danbury
Scientific Industries, New York, USA
Gynkotek, Germering

Miele, Gutersloh

Techne, Staffordshire, UK

Labs Systems, Lappeenranta, Finnland
Bandelin Electronics, Berlin
Vakuubrand, Wertheim

Edmund Biihler, Hechingen
Sartorius, Gottingen

Sigma, Osterode

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Beckmann Coulter, Krefeld
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2.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.23: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial Hersteller, Sitz

Centrifugal Filter Modified PES 3 K
Eppendorf-Gefalie, 1,5 ml und 2,0 ml
Erlenmeyerkolben

Falcon-GefdRe, 15 ml und 50 ml

Filterpapier, Filter Disks Grade 3 hw, dia 90 mm
HPLC-GefaRe N8 (flach, label, klar)
Kulturréhrchen mit Schraubdeckelverschluss
Kulturschalen 94 x 16 mm

Pasteurpipetten 320 mm

Pipettenspitzen

Reagenzglaser Boro 5.1, mit Rand

Rundkolben 500 ml

Schikanekolben

Spritzenfilter CHROMAFIL Xtra RC-20/25 0,2 um
Spritzenfilter 0,45 pum

Tiefenfilterschichten BECO-KDS 12

Vivaspin 50

VWR, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
Schott, Mainz

VWR, Darmstadt
Sartorius, Gottingen
Macherey-Nagel, Diiren
Schott, Mainz

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe

StarLab, Ahrensburg
VWR, Darmstadt

Schott, Mainz

Schott, Mainz
Macherey-Nagel, Diiren
VWR, Darmstadt
Begerow, Langenlonsheim

Sartorius, Gottingen

2.7 Screening nach Poly-B-Hydroxybuttersdure (PHB) bildenden Bakterien

in der Stammsammlung des IMW

Die Stammsammlung des IMW enthélt eine Vielzahl von verschiedenen Bakterienstdmmen, isoliert aus
den verschiedensten Habitaten wie z.B. Termitendarm, Wein und Erdboden. Aus dieser Sammlung
sollte nach geeigneten Organismen zur PHB-Produktion gesucht werden. Die Organismen sollten mit
Xylose oder Glucose als einziger C-Quelle wachsen kénnen und optimaler Weise PHB in groReren
Mengen (20-80 % der Zelltrockenmasse) bilden. Hierzu wurde eine Vorauswahl getroffen. Es wurden
nur Gattungen ausgewahlt die schon als PHB-Produzenten mit diesen Substraten beschrieben wurden.
Das Screening fand im August 2010 statt. Stdmme die durch friihere Identifizierungsmethoden als S2-
Stamme beschrieben wurden, wurden in weiterfliihrenden Versuchsteilen nicht weiter verwendet. Das
in Abbildung 2.1 dargestellte Schema fasst die einzelnen Versuchsschritte wahrend des Screenings

zusammen und gibt eine Ubersicht (iber die verwendeten Methoden.
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-

Auswahl geeigneter
Bakterienarten fiir PHB-
Produktion aus der
Stammsammlung

Anzuchtder Stimmein
DSMZ Medium 1

( Erneutes Uberimpfenin
DSMZ Medium 1 zur
Herstellung einer Vorkultur

¢ Animpfungin DSMZ
Medium 81 mit

Xylose oder Glucose als

einzige C-Quelle

1 Bestimmung der OD nach
24und 48 h

Bestimmung des
Zuckerabbaus durch die
Bakterienstamme

Zuckerabbau= 10 % Zuckerabbau<10% I

I

I Keine weiteren Analysen

Anzuchtin Mineral
Medium verdndert nach
Ramsay et al. (1990)

(4 Qualitative PHB-

Bestimmung nach 3 d nach
der Methode von Braunegg
etal (1978)

Keine Upscaling und quantitative
weiteren PHB-Bestimmung an den
Analysen Versuchstagen 1-4 nach der
Methode von Riis und Mai
(1988)

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des PHB-Screenings ausgewahlter Bakterienstimme aus der
Stammsammlung des IMW
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2.7.1 Kultivierung ausgewahlter Organismen

Die Organismen der Stammsammlung lagen als Cryo-Kultur, in Glaskapillaren bei -76 °C, vor (Hippe
1991) und wurden mittels einer sterilen Kantle in 10 ml autoklaviertes DSMZ Medium 1 tberfiihrt und
bei entsprechender Temperatur inkubiert. Nach erfolgreichem Wachstum wurden diese Ansatze ein
weiteres Mal Uberimpft. Diese Vorkulturen dienten als Inokulum fiir das eigentliche Screening. Die
Organismen wurden zunachst auf ihre Fahigkeit Xylose oder Glucose als einzige C-Quelle zu nutzen
getestet. Hierzu wurden 10 ml des DSMZ Mediums 81 in sterile Reagenzglaser Gberfiihrt und diese mit
1 % der Vorkultur der entsprechenden Organismen beimpft. Die Inkubation erfolgte fir 2 Tage bei

optimaler Inkubations-Temperatur und 150 rpm.

2.7.2 Wachstumskontrolle durch Bestimmung der optischen Dichte
Die Bestimmung des Bakterienwachstums erfolgte Uber die optische Dichte mittels
Reagenzglasphotometer (Shimadzu UV-120). Die Messungen wurden nach 24 und nach 48 h

vorgenommen und erfolgten bei 600 nm. Es wurden Extinktionen zwischen 0 und 2 gemessen.

273 Probenaufarbeitung fiir die Zuckerbestimmung

Die Probenahme erfolgte nach 48 h Inkubation. Hierzu wurde je 1 ml der zu untersuchenden
Bakteriensuspension steril entnommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefals Gberfihrt und fir 10 min
bei 9167 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand mit einer Spritze abgenommen und iiber
einen 0,2 um-Cellulose-Filter gegeben (Macherey-Nagel, Diiren) und so von (ibrigen Zellen befreit. Die

so gereinigte Probe wurde in HPLC-Vials gefiillt und mittels HPLC untersucht (s. Abschnitt 2.8).

2.8 Bestimmung von Zuckerkonzentrationen nach der Methode von
Pfeiffer und Radler (1985)

2.8.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

HPLC ist ein schnelles Trennverfahren zur Auftrennung, ldentifizierung und Konzentrations-
bestimmung von Substanzen. Das zu analysierende Substanzgemisch wird mit Hilfe eines Eluenten
(Losungsmittel oder Losungsmittelgemisch = mobile Phase) auf eine Trennsaule (stationdre Phase)
gebracht. Die Sdule besteht aus rostfreiem Stahl und ist meist mit Kieselgel gefiillt. An der Oberflache
des Kieselgels sind funktionelle Gruppen gebunden. An diesen Gruppen verharren bestimmte
Substanzen langer als andere. Ja nach Art der Probe kénnen unterschiedliche Trennmechanismen
Anwendung finden: Adsorption durch Van der Vaals-Krafte, lonenaustausch, Komplexbildung usw. Die
Probensubstanzen werden unterschiedlich lang am Sdulenmaterial festgehalten und verlassen die
Saule nach unterschiedlichen Zeiten. Die Trennung kann durch den Einsatz verschiedener stationarer

Phasen, Losungsmittelgemische sowie Temperatur beeinflusst werden. Die einzelnen
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Probekomponenten werden anschlieBend vom Detektor registriert. Dieser gibt die Information an die
Auswerteeinheit weiter, das Ergebnis ist ein Chromatogramm. Die Anzahl der Peaks entspricht im
Optimalfall der Anzahl der aufgetrennten Probekomponenten, die Flache ist deren Menge

proportional.

Alle anfallenden Bestimmungen von Zuckern und organischen Sauren in dieser Arbeit wurden durch
Ermittlung der Konzentration liber Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) vorgenommen.
Ein Probevolumen von 5 pl wurde in ein HPLC-System injiziert. Die HPLC-Anlage war ausgestattet mit
einer Pumpe (Model LC-10AD, Shimadzu, Kyoto, Japan), einem Autoinjektor (Model SIL-10AD,
Shimadzu, Kyoto, Japan) und einer lonenaustauschersaule (HPLC Organic Acid Column Aminex® HPX-
87H lon Exclusion Column 300 mm x 7,8 mm, Biorad, Miinchen). Die Detektion erfolgte Uber ein
Refraktometer (Refractive index detector 156, Beckmann Instruments, Krefeld). Die Auftrennung der
Zucker geschah bei 65 °C mit eH,0 (MilliQ Systems, Waters-Millipore, Eschborn) versetzt mit H,SO4
(0,013 N) bei einer Flussrate von 0,6 ml/min. Die anfallenden Daten wurden mittels Integrator (Model
C-R8A, Shimadzu, Kyoto, Japan) aufgezeichnet. Eine Eichung des Systems erfolgte mit
Standardlésungen bekannter Konzentration (Tabelle 2.24). Die Standards der Zucker Glucose, Xylose
und Arabinose wurden aufgrund dhnlicher Retentionszeiten getrennt von den anderen Substanzen
und einzeln eingespritzt, nur so konnte eine genaue Bestimmung der Flachenpeaks erfolgen. Lactat,
Acetat, Ethanol, HMF und Furfural wurden zusammen aufgegeben und konnten Basis-Linien getrennt

bestimmt werden.

Tabelle 2.24: Zusammensetzung eines HPLC-Standards.

Substanz  Retentions- Konzentration Konzentration Flache Response-Faktor
zeit [min] [g/1] [mmol/I] [Relative  [Konzentration/Fliche]
Einheiten]
Glucose 9,25 10,02 55,62 1397434 7,17028E-6
Xylose 9,95 10,18 67,81 1493030 6,81835E-6
Arabinose 10,84 10,21 68,01 1562717 6,53349E-6
Lactat 13,00 9,92 110,12 1032040 9,61494E-6
Acetat 15,36 10,50 174,85 837421 1,25385E-5
Ethanol 22,68 7,90 171,48 504164 1,56695E-5
HMF 29,47 10,08 79,93 1811472 5,56454E-6
Furfural 43,25 12,10 125,94 2026177 5,97184E-6
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2.9 Analytische Methoden zur PHB-Bestimmung

2.9.1 Untersuchung auf PHB-Bildung

Organismen mit einem Zuckerverbrauch von tiber 10 % wurden auf Bildung von PHB untersucht. Hierzu
wurden neue Vorkulturen der betreffenden Organismen hergestellt (s. oben). Die Hauptkultur bestand
aus Mineral Medium (nach Ramsay et al. 1990) mit Xylose oder Glucose als einziger C-Quelle (10,00
g/1). 100 ml des Mediums wurden steril in 300 ml Schikanekolben Giberfiihrt und mit 1 % der Vorkultur
angeimpft. Der Ansatz wurde fiir 3 d bei 150 rpm und entsprechender Temperatur bebritet. Nach 3
tagiger Inkubationszeit wurden die Versuche beendet und Proben der jeweiligen Ansatze fir die
qualitative PHB-Messung nach Braunegg et al. (1978) vorbereitet (siehe 2.9.3). PHB-positive Proben
wurden weiter untersucht. Hierzu wurden die Kulturansadtze verdoppelt. 200 ml Mineral Medium
wurden steril in 500 ml Schikanekolben Uberfihrt und mit 1 % der entsprechenden Vorkultur
angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C und 150 rpm. Eine unbeimpfte Kontrolle wurde
entnommen und bei -20 °C fir die spatere Zuckerbestimmung aufbewahrt. Die Probenahme erfolgte
taglich bis Versuchstag 3 oder 4 (je nach Wachstum). Fiir die Bestimmung der optischen Dichte, sowie
des Zuckerabbaus wurde insgesamt 1 ml KulturflUssigkeit entnommen. Die Bestimmung der optischen
Dichte erfolgte im Titertek Photometer (Titertek Multiskan® MKII) bei 620 nm und mit Hilfe einer 1:10-
Verdiinnung der Kulturflissigkeit. Die Probenvorbereitung fiir die Zuckerbestimmung erfolgte wie in
Abschnitt 2.7.3 beschrieben. Zur PHB-Bestimmung wurden 40 ml Zellkultur steril enthnommen und in
ein Falcon-Gefall bestimmten Gewichts Uberfiihrt. Die Kultur wurde bei 7320 x g abzenztifugiert. Das
Zellpellet wurde zweimal mit eH,0 gewaschen um Medienbestandteile zu entfernen. Die Trocknung
der Zellpellets fand in der Gefriertrocknungsanlage fiir 1-2 d statt. Nach vollstandiger Trocknung wurde
das Gewicht der Pellets gravimetrisch bestimmt. Der quantitative PHB-Gehalt der Proben wurde nach

der Methode von Riis und Mai (1988) bestimmt (siehe 2.9.4).

2.9.2 Gaschromatographie (GC)

Die Gaschromatographie ist ahnlich wie die HPLC ein chromatographisches Trennverfahren beruhend
auf Verteilung und/oder Adsorption. Voraussetzung ist, dass die zu untersuchenden Substanzen
gasformig vorliegen oder sich durch Verdampfen moglichst unzersetzt in den gasférmigen Zustand
Uberfihren lassen. Anders als bei der HPLC ist die mobile Phase hier ein Tragergas. Typische Tragergase
fiir die Gaschromatographie sind Helium, Stickstoff und Wasserstoff. Die Wahl der Tragergase richtet
sich nach dem Detektor, der Trennleistung und den Kosten. Die stationare Phase ist wie bei der HPLC
eine Trennsaule mit Tragermaterial. Die Sdulen der GC unterscheiden sich allerdings in Beschaffenheit
und Lange. Die stationdre Phase kann entweder eine so genannte gepackte Sdule sein (Glasrohr oder

Stahlrohr gefillt mit Sdulenmaterial) oder eine Kapillarsdule. Diese Kapillarsdulen bestehen aus Quarz
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(fused silica) und einer Ummantelung (Polyimid). Sie kénnen unterschiedliche Trennmaterialien
enthalten. Moderne Kapillarsaulen sind innen haufig mit einem hoch vernetzten Film unterschiedlicher
Dicke beschichtet. Die Saulen befinden sich in einem Sadulenofen und kénnen je nach Art auf
Temperaturen bis zu ca. 450°C beheizt werden. Um eine Probe auf die Trennsdule zu bringen, muss
die Substanz, falls sie nicht schon gasformig vorliegt, im Injektor verdampft werden. Bei den Injektoren
fiir Kapillarsaulen wird wegen der geringen Belastbarkeit dieses Saulentyps meist eine Probenaufgabe
unter Stromteilung (splitting) eingesetzt, die so genannte Splitaufgabetechnik. Das Splitverhaltnis ist
definiert als Quotient des Tragergasstromes durch die Sdule und dem Tragergasfluss durch das
Splitventil. Substanzen werden also mit dem Trage