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Zusammenfassung: Die in Kolumbien heimische Art Bacillus megaterium LVNO1 hat die Fahigkeit gezeigt,
verschiedene Nebenprodukte oder Industrieabfélle (wie etwa Fique-Saft, Zuckerrohrmelasse und Restglycerin )

zu verstoffwechseln und Polyhydroxybutyrat (PHB) anzusammeln, was ihr Potenzial fir die Biokunststoffindustrie verleiht.

In dieser Forschung wurde das Potenzial von flissigem Garrest als Kohlenstoffquelle fiir die Herstellung von
PHA- Polymeren in Fermentationsprozessen mit diesem Bakterienstamm untersucht. Positiv war, dass B.
megaterium die Nahrstoffe aus diesem Restsubstrat nutzt, um sich angemessen zu vermehren und Poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (PHBV) effizient zu synthetisieren. Aerobe Batch-Fermentation im
Labormalfstab unter den Betriebsbedingungen dieser Forschung [Volumen: 3 |; Temperatur: 30,8 °C; Rihren:
400 U/min; pH-Wert: 7,0 = 0,2; geldster Sauerstoff: 100 % Sattigung; Antischaummittel: 10 % (v/v)] erzeugte
nach 60 Stunden maximale Trockenzellgewichtswerte (DCW) (0,56 g Zellen Ly1 ), wéhrend die maximale
PHBV-Ausbeute (360 mg PHBV Ly1 ) nach 16 Stunden auftrat, was fur die Produktion nachhaltig abbaubarer
Biokunststoffe sehr gunstig ist . Dartiber hinaus bestatigten GC-MS- und NMR-Analysen, dass das von B.
megaterium synthetisierte PHBV- Copolymer aus den Monomeren 3-Hydroxybutyrat (3HB) und 3-
Hydroxyvalerat (3HV) besteht . Dartiber hinaus deuten die per TGA (Tonset = 283,1 °C; Tendset = 296,98 °C;
Td = 290,114 °C) und DSC (Tm = yC 155,7 °C; yHf = 19,80 J gy1 ; Xcr = 18,17 %) ermittelten thermischen
Eigenschaften darauf hin, dass es sich um ein thermisch stabiles Biopolymer mit niedrigem Kristallinitatsanteil

handelt, das eine Flexibilitat bietet, die die Formgebung, Anpassung und Anwendung in verschiedenen Industriezweigel

Schliisselworter: Biopolymere; Polyhydroxyalkanoate (PHAs); Polyhydroxybutyrat (PHB); Polyhydroxyvalerat
(PHV); Bacillus megaterium; flissige Gérreste; Fischereibiomasseruckstande

1. Einleitung

Die industrielle Entwicklung hat der Menschheit gro3e Vorteile gebracht, doch viele ihrer Prozesse und
Produkte haben auch negative Auswirkungen auf natirliche Okosysteme und beeintrachtigen die menschliche
Gesundheit und alle anderen Lebensformen. Zu den kritischsten Fallen gehort die Produktion und Verwendung
konventioneller Kunststoffe. Diese erschopfen nicht nur nicht erneuerbare fossile Ressourcen, sondern stellen
aufgrund ihrer Zersetzungsbestéandigkeit auch eine der Hauptquellen der Umweltverschmutzung dar, was zu einer
massiven Ansammlung dieser Schadstoffe in verschiedenen Okosystemen fiinhrt [1].

Wie berichtet wurde [2], stieg die Produktion von Kunststoffen von 1,5 Tonnen im Jahr 1950 auf 250 Tonnen
im Jahr 2010 und auf 400,3 Tonnen im Jahr 2022. Das Aufkommen von Kreislaufkunststoffen , die eine
Zweitverwendung der vorhandenen Kunststoffe ermdéglichen, hat zu einem leichten Riickgang der weltweiten
Produktion um fast 10 % gefihrt [2]. Kunststoffe machen einen gro3en Teil des Abfalls aus, der in terrestrischen
und aquatischen Okosystemen entsorgt wird, wo Mikroplastik und Kunststoffinseln gefunden wurden [3,4].
Berichten aus dem Jahr 2019 zufolge verursachte die Plastikverschmutzung 1,8 Milliarden Tonnen
Treibhausgasemissionen, was 3,4 % der gesamten weltweit erzeugten Emissionen entspricht [5].
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Angesichts dieser Umweltkrise etabliert sich die Produktion von Biokunststoffen, also den griinen
Polymeren der Zukunft, als Alternative zum Ersatz von Petrokunststoffen [ 6]. Diese Polyester werden in
drei Typen eingeteilt [1]: Polymilchsaure (PLA), Polybutylensuccinat (PBS) und Polyhydroxyalkanoate
(PHAS). Letztere sind die einzigen, die auf natiirliche Weise von Bakterien synthetisiert und abgebaut
werden und daher natirliche chemische Verbindungen sind , was ihrer industriellen Produktion einen
héheren Mehrwert verleiht. Schatzungen zufolge wird ihr weltweiter Markt im Jahr 2023 57,8 Milliarden
Dollar erreichen.

Wenn die staatlichen Vorschriften und Richtlinien weiterhin zur Reduzierung von Einwegplastik beitragen, ist es
moglich, dass der PHA-Markt bis 2028 um fast 50 % wéchst, was einem Volumen von 98,5 Milliarden Dollar entspricht
[71.

PHAs sind sekundéare Metabolite einer Vielzahl von Bakterien, Pilzen und einigen Pflanzen, die sie
als Energiereserve produzieren und ansammeln, wenn &ufRere Bedingungen ihr Uberleben erschweren [8].
Diese Biopolymere bergen erhebliches Potenzial , konventionelle, petrochemisch gewonnene Kunststoffe
zu ersetzen, da sie ahnliche physikochemischen Eigenschaften besitzen und gleichzeitig Uberlegene
Eigenschaften in Bezug auf thermische Verarbeitbarkeit und Biokompatibilitat aufweisen. Dies macht sie
sehr geeignet fiir die Herstellung von biomedizinischen, zahnmedizinischen und elektronischen Geréaten
sowie fiir den Einsatz in verschiedenen Sektoren, darunter Bauwesen, Automobilbau, Verpackung und
Landwirtschaft [3,8]. Aufgrund der biologisch abbaubaren und biokompatiblen Eigenschaften von PHAs
erstrecken sich ihre Anwendungsgebiete auf die Herstellung von medizinischen und zahnmedizinischen Geraten.
Dartber hinaus werden Tests entwickelt, um die Geweberegeneration und die Produktion von Mikrokugelchen fiur die
Verabreichung von Medikamenten zu stimulieren [9].

Obwohl eine Vielzahl von Mikroorganismen (mehr als 300 Arten) zur Gewinnung einer grof3en

Bandbreite von Biopolymeren eingesetzt wird , wurden aufgrund ihrer héheren Effizienz und Produktionsraten
nur wenige Bakterien umfassend auf ihre Eignung zur Herstellung von Biokunststoffen untersucht.
Dazu gehoren Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomona aeruginosa, P. putida, Halomonas
sp., Pseudomona fluorescens, P. oleovorans, R. eutropha und Cupriavidus necator [10]. Insbesondere das Bakterium
Bacillus megaterium ist eine hervorragende biologische Maschine zur Herstellung von PHASs, da es Uber ein robustes
Expressionssystem und eine Zellwand ohne Lipopolysaccharide verfugt , was die Freisetzung des von den Bakterien
intrazellular synthetisierten Biopolymers erleichtert [11,12].

Strukturell werden PHAs entsprechend der Zusammensetzung ihrer Monomere in (a) kurzkettige (SCL) PHAs
eingeteilt, die aus Monomeren mit 3 bis 5 Kohlenstoffen bestehen, wie Poly-3-hydroxyvalerat [P3HV] und Poly-3-
hydroxybutyrat [P3HB]; (b) mittelkettige (MCL) PHASs, mit Monomeren von 6 bis 14 Kohlenstoffen, wie das Copolymer
3-Poly-(3-hydroxybutyrat-co-3- hydroxyvalerat), bekannt als [3 3(HB-co-HV] oder [p(3HB-co-3HV] oder PHBV; und (c)
gemischtkettige (MCM), die die beiden vorherigen kombinieren und daher aus Monomeren zwischen 3 und 14
Kohlenstoffen bestehen, wie im Fall von Poly (3HB co-3HV-co-3HHXx). Aus industrieller Sicht stechen PHB und das
Copolymer PHBV [9] hervor. Die Lange der Kohlenstoffkette bestimmt die Zerbrechlichkeit derjenigen mit einer kurzen
oder flexiblen Kette bei mittelkettigen Beispielen [13].

Die Kettenldnge wird in hohem Maf3e von der Art des Substrats beeinflusst, das zur Induktion der
Produktion von PHAs mikrobiellen Ursprungs verwendet wird. Substrate mit einem hohen Kohlenhydratgehalt
stimulieren hauptsachlich die Produktion von SCL-PHA-Polymeren (kurzkettige Polyhydroxyalkanoate) ,
wahrend ein hoher Fettsduregehalt die Produktion von MCM-PHAs stimuliert. Die am besten untersuchten
SCL-PHAs sind jene, die aus P3HB gebildet werden. Um die mechanischen Eigenschaften von P3HB zu
verbessern und seine Anwendungsmdéglichkeiten zu erweitern, wurde die Produktion von Heteropolymeren
wie PHBV untersucht, das aufgrund des Vorhandenseins des 3HV-Monomers in seiner Struktur bessere
Flexibilitatseigenschaften aufweist und so die Eigenschaften von PHB verbessert [9].

Um die Produktion von Copolymeren in Bakterien zu induzieren, werden Kohlenstoffsubstrate
verwendet , die Mischungen aus reinen fliichtigen Fettsduren (VFAs) oder Materialien oder Abwéasser mit
hohem VFA-Gehalt enthalten . Bakterien der Gattung Bacillus synthetisieren Copolymere von PHBV in
Nutzpflanzen , denen eine Mischung aus VFA aus der kontrollierten Hydrolyse von Erbsenschalen,
Apfeltrester , Zwiebelschalen und Kartoffelschalen zugesetzt wurde [14]. Die Autoren fanden heraus, dass

Bacillus cereus EGU43, kultiviert auf Erbsenschalenhydrolysaten, das Copolymer von PHBV mit einem
3HV-Gehalt von 1 % w/w akkumulierte.
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Die Co-Kultur von Pseudomona sp. ST2 und Bacillus sp. CS8 in Kulturmedien mit Essig- und Propionsaure
als Kohlenstoffquelle, erganzt mit Glucose, produziert bis zu 35 % PHBV-Copolymer [15]; wenn eine Mischung
aus Glucose und Propionsaure verwendet wird, produzieren einzelne Stamme mehr PHAs als wenn Glucose als
einzige Kohlenstoffquelle verwendet wird. Mit Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599, geziichtet in Valeriansaure
oder Propionsaure, wird PHBV mit besseren Ertragen im ersten Fall erhalten. Ralstonia eutropha KCTC 2658,
gezuchtet in einer Mischung aus Essig-, Propion- und Butterséaure im Verhaltnis 1:2:2 [16], kann eine PHBV-
Produktion von 50 % des DCW erreichen. Cupriavidus necator, der in Abwasser mit hohem Gehalt an Essig-,
Propion- und Butterséaure geziichtet wird, produziert ohne Zugabe eines exogenen Substrats eine betrachtliche
Menge an PHBV-Copolymer (55 % des DCW) [17]. Kurzlich erzielten Ferre-Guell und Winterburn [18] hohe
Konzentrationen an PHBV-Copolymer, indem sie Haloferax mediterranei in einer Mischung aus Buttersaure und
Valeriansaure unter Zugabe von Tensiden (Tween 80) ziichteten, um die Bioverfugbarkeit des Substrats zu
erhdhen, mit einer Produktivitat von 10,2 mg/L-h bei Batch- Fermentation [18]. Solche Ansétze kdnnen
mdglicherweise die Produktionskosten von PHAs senken und durch die Wiederverwendung von Abféllen
Umweltvorteile bieten.

Obwohl die globale Produktionskapazitét fiir biobasiertes PHA jedes Jahr steigt, ist die industrielle
Produktion von PHA aufgrund seiner Produktionskosten (ca. 4.000 bis 15.000 US-Dollar pro Tonne) begrenzt, die
die Kosten fir Polymere auf Basis fossiler Brennstoffe (ca. 1.000 bis 1.500 US-Dollar pro Tonne) deutlich
Ubersteigen [3]. Der Rohstoff (das Substrat ) macht etwa 50 % der Gesamtproduktionskosten aus [19]; daher wird
die Rentabilitat der PHA-Produktion weitgehend durch die Kosten der Rohstoffe, insbesondere der
Kohlenstoffquellensubstrate, bestimmt. Dies hangt mit der Tatsache zusammen, dass die Ansammlung von PHA
unter aeroben Bedingungen erfolgt und daher ein groRer Teil des Substrats bei der mikrobiellen intrazelluléren
Atmung unter Bildung von CO2 und wasserléslichen sekundéaren Metaboliten verwendet wird . Nur ein Teil der
Kohlenstoffquelle, weit weniger als die Hélfte, wird fir das zellulare Biomassewachstum und die PHA-Ansammlung
verwendet [19].

Daruber hinaus basieren industrielle PHA-Herstellungsprozesse auf Fermentationstechnologie, bei der
teure Substrate (gereinigte Zucker, essbare Pflanzendle usw.) verwendet werden, die zudem Teil des
Haushaltskorbs sind. Daher steht diese Technologie mit der Lebensmittelindustrie in Konkurrenz und verteuert die
Gesamtproduktion von PHAs. Daher besteht ein dringender Bedarf an Kohlenstoffquellensubstraten, die die
Lebensmittelsicherheit nicht beeintrachtigen, wirtschaftlich und erschwinglich sind und fur die nachhaltige Synthese
von PHAs nachhaltig sind [3,20].

Als Kohlenstoffquellen fiir die Produktion von PHAs wurden minderwertige Substrate aus verschiedenen
Produktionssektoren bewertet: der Milchindustrie (Kase/Molke, Molkereiabwésser ), Ol- und Papierfabriken,
landwirtschaftlichen Nutzpflanzen (Olabwésser aus Palmen/Sojabohnen/Obst) und tierischen Abfallen (Hiihner-/
Kuhmist) [3]. Dabei handelt es sich jedoch um Substrate, die vorab behandelt werden missen, um als mikrobielle
Kulturmedien verwendet werden zu kdnnen, was zusatzliche Kosten verursacht. Aus diesem Grund wurde die
Aufmerksamkeit auf die Verwendung von Substraten gerichtet, die einen ersten Nutzen haben, wie die Erzeugung
von Biokraftstoffen, insbesondere fllichtigen Fettséduren (VFA), d. h. Zwischenmetaboliten bei der anaeroben
Vergarung (AD) von Restbiomasse, die fur die Produktion von Biogas verwendet werden [21]. In diesem Sinne
haben die Forscher ihre Aufmerksamkeit auf die Starkung der VFA-Produktion als Nebenprodukt der
Biogasproduktion gerichtet [22]. Kolumbianische Forscher berichteten tiber eine interessante Arbeit, bei der sie zu
diesem Zweck Fischereiabfélle nutzen, mit denen ebenfalls VFA-reiches Gargut gewonnen wird [23].

Der in Kolumbien beheimatete Bacillus megaterium LVNO1 hat die Fahigkeit gezeigt, PHAs aus Restglycerin
der Biodieselindustrie [24], Johannisbrotfriichten [25], Riickstdnden aus der Fique-Verarbeitung (Fique-Saft) [12]
und Frittierdl zu produzieren. In dieser Forschung zeigte B. megaterium LVN1 die Fahigkeit, PHBV aus flissigem
Garrest zu synthetisieren, einem Restsubstrat aus der anaeroben Vergarung von Fischvisieren.

In diesem Zusammenhang brachte die Forschungsgruppe PROBIOM (Produktion, Struktur und
Anwendung von Biomolekulen) der Universidad Nacional de Colombia ihre Forschungserfahrung in
die Produktion von PHAs aus verschiedenen Substraten (Glycerin, Fischsaft, Johannisbrotmark,
Frittierol) ein, um den Abfallen der Fischereiindustrie durch ihre Beteiligung eine zweite Verwendung zu geben.
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Teilnahme am Lizenzprojekt ,Starkung der handwerklichen Fischerei im kolumbianischen Narifio
Pacific im Hinblick auf eine nachhaltige Nutzung der Ressource. Tumaco“. Im Rahmen des Projekts
wurde die erste alternative Verwendung von Fischereiabféllen zur Produktion von Biogas durch die
Environmental Prospective Group der Universidad Nacional de Colombia, Hauptsitz Palmira,
genutzt. PRO- BIOM verwendet den Garrest aus dieser ersten Phase als Hauptsubstrat von B.
megaterium LVNO1 zur Herstellung von PHA.

In Kolumbien liefert die handwerkliche Fischerei jahrlich rund 12.000 Tonnen Fisch auf den nationalen
Markt, das sind 8 % des gesamten Fangs des Landes. Schatzungsweise 45 % des gesamten Fangs der
handwerklichen Fischerei werden zu Abfall [23,26], was zu erheblichen wirtschaftlichen Verlusten fur diesen
Sektor und zu Umweltproblemen im Zusammenhang mit der unzureichenden Abfallentsorgung fuhrt . In
Kolumbien werden die Abfalle von Fischerbooten direkt ins Meer geworfen oder an Land gebracht [23].

Die Teilnahme am Projekt ,Starkung der handwerklichen Fischerei im kolumbianischen Narifio-
Pazifik im Hinblick auf eine nachhaltige Nutzung der Ressource. Tumaco®, zu dessen Zielen unter
anderem die ,Steigerung der Nutzung von Fischereiliberschiissen und -abféallen im Narifio-Pazifik*
gehort, bot eine Plattform fur diese Initiative. Im Rahmen des oben genannten Ziels liegt der Schwerpunkt
zunachst auf der Produktion von Biogas aus Fischereiabféallen durch die Gruppe Environmental
Prospective der Universidad Nacional de Colombia mit Sitz in Palmira. Die Autoren dieser Forschung
(die PROBIOM-Gruppe) verwenden den Garrest, ein Nebenprodukt der Anfangsphase, als Hauptsubstrat
fur das Wachstum von B. megaterium LVNO1 und die mikrobielle Synthese von PHA, wahrend sie einen
neuen, bisher nicht bekannten Abfallstrom erforschen und Fischereiabféllen einen potenziellen Wert
zuschreiben.

2. Materialien und Methoden
2.1. Ethikerklarung

Die Ergebnisse dieser Forschung werden gemaf der Vereinbarung tber den Zugang zu genetischen
Ressourcen und Derivaten Nr. 159, unterzeichnet vom Ministerium fir Umwelt und nachhaltige Entwicklung
und der Universidad Nacional de Colombia, Resolution 0004, 2. Januar 2018, im Rahmen des Projekts
+Produktion und Charakterisierung von Polyhydroxyalkaloaten, die von nativen Stdmmen aus organischen
Abfallen synthetisiert werden “ dargelegt .

2.2. Untersuchungsgebiet und

Bakterienstamm B. megaterium LVNO1 (Code GenBank: QJGY00000000.1) wurde von der
PROBIOM- Gruppe aus Bodenproben isoliert, die in der Gemeinde Guarne (06y16y50yy N und
75y26y37yy W, Departement Antioquia, Kolumbien) gesammelt wurden, und zunachst mit molekularen
(16S rDNA- Sequenzéahnlichkeit), morphologischen und biochemischen Techniken charakterisiert [12].
Die Bakterienkulturen wurden bei y4 yC in Luria-Bertani-Bruhe (LB-Brihe, MERCK, Darmstadt,
Deutschland) mit 20 % Glycerin (v/v) gelagert .

2.3. Kohlenstoffquelle

Als Substrat fiir die Fermentation wurde ein flissiger Riickstand aus der Biogas-Pilotanlage verwendet, die
mit Restbiomasse aus Abféllen der handwerklichen Fischerei betrieben wird. Die Anlage befindet sich in der Stadt
San Andrés de Tumaco auf dem Gelande der Universidad Nacional de Colombia (in Tumaco, Departement Narifio,
Kolumbien). Die Proben wurden von der Forschungsgruppe Environmental Prospective der gleichen Universitat
im Rahmen des Projekts ,Stérkung der handwerklichen Fischerei im kolumbianischen Pazifik von Narifio, hin zu
einer nachhaltigen Nutzung der Ressource"” bereitgestellt.

Dieser flissige Riickstand, bekannt als Gérrest, ist eine wertvolle Quelle fur VFA. Zur Konservierung
wurde er tiefgefroren bei y4 °C gelagert und vor seiner Verwendung im Prozess durch dickes Papier
(PorengrofRe 20 um) gefiltert, um Sedimente gréRer als 20 um zu entfernen . Dieser Schritt erleichterte
die mikrobielle Fermentationsaktivitét in dem mit diesem Substrat angereicherten Medium und
verhinderte eine Verstopfung der Gerétesensoren, in denen der Prozess durchgefiihrt wurde.

Die bromatologische Charakterisierung des Garrestes ergab das Vorhandensein mehrerer
Nahrstoffe, darunter flichtige Fettséuren (59,04 + 0,9 g/L), mit erheblichen Konzentrationen an Essigséure
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(24,49 £ 1,82 g/l), Buttersaure (11,81 + 0,02 g/l) und Isobuttersaure (9,36 + 0,02 g/l).
Diese Zusammensetzung stellt eine potenzielle Kohlenstoffquelle fir B. megaterium dar, die fur diese Forschung
von Interesse ist (Tabelle S1).

2.4. Kulturmedien

Nahragar (Merck, mikrobiologische Qualitat, Darmstadt, Deutschland) bestand aus 5,0 x 10y3 g/l
Pluripepton, 3,0 x 10y3 g/l Fleischextrakt, 8,0 x 10y3 g/l Natriumchlorid und 15,0 x 10y3 g/I Agar mit einem
endglltigen pH-Wert von 7,3 £ 0,2. Luria-Bertani-Briihe (LB-Briihe, MERCK, Darmstadt, Deutschland) bestand
aus 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt und 10 g/l NaCl, wobei der pH-Wert mit etwa 0,2 ml NaOH (5 N) auf 7,0
eingestellt wurde.

Minimale Mediumsalze (MMS) wurden erganzt mit KH2PO4 (1,5 g/L), Na2HPO4 (3,6
g/L), (NH4)2S04 (1,0 g/L), MgS0O4-7H20 (0,2 g/L), Hefeextrakt (0,1 g/L), Restglycerin (20
g/L) als Kohlenstoffquelle und 1,0 mL/L Spurenelementlésung (TE), bestehend aus
FeS04-7H20 (10 g/L), ZnS04-7H20 (2,25 g/L), CuS04-5H20 (1,0 g/L), MgS0O4-5H20
(0,5 g/L), CaCl2-:2H20 (2,0 g/L), NaB40O7-10H20 (0,23 g/L), (NH4)6Mo07024 (0,1 g/L) und
10 mL HCI (35 %), mit einem End-pH-Wert von 7,3 + 0,2.

2.5. Aktivierung des Bakterienstamms und Inokulumpraparation
2.5.1. Aktivierung von B. megaterium LVNO1

Insgesamt 10 pL der zuvor konservierten Zellen wurden 24 Stunden lang bei 37 °C in LB-Briihe
mit 20 % Glycerin auf Nahragarplatten kultiviert . Das Vorhandensein und die Reinheit des
Mikroorganismus wurden mittels Gram-Farbung und Sporenfarbung mit Malachitgriin festgestellt .
Die PHA-Akkumulationskapazitat wurde mittels Nilblau-Farbung verifiziert, die spater in diesem
Artikel beschrieben wird.

2.5.2. Inokulum-Vorbereitung

Eine Kolonie von B. megaterium LVNO1 wurde in 10 ml LB-Briihe resuspendiert und 24 Stunden lang in
einem Orbitalschuttler (Heidolph Unimax 1010 mit Inkubator 1000, Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland) bei 37 °C und 200 U/min inkubiert. AnschlieRend wurde 1 ml des aktivierten Mikroorganismus in
50 ml LB-Kulturmedium verdiinnt. Die Kulturen wurden 6 Stunden lang in einem Orbitalschiittler (37 °C und
200 U/min) inkubiert oder bis die Lésung in jedem Kolben eine optische Dichte bei 600 nm (OD600) von uber
1,0 Einheiten erreichte . Schlie3lich wurde fur das Inokulum eine neue Fermentation mit 100 ml des
Vorinokulums und 200 ml MMS-Medium durchgefiihrt. Die Kultur wurde etwa 24 Stunden lang in einem
Orbitalschuttler bei 37 °C und 200 U/min inkubiert , bis die geschatzten OD600- Werte zwischen 0,1 und 0,3
Einheiten lagen.

2.5.3. Charakterisierung von B. megaterium und Visualisierung des akkumulierten PHA

Das Gram-Farbeprotokoll [27] wurde verwendet, um die Morphologie der Bakterienzellen von B.
megaterium LVNO1 zu identifizieren. Der gefarbte Objekttrager wurde an der Luft trocknen gelassen und
unter einem Mikroskop (Leica DM500, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) beobachtet (Abbildung
S1). Die Sporenfarbung wurde dann unter Verwendung der Shaeffer-Fulton-Methode [28,29] entwickelt;
der Objekttrager wurde 2 Minuten lang mit Safranin bedeckt, gewaschen, trocknen gelassen und unter
dem Mikroskop beobachtet (Abbildung S2). Die Ansammlung von Polyhydroxyalkanoat (PHA) wurde
zunachst mit Nilrot [30] sichtbar gemacht, wobei Kolonien ausgewahlt wurden, die unter UV-Licht (340
nm) eine rot-orange Fluoreszenz zeigten und mdglicherweise als PHA-Produzenten klassifiziert wurden
(Abbildung S3a). Um das Vorhandensein von PHA zu bestatigen, wurden die ausgewahlten Kolonien
anschlieBend nach der Methode von Ostle und Holt (1982) [31] mit Nilblau gefarbt und unter einem
Fluoreszenzmikroskop bei 450 nm (Nikon Eclipse 80i, Tokio, Japan) beobachtet. Dieser Prozess
ermdglichte die Visualisierung der Biopolymergranulate (Abbildung S3b).

2.6. Aerobe Fermentationsprozesse

Die Bioprozesse wurden in einem 7-|-Bioreaktor mit Rihrbehalter (Applikon, ausgestattet mit
zwei Rushton-Propellern und einem EZ2-Biocontroller, Serie 2310110012, Delf, Niederlande)
durchgefiihrt, der im Batch-Modus betrieben wurde. Das anfangliche Arbeitsvolumen betrug 3 | (verdiinnt
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flussiger Garrest, MMS und Inokulum im Verhéltnis 80:10:10) (Abbildung S4). Die Temperatur wurde auf 30,8 °C,
die Rihrgeschwindigkeit auf 400 U/min und die Zeit auf 60 h eingestellt. Zu 300 ml MMS wurden 300 ml des B.
megaterium-Inokulums hinzugefiigt, gefolgt von 2,4 | des Garrests oder der Kohlenstoffquelle. Unter diesen
Bedingungen wurde die anfangliche OD600 des Mediums zwischen 0,1 und 0,3 Einheiten aufgezeichnet. Das
Fermentationsmedium wurde bei einem pH-Wert von 7,0 + 0,2 gehalten (eingestellt mit HCI (MERCK, Darmstadt,
Deutschland) oder NaOH (MERCK, Darmstadt, Deutschland, 1 M, je nach Bedarf) und der geléste Sauerstoff
wurde auf 100 % Sattigung eingestellt, indem wéhrend der Fermentation mehrere Sté3e von extra trockenem
Industriesauerstoff (1 vvm) durch einen 0,22- um-Entluftungsfilter mit einem Sauerstofffluss von 3 I/min injiziert
wurden, um aerobe Bedingungen aufrechtzuerhalten. Zu Beginn jeder Charge und bei Bedarf wurden Tropfen
einer 10 % (v/v) Antischaumlésung aus Silikon (Antioquefia aus der Chemieindustrie, Lebensmittelqualitét,
Kolumbien) hinzugefigt.

Im Rahmen dieser Studie wurden die von Gomez et al. [24] festgelegten optimalen Betriebsparameter fiir
die PHA-Produktion unter Verwendung von B. megaterium LVNO1 und Restglycerin als Kohlenstoffquelle in einem
5--Bioreaktor angewendet, der im Batch-Modus mit einem effektiven Volumen von 3 | betrieben wurde. Der Anteil
des verwendeten Garrestes (Kohlenstoffquelle) wurde aus einer friheren Laborstudie abgeleitet , die die hochsten
Werte von PSC (27,1 mg) und PHA (14,8 mg) nach 36 h wahrend Batch-Fermentationen in 500-ml-Kolben unter
Orbitalschitteln (T: 30 yC, 200 U/min), pH: 7,0 und einem MMS-Garrest-Verhaltnis von 20:80 zeigte.

Die Fermentationskinetik wurde 60 Stunden lang Uberwacht, wobei alle zwei Stunden dreifach Proben (20
ml) entnommen wurden. Das Bakterienwachstum wurde spektrophotometrisch (OD600) gemessen, gefolgt von
der Bestimmung des Trockenzellgewichts (DCW) und der Extraktion von Biopolymeren des PHA-Typs.

Jede Probe wurde 10 Minuten lang bei 4 °C mit 10.000 x g zentrifugiert (Zentrifuge Heraeus Megafuge 16R,
Thermo Scientific, Kalkberg, Deutschland). Die Bakterienpellets wurden zweimal hintereinander mit 20 ml
deionisiertem Wasser gewaschen. Schlie3lich wurden die Granulate in 700 pl deionisiertem Wasser resuspendiert
und bei y4 °C eingefroren, bis sie anschlieRend lyophilisiert wurden (bei 50 °C, 0,01 mBar fur 24 h). Die
gesammelte Bakterienbiomasse wurde bei 60 °C getrocknet (Binder- Ofen Klasse 2.0, Deutschland), bis sie ein

konstantes Gewicht erreichte, und wurde als DCW (Gramm Zellen pro Liter Kulturmedium) angegeben.

2.7. Extraktion und Reinigung von PHA

Das Biopolymer wurde aus der gefriergetrockneten Biomasse nach der Methode von Gomez et al. [24]
isoliert. Die trockene Biomasse wurde mit einer Mischung aus 10 % (v/v) Natriumhypochlorit (NaCIO, Quimicos
JM, Medellin, Kolumbien) und Chloroform (CHCI3) (MERCK, 99 %, Darmstadt, Deutschland) im Verhaltnis 1:1,5
behandelt. Die Probe wurde durch leichtes und schnelles Schiitteln (Vortex) homogenisiert und 3 h bei 40 °C und
200 U/min inkubiert. AnschlieRend wurde sie zentrifugiert (10.000 x g, 10 min, 4 °C), um die Phasen zu trennen.
Die organische Phase, die das PHA enthielt, wurde durch dickes Filterpapier gefiltert. Das Filtrat wurde bei
Raumtemperatur (27 °C) in einer Sicherheitswerkbank (BIOBASE, Modell BBS-DDC, Serie BBS11V1805175D,
Shandong, China, Luftgeschwindigkeit 0,3-0,5ym/s) getrocknet und seine Trockenmasse mithilfe einer Waage
(Shimakzu, Serie AUW220D, Kyoto, Japan mit einem Arbeitsbereich von 220yg bis 1ymg) gemessen.

Zur PHA-Reinigung wurde das Verfahren von Gémez et al. [24] mit einigen Modifikationen befolgt : 500 pL
kaltes (0-4 yC) 70% v/v Methanol (JT Baker, GR, Phillipsburg, NJ, USA) wurden zu jedem Rohrchen mit dem
trockenen Filtrat gegeben, um die Partikel auszuféllen. Die Losung wurde 12 h lang auf 4 yC gekuhlt und dann 10
min lang bei 8000x g und 4 yC zentrifugiert . Das Losungsmittel wurde bei Raumtemperatur (27 yC) in einer
Gasabzugshaube verdampft, um das PHA zuriickzugewinnen.

AnschlieRend wurde das Biopolymer (PHA) nacheinander mit n-Hexan (MERCK, GR, Darmstadt,
Deutschland), Aceton (MERCK, GR, Darmstadt, Deutschland) und Diethylether (Mallinckrodt, 99,9 %, Saint Louis,
MO, USA) gewaschen. Jedes Lésungsmittel (250 pl) wurde tropfenweise zur trockenen PHA-Probe gegeben,
gefolgt von Zentrifugation (8000 x g, 4 °C, 10 min). Der Uberstand wurde verworfen und der Niederschlag 12 h bei
Raumtemperatur (27 °C) luftgetrocknet, um alle Losungsmittelreste zu entfernen. Dieser Waschvorgang wurde 2-
bis 3-mal wiederholt, bis ein fast weil3es PHA erhalten wurde, um dessen Reinheit sicherzustellen.
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Zur Berechnung des PHA-Verhaltnisses auf Grundlage der Menge des kumulierten Trockengewichts,
ausgedriickt als Prozentsatz, wurde die folgende Gleichung verwendet:

PHAWicht
PHA (%) = x 100.
(6) ZellularTrockengewicht

2.8. PHA-Charakterisierung
2.8.1. Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS/SIM)

Die Analyse der Proben erfolgte nach den Richtlinien ISO 12966-2:2017 [32] mit einigen Modifikationen. Als
Referenzstandard wurde Poly(3-Hydroxybuttersaure) (Sigma-Aldrich, Lot: 09217BD-337, St. Louis, MO, USA)
verwendet. Die chromatographische Analyse erfolgte auf einem GC AT 6890 Series Plus (AT, Palo Alto, CA, USA),
gekoppelt mit einem massenselektiven Detektor (AT, MSD 5973), der im SIM-Modus betrieben wurde. Die Injektion
erfolgte im Splitless-Modus (Viny = 2 uL). Die fir die Analyse verwendete Saule war 60 m x 0,25 mm x 0,25 pym
DB-5MS 5%-Ph-PDMS.

2.8.2. Kernspinresonanzspektroskopie (1H-NMR und 13C-NMR)

Es wurde ein 600 MHz NMR-Spektrometer verwendet (Bruker, Avance IIl HD, Stickstoff-
TCI-Kryosonde , Topspin Software v3.6.5, 5 mm-Réhrchen, Billerica, MA, USA). Die Probe wurde
zuvor durch Auflésen von 30 mg Biopolymer in deuteriertem Chloroform (CDCI3) hergestellt, und
700 pL Tetramethylsilan (TMS) wurden als interne Kontrolle verwendet.

2.9. Thermische Eigenschaften von
PHA 2.9.1. Differenzial-Scanning-Kalorimetrie

Bei dieser Analyse wurde ein Q2000-Kalorimeter (TA INSTRUMENTS, New Castle, DE, USA) fur
die Differential-Scanning-Kalorimetrie (DSC) verwendet. Fur die Analyse wurde eine exakt 5,72 mg
schwere Probe (PHA) verwendet. Der Test wurde mit einem Stickstoffstrom als Spiilgas von 50 ml/min
durchgefihrt; anschlieBend wurde das Geréat fir das Material parametriert. Es gab eine Stabilisierungsphase

bei einer Temperatur von 25 °C, wobei mit einer Geschwindigkeit von 10 °C/min auf 200 °C aufgeheizt
wurde .

2.9.2. Thermogravimetrische Analyse Fur

die thermogravimetrische Analyse (TGA) wurde ein thermogravimetrischer Analysator TGA/SDTA851e
(Mettler Toledo, OH, USA) verwendet, der unter Stickstoffatmosphéare mit einer Flussrate von 40 ml/min
betrieben wurde. Eine 10 mg Polyhydroxybuttersaure (PHB)-Probe wurde einem Temperaturbereich
zwischen 30 °C und 800 °C mit einer Rate von 10 °C/min ausgesetzt.

2.10. Analyse und Prasentation der Ergebnisse

Alle im Rahmen dieser Untersuchung durchgefuhrten Tests wurden dreifach durchgefiihrt. Die
Ergebnisse werden sowohl in Tabellen als auch in Diagrammen als Median + Standardabweichung
dargestellt. Zur Gestaltung der Diagramme wurde die Software Sigma Plot Version 10.0 (Systat Software,
Inc.; Chicago, IL; USA) verwendet, und die statistische Analyse wurde in STATGRAPHICS Centurion
Version XVL.II (Statgraphics Technologies, Inc.; The Plains, VA, USA) entwickelt.

3. Ergebnisse

3.1. Fermentationskinetik

Die Verzdgerungsphase der Kultur von B. megaterium (LVNO1) in Géarresten dauerte fast 40
Stunden, wobei die exponentielle Phase zwischen 40 und 66 Stunden auftrat (Abbildung 1). Das System
wurde basierend auf friiheren Laborexperimenten unter denselben Betriebsparametern bis zu 60 Stunden
lang beprobt (Abbildung S5). Die Proben wurden dreifach ausgewertet, um die Genauigkeit der Ergebnisse
sicherzustellen. Aufgrund der Streuung der Daten wurde jedoch festgestellt, dass
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Die Verzdgerungsphase der Kultur von B. megaterium (LVNO1) in Garresten dauerte fast 40 Stunden,
wobei ihre exponentielle Phase zwischen 40 und 66 Stunden auftrat (Abbildung 1). Das System wurde
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16Die optimale Leistung von B. megaterium LVNO1 im Garrest wurde nach 16 Stunden erreicht, mit einer
PHB-Augbeute von 2,7 g PHB g Zelley1 (270 %) und einem DCW von 0,133 g Ly1 (Abbildung 3). Die
Maximalwerte von DCW = 0,563 g Ly, die nach 60 Stunden im Fermentationsprozess von B. megateriyim

mit Garrest erreicht wurden (Abbildung 3), stehen im Gegensatz zur maximalen Produktionsausbeute yon
PHA §360 mg PHBV Ly1), die nach 16 Stunden des Prozesses beobachtet wurde. Zwischen Biomass¢ und
P-E’BV-Produktion ist ein umgekehrter Trend zu beobachten (Abbildung 4).
S 10 .
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Abbildung 2. Von B. megaterium LVNO1 unter Verwendung von Biogas-Garresten angesammeltes
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Die optimale Leistung von B. megaterium LVNO1 im Gérrest wurde nach 16 Stunden mit einer PHB-
Ausbeute von 2,7 g PHB g Zelley1 (270 %) und einem DCW von 0,133 g Ly1 erreicht (Abbildung 3). Die
Maximalwerte von DCW = 0,563 g Ly, die hach 60 Stunden im Fermentationsprozess von B. megaterium mit

ROPFIIRTEH SR WUREARRAITYRAB: iSReN/ R, BRABATATS A HiduadgaIe BRI RReB g8 s
Fusition vRR R HAr 360 meRHBY ib5di IeaeRehiet MrRinAE, S lyagsaCHeS PIREes ses. @R danin SHden: () 5
PEBYFSduRIR ¢ ABRKERIAD- o glyisthie AROMazsfouBElend von PHBV wihrend der Fermentation.

4
400
-3
300 -
£ $ g
- B -
§ =
€ 2004 2
o
] F2
> % a3
@
X ° -
o
1 - ®..9
00 e
.e -1
- ®
0 . *
* *>
B Y PHBV content
¢ Toa, P e i g
> T T * T T 1 T +0 ¢ pew
0 10 20 30 40 50 60 70
Fermentation time (h)
Appl. Microbiol. 2024, 4, ZUR BEWERTUNG DURCH FACHPERSON 10

Altoilehg rsgzavdeltwachstdin dof Bezwgnau efaiduory Boumegate riliadaV/dlddstkultiviert in Biogas-Géarresten vs.
PHBX coididkitior{\(\/3 B;11:t660 DO /dhimifT; 30.30°8 i pia)7,0).

18 -
-

16 4

14 4
2" :
~ * T ~
B 10 T
= ~—

~_ ¢
8 - TN -
~—
i
6 -
-
4 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Recovered PHBV (mg)

ARBHARY A BRI WIS YRR B CIPEAE M (NI AAKGE e M 85 S BiPSaS YRBfo 2R%Nlage,
SenpMngrés. Henagado6 8/; & Be: lsoR04diMinimin:3P:80,8 °C, pH 7,0).

3.3. PHBV-Charakterisierung
3.3. PHBV-Charakterisierung

3.3.1. Gaschromatographie mit massenselektivem Detektor (GC-MS)

3.3.1. Gaschromatographie mit massenselektivem Detektor (_GC-MS? ) .
Die Struktur von PHBV wurde zunéchst durch Derivatisierung (Methanolyse) ermittelt. Die Struktur von
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ﬁﬁg‘étgﬁémﬁégg‘@?ﬂﬁlg/%@”dung S6). Ein weiteres Signal mit geringer Intensitat bei 13,8 min erfordert eine

(Abbildung S6). Ein weiteres Signal mit geringer Intensitat bei 13,8 min erfordert eine zusatzliche
Massenanalyse. Dariiber hinaus wird ein weiterer Peak bei 10,991 min beobachtet, der den in der
Analyse verwendeten internen Standard darstellt, d. h. Benzoes&ureester. Das Vorhandensein dieses
internen Standards ist unerlasslich, um die Genauigkeit der Quantifizierung und die Konsistenz der Ergebnisse zu gewz

3.3.2. Kernspinresonanz-NMR
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3.3.2. Kernspinresonanz (NMR)
Um die aus der GC-MS-Analyse abgeleitete chemische Struktur des PHA zu bestétigen, wurde

NMR-Spektroskopie (1H-NMR und 13C-NMR) verwendet. Die Analyseergebnisse zeigten das Copoll g‘f\ser,
Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (PHBV), das aus den Monomeren 3HB und 3HV besteht
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(Abbildung 6), was in voller Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der GC-MS-Analyse steht.
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Dariiber hinaus wird ein weiterer Peak bei 10,991 min beobachtet, der den in der Analyse
verwendeten internen Standard, d. h. Benzoeséureester, darstellt. Das Vorhandensein dieses internen
Standards ist unerlasslich, um die Genauigkeit der Quantifizierung und die Konsistenz der Ergebnisse zu gewahrleis

3.3.2. Kernspinresonanz ((é\ﬁMR)
Zur Bestatigung der aus der GC-MS-Analyse abgeleiteten chemischen Struktur des PHA wurde
Abblldung 5. Gas% %ato r hle Massens ekt ometr| %GC MS): ?A) Chrorglato gramm rkommer2|ellen
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Abbildung 6. Chemlsche Struktur des PHBV-Copolymers. PH3B: Poly(3 Hydroxybuttersaure); PHV: Poly (3-Hydroxyvaleriansaure);
Abﬁik‘{}“ﬂgly‘?sﬁ oxy uggrssaturr%kég r3 é%rlgg\l?a\/enaggau%m%r ofunorxg%oﬂr%gerro é%ﬁel te%r%aléﬁ)b PJ' ¥ P%lY-i()? d:
Hygroxyvalenansaur PHBV Poly( Hydroxybuttersaure-co 3 -Hydroxyvaleriansaure); n: Wiederholung
monomerer Einhietten: a CH; b: CH2; ¢: CH2; d: CH3; e: CH3; a'; CH; b': CH2.

Das 1H-NMR-Spektrum (Abbildung 7) zeigte charakteristische Signale der PHBV-Verbindung
(Tabelle 1). Einige Verschiebungen sind typisch fiir die beiden Monomere (3HB und 3HV). Diejenigen, die
den Unterschied zwischen den beiden Untereinheiten markieren, erscheinen jedoch bei y 1,73-1,78 ppm,
y 1,38 ppm und y 1,00 ppm.

Tabelle 1. Charakterisierung von Protonen 1H-NMR.

Art des Protons Chemische Verschiebung y (ppm)
'A und ein Methin (-CH-) in PHV und PHB 5.356 und 5.363
B’ und B Methylen (-CH2 ) in PHV und PHB 2,59-2,57 und 2,69-2,73
c Methylen (-CH2 ) in PHV 1,73-1,78
D Methyl (-CH3 ) in PHB 1,38
t Methyl (-CH3 ) in PHV 1,00

Das 13C-NMR-Spektrum (Abbildung 8) zeigt die chemischen Verschiebungen der Signale, die
den verschiedenen Arten von Kohlenstoffatomen entsprechen, die in der Struktur des durch
Fermentation von B. megaterium LVNO1 erhaltenen Biopolymers vorhanden sind. Durch Vergleich
dieser Signale (C=0 y 169,18 ppm; CH y 67,63 ppm; CH2 y 40,80 ppm; und CH3 y 19,77 ppm) mit
denen des kommerziellen PHBV-Spektrums und denen, die von anderen Autoren fiir PHB [24,33]
berichtet wurden, kann gefolgert werden, dass B. megaterium LVNO1 hauptsachlich PHB anreichert,
was erhebliche Auswirkungen auf verschiedene biotechnologische und 6kologische Anwendungen hat.
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3.4. Bestimmung der thermischen Eigenschaften

Die thermischen Eigenschaften des von B. megaterium produzierten PHBV wurden mittels Differenzial-
Scanning-Kalorimetrie (DSC) und Thermogravimetrie (TGA) unter einer Stickstoffatmosphére analysiert.

Die thermische Stabilitét des erhaltenen Biopolymers wurde durch thermogravimetrische Analyse
ermittelt. Basierend auf den thermogravimetrischen (TG) und abgeleiteten (DTG) Kurven (Abbildung 9)
wird gefolgert, dass das erhaltene PHBV eine einzige Zersetzungsstufe in einem kontinuierlichen und
gleichméaRigen Prozess aufweist. Das TG-Kurvenprofil (Abbildung 9A) zeigt, dass es sich im
Temperaturbereich von 35,0 bis 254,540 °C um ein thermisch stabiles Copolymer handelt, das nach
23,58 min einen Td 1 % von 266,2 °C erreicht (die Temperatur, bei der ein Gewichtsverlust von 1 %
auftritt). Es setzt sich mit der Zeit mit geringfigigen Massenverlusten fort, bis ein Td 10 % von 280,9 °C erreicht wir
AnschlieRend beginnt das Material zu zerfallen, mit einer anfanglichen Zersetzungstemperatur Td (Tonset) von
283,1 °C und einer endgultigen Zersetzungstemperatur (Tendset) von 296,98 °C. In diesem Temperaturbereich
und in nur 2 Minuten verliert die Verbindung etwa 72 % ihres Gewichts, mit einer maximalen Td von 290,114 °C,
bei der die maximale Zersetzungsrate erreicht wird (Abbildung 9B). Im Tendset wird ein Gewichtsverlust von 86 %
beobachtet, und im Temperaturbereich von 253,376 °C bis 308,084 °C gehen etwa 90 % der Masse verloren .

B
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Abbildung 8. 13C-NMR-Spektrum, entsprechend der von B. megaterium LVNOL1 in flissigem Garré$f0
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Abbildung 9. Kurven des Thermogramms (TG) (A) und seiner Ableitung (DTG) (B) der von B.
megaterium LVNO1 aus Biogas-Garresten synthetisierten PHBV-Probe.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen von Gémez et al. (2020), die fir von B. megaterium unter
Verwendung von Restglycerin als Substrat synthetisiertes PHB einen Td von 266,2 °C und einen Gewichtsverlust
von 97,7 % im Temperaturbereich von 230 °C bis 300 °C berichteten [24], kann der Schluss gezogen werden,
dass B. megaterium seine biochemische Batterie anpasst, um Biogasgarreste zu verstoffwechseln, und dabei ein
PHA mit besseren physikalischen Eigenschaften produziert als das von den Bakterien unter Verwendung von
Restglycerin synthetisierte. In diesem Zusammenhang ist die thermische Stabilitat des Materials besonders wichtig,
die mit dem Td verbunden ist . PHAs mit niedrigen Schmelztemperaturen und/oder héheren thermischen
Stabilitatswerten sind wiinschenswerter [34]. Der deutliche Unterschied zwischen den flr das von B megaterium
synthetisierte PHA aufgezeichneten Td- Werten im Hinblick auf Biogas- Garreste (Td = 290,114 °C) und
Restglycerin (Td = 266,2 °C) lasst uns auf das Vorhandensein zweier unterschiedlicher chemischer Strukturen
schlieRen , was die Ergebnisse von GC-MS und NMR erganzt.

In jedem Fall liegt der Td-Wert (290,114 °C) des untersuchten PHBV uber den in der Literatur fir
PHB berichteten maximalen Td- Werten: 220 °C [34], 252 °C [35] und 280 °C [36], um nur einige zu
nennen. Obwohl er diese Werte Uiberschreitet, liegt er andererseits ndher an den fir PHBV berichteten
Td- Werten : 279,236 °C [34], 285,9 °C [37] und 286 °C [37], um nur einige zu nennen.

Die DSC-Analyse des von B. megaterium LVNO1 aus dem Biogas-Géarrest synthetisierten Biopolymers ergab
drei exotherme thermische Ereignisse (Abbildung 10). Die beiden bedeutendsten haben Schmelztemperaturen
von Tm1l = 143,01 yC und Tm2 = yC 155,7 yC sowie Fusionsenthalpien von (yHf) = 1,541 J g-1 und (yHf) = 19,80
J g-1 . Diese Ergebnisse stimmen mit denen anderer Studien Uberein; beispielsweise gewannen Abbasi et al. [38]
PHBYV durch Fermentation von Milchviehmist mit gemischten mikrobiellen Konsortien (MMC) mit 3HV-Gehalten
zwischen 16 % und 24 % und berichteten, dass einige der extrahierten PHBV zwei Schmelztemperaturen (Tm)
aufwiesen; Die niedrigste Tm1-Temperatur lag zwischen 126,1 °C und 159,7 °C, und die hdchste Tm2-Temperatur
schwankte zwischen 152,1 °C und 170,1 °C.
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Die Autoren Abbasi et al. [39] weisen darauf hin, dass das Vorhandensein von
Isomorphiephdnomenen zum Auftreten von zwei Schmelzspitzen fiihren kann [38—40]. Da PHBYV eine
teilkristalline Struktur hat, haben Kristalle mit h6herem HV-Gehalt ein hdheres amorphes Phasenverhéltnis
und schmelzen daher beim Erhitzen zuerst (Tm1). In Kristallen mit geringerem HV-Gehalt ist das
Kristallinitatsverhaltnis hdher, sodass die Kristalle bei einer héheren Temperatur (Tm2) schmelzen [39,41].

Der Kiristallinitatsgrad Xcr (%) wurde aus den im
kalorimetrische Kurve (DSC) mit der Gleichung:

yH f

Xcr(%) =100 x  ——
yHTY

Wo:

yHf: Fusionsenthalpie von PHB, das von B. megaterium LVNO1 produziert
wird; yHf: Fusionsenthalpie von reinem PHB, &quivalent zu 109 J gy1 [42].

Die mit dem signifikantesten Ereignis verbundenen Berechnungen ergaben einen Xcr-Wert von
18,17 % fir das unter den Betriebsparametern dieser Untersuchung erhaltene PHBYV, der niedriger ist
als der fur das von der gleichen Art (B. megaterium LVNOL1) aus Restglycerin synthetisierte Biopolymer
(PHB) , das einen Xcr-Wert von 35,7 % erreichte [24]. Andere Autoren haben Xcr- Werte fir PHB im
Bereich von 30 % bis 60 % angegeben [43-45].

4. Diskussion

Die Maximierung der Produktion von PHA-artigen Biopolymeren durch die mikrobielle Biofermentation
verschiedener Substrate ist zu einem entscheidenden Forschungsgebiet geworden angesichts der
wachsende Nachfrage nach nachhaltigen Alternativen fur die Produktion von Kunststoffen. Diese
Bioindustrie sucht nach umweltfreundlichen und wirtschaftlich tragfahigen Prozessen, die mit der
erdblbasierten Kunststoffindustrie konkurrieren kdnnen [46]. Das Hauptproblem bei der kommerziellen
Entsorgung von Biokunststoffen sind die hohen Produktionskosten, zu denen die Rohstoffe erheblich
beitragen [20,46-48]. Vor diesem Hintergrund haben sich Forscher der Suche nach wirtschaftlichen und
nachhaltigen Substraten, insbesondere Restbiomasse, zugewandt , die einen industriellen Prozess
rentabel machen.
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In dieser Forschung wurde die Ausnutzung der Fahigkeit von B. megaterium LVNO1, verschiedene
Substrate Uber verschiedene Wege zu metabolisieren [12,24,49-52], als wichtig fur die Bewertung von
Biogas-Garresten erachtet , einem Nebenprodukt der anaeroben Vergérung der Abfallprodukte der
handwerklichen Fischerei. Dies wurde bisher nicht untersucht; oder zumindest wurde dartiber noch nicht im
gleichen Sinne berichtet wie in dieser Forschung.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Biogasgarreste, ein Substrat aus Resten, das reich an flichtigen
Fettsauren ist, ein hervorragendes Substrat fiir das Wachstum von B. megaterium und die Produktion
von Biokunststoffen des PHA-Typs sind. Die Dynamik des Zellwachstums (Abbildung 1) unter den
Betriebsbedingungen dieser Arbeit zeigt den Vorteil von Biogasgarresten gegeniiber Restglycerin , einem
anderen Substrat, das unter ahnlichen Bedingungen bewertet wurde. Wie beobachtet wurde, dauert die
adaptive Phase von B. megaterium (LVNO1) im Garrest 40 Stunden, fast doppelt so lange wie die
berichtete Zeit (24 Stunden) fir denselben mikrobiellen Stamm in Restglycerin [50]. Sobald die spate
stationdre Phase oder exponentielle Phase erreicht ist, beginnt der mikrobielle Stoffwechsel von B.
megaterium normalerweise mit der Ansammlung von PHA [53]. Die Akkumulationsreaktion kann jedoch
je nach Art des Substrats variieren [54]. Wenn es sich bei dem Substrat um Garreste handelt, steigt die
Effizienz der PHBV-Akkumulation (360 mg PHBV Ly1 in 16 Stunden) in friheren Phasen. Dies kann auf
die Stressbedingungen zurlickgefiihrt werden, denen es ausgesetzt ist [54], wenn man bedenkt, dass
Garreste ein ziemlich komplexes Substrat sind. Die optimale Leistung von B. megaterium (LVNO1) in
Garresten wurde nach 16 Stunden erreicht. Im Gegensatz dazu zeigten Gémez et al., dass B. megaterium
(LVNO1) in Restglycerin 48 Stunden bendtigt, um eine Ausbeute von 137,5 g PHB Ly1 mit einem DCW
von 58,1 mg PHB gcelly1 zu erreichen ; nach dieser Zeit nehmen diese Parameter drastisch ab [49].

Es wurde hervorgehoben, dass im Garrest die DCW-Werte hoher sind und die Bakterienzellen in
kurzer Zeit eine gréRBere Menge PHBV pro Gramm Biomasse ansammeln . Die ausgezeichnete
Speicherkapazitat des Biopolymers ist besonders nach den ersten 24 Stunden der Inkubation deutlich und
bleibt bis 32 Stunden auf relativ hohem Niveau (Abbildung 2). In Ubereinstimmung mit den Berichten
anderer Autoren wird daraus geschlossen, dass die erste Phase der Fermentation eine Phase der
anfénglichen Anpassung ist, in der sich die Bakterien vermehren und ihre Biomasse erhdhen, bevor sie
beginnen, PHA effizient zu synthetisieren und anzusammeln [53,55-57].

Die Ergebnisse stiitzen die Annahme, dass die mikrobielle Kinetik stark von der chemischen
Beschaffenheit der Kohlenstoffquelle beeinflusst wird. Im Gegensatz zu Restglycerin ist der Garrest eine
komplexe Mischung organischer Verbindungen, die Fettsduren und andere Nebenprodukte der anaeroben
Vergarung von organischem Material enthalt. Diese Komplexitat kdnnte bedeuten, dass B. megaterium
(LVNO1) eine langere Zeit bendtigt, um sich an das Medium anzupassen und die verfiigbaren Néhrstoffe zu
assimilieren, um effizient zu wachsen, was seine verlangerte Wachstumskinetik erklart. Dariiber hinaus wird
in den frihen Stadien der Fermentation ein schnelles Bakterienwachstum (héherer DCW) beobachtet, bevor
die Bakterien der PHBV-Synthese den Vorzug geben. Diese inverse Beziehung (Abbildung 4) zwischen
Biomasse und PHB-Produktion folgt dem Trend, den andere Autoren fir B. megaterium aus anderen
Substraten berichtet haben [11,24,50,58].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Lag-Phase (Adaptionsphase) bei der Fermentation eine
entscheidende Rolle spielt, da sie wichtig ist, damit der Mikroorganismus seinen Stoffwechsel aktivieren und
die Nahrstoffe im Kulturmedium optimal nutzen kann . In komplexen Substraten wie Géarresten benétigt B.
megaterium lange Akklimatisierungszeiten, bevor es optimales Wachstum erreicht, wahrend es sich in
einfachen Substraten schnell vermehren kann. Diese Informationen sind fiir die Gestaltung und Optimierung
von Fermentationsprozessen von entscheidender Bedeutung, da die mikrobielle Adaptionszeit in Bezug auf
das Substrat die Produktivitat und Effizienz des Prozesses erheblich beeinflussen kann [21]. In dieser
Forschung konnte B. megaterium wahrend der ersten Stunden des Bioprozesses (16—32 Stunden) PHBV
synthetisieren und akkumulieren, wobei Biogasgarreste als Kohlenstoffquelle verwendet wurden, was fiir
eine effiziente industrielle Produktion vielversprechend ist. Gleichzeitig kénnte es die Abhangigkeit von Ol,
einer nicht erneuerbaren Ressource, und von teuren und weniger nachhaltigen Kohlenstoffquellen wie
landwirtschaftlichen Nutzpflanzen verringern [59-63].

Die chemische Charakterisierung des von B. megaterium aus Biogas-Garresten synthetisierten
Biopolymers erfolgte mittels Gaschromatographie mit einem massenselektiven Detektor (GC-MS) und
Kernspinresonanzspektroskopie (1H-NMR und 13C -NMR).
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Die in dieser Untersuchung erzielten Ergebnisse zeigen die Fahigkeit von B. megaterium,
PHBV aus verschiedenen Substraten durch Fermentationsprozesse zu produzieren. Das
Chromatogramm (GC- MS) des Polymerextrakts (Abbildung 5) wurde mit dem des kommerziellen
PHBV- Standards verglichen. In beiden Fallen wurden zwei Hauptspitzen mit Retentionszeiten
(RT) von 10,9 min und 14,6 min beobachtet, die tiber die GC-MS-Datenbank als 2-
Butensauremethylester bzw. Methylester der 3-Hydroxybuttersaure identifiziert wurden, die fir das 3HB ch
Monomer.

Der Peak mit niedrigerer Intensitét, der bei 14,1 min auftrat, wird dem Methylester der 2-Pentansaure
zugeschrieben, der typisch fir das 3HV-Monomer ist und vom Datensystem des Teams mit einer Qualitat von
97 % identifiziert wurde (Abbildung S6). Diese entstehen durch Methanolyse von 3HB, was zu C4-Estern fuhrt,
und 3HV, was zu C4- und C5-Estern fuhrt [33]. 2-Butenséure, 3-Hydroxybuttersédure und 2-Pentanséure sind
ebenfalls Nebenprodukte des thermischen Abbaus von PHBV [64]. Die liber GC-MS erhaltenen Informationen
stiitzen das vorherrschende Vorkommen von Polyhydroxybuttersaure und, in geringeren Anteilen,
Polyhydroxyvalerianséaure in den Extrakten von B. megaterium.

Mithilfe der Kernspinresonanzspektroskopie konnten wir die chemische Struktur des von B.
megaterium LVNO1 im Rahmen einer batchweisen aeroben Fermentation mit Kohlenstoffquellen-
Biogas-Garresten synthetisierten Biopolymers aufklaren. Die 1H-NMR- (Abbildung 7) und 13C-NMR
-Spektren (Abbildung 8) der gereinigten PHBV-Probe und des reinen Standards waren &hnlich und
zeigten sieben typische Signale des Poly(3-Hydroxybutyrat-co-3-Hydroxyvalerat)-Copolymers
zwischen 0,75 ppm und 5,50 ppm, die mit den chemischen Verschiebungen (y) der 3HB- (3-
Hydroxybutyrat) und 3HV- (3-Hydroxyvalerat)-Untereinheiten des Copolymers PHBYV in Zusammenhang steh

Die H-NMR-Signale weisen auf das Vorhandensein charakteristischer funktioneller Gruppen beider
monomeren Fraktionen (3HB und 3HV) hin, d. h. ¥ = 5,356-5,363 ppm (a und a'), was die Protonen der
Methingruppe (-CH) betrifft, und y = 2,57-2,59 ppm und y = 2,69-2,73 ppm (b und b'), was den Protonen der
Methylengruppe (CH2) entspricht. Insbesondere weist die 3HB- Untereinheit ein y = 1,25-1,26 ppm auf, das zur
Methylgruppe (CH3) gehort (c). Andererseits fihrt 3HV zu Verschiebungen bei § = 1,73-1,78 ppm (d) und y =
1,0 ppm (e), die es uns ermdglichen, auf die Resonanz der Methylen- (d) und Methylprotonen (e) in der
Seitenkette (Ethyl) zu schliel3en.

Diese letzten Verschiebungen markieren den Unterschied zwischen den Monomeren (HV und HB) und bestéatigen
das Vorhandensein von PHBV. Die Ergebnisse dieser Untersuchung stimmen mit denen Uberein, die von
anderen Autoren fir das PHBV-Copolymer berichtet wurden [39,65-70].

Die Ergebnisse der 13C-NMR-Analyse stimmen mit denen der 1H-NMR Uberein (Abbildung
7). Das 13C-NMR-Spektrum zeigt Signale, die die nicht Aquivalenten Kohlenstoffatome in jedem
Monomer identifizieren. Fir HB wurden Kohlenstoffverschiebungen bei 19,65 ppm, 40,68 ppm
und 67,52 ppm beobachtet, die den Methyl- (-CH3), Methylen- (-CH2-) bzw. Estergruppen (-O—
CH-) entsprechen. Insbesondere fur HV wurden die Signale der beiden Methylengruppen (-

CH2-) bei 26,74 ppm und 30,82 ppm beobachtet. In diesem Monomer verschob sich der Peak,

der der Estergruppe (—-O—-CH-) entspricht, auf 71,90 ppm. SchlieBlich wird fiir beide Monomere (3-

HB und 3-HV) eine Resonanz bei 169,14 ppm der Kohlenstoffatome der Carbonylgruppe (-C-) angezeigt.
Diese Daten stimmen mit den von anderen Forschern berichteten Daten tberein [38,39,56,69] und

ermdglichen es uns, das Vorhandensein des PHBV-Copolymers im Polymerextrakt von B. megaterium zu bestimmen.

Die chemische Charakterisierung des B. megaterium-Biopolymers stimmt mit den
Merkmalen Uberein, die aus der Analyse der thermischen Eigenschaften des Biopolymers
mittels TGA (Abbildung 9) und DSC (Abbildung 10) abgeleitet wurden. Die Werte der thermischen
Eigenschaften (Tm = 153 °C und Td = 290,14 °C) des von B. megaterium aus Biogas-Garresten
produzierten PHBV liegen im Bereich der von Wang et al. [71] gemessenen Werte , die drei von
Ralstonia eutropha aus Lavulinsaure synthetisierte PHAs analysierten . Die Forscher ermittelten
Schmelztemperaturen (Tm) von 101,93 °C, 150,18 °C und 172,05 °C sowie thermische
Zersetzungstemperaturen (Td) von 284,4 °C, 298,3 °C und 263,4 °C fur PHB mit 0 %, 0,16 % bzw. 53 %
Der Prozentsatz der Kristallinitat (% Xcr) = 18 des untersuchten PHBV unterschied sich jedoch
deutlich von den flr PHB berichteten Werten mit 0 % (% Xcr = 61,44 %), 0,16 % (% Xcr = 50,34
%) und HV 53 % (% Xcr = 51,92 %). Dennoch sind die Ergebnisse dieser Untersuchung in Bezug
auf diesen Parameter auch mit denen von Abbasi et al. vergleichbar, die fiir eine Reihe von durch
Fermentation hergestellten PHBV Xcr-Werte iber DSC zwischen 16,6 % und 29 % berichteten [39]. In
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Ihrer Untersuchung zufolge wies das PHBV mit dem niedrigsten 3HV-Gehalt (0,16) das héchste Xcr (29 %) auf.
Abbasi et al. [39] und andere Forscher [71] kamen aus ihrer Studie zu dem Schluss, dass der
Kristallinitdtsgrad und der Schmelzpunkt des Biopolymers mit dem HV-Gehalt im Polymer abnehmen,
was mdglicherweise zu einer Verbesserung der Duktilitat und Flexibilitat des Polymers fihrt.

Das im Rahmen dieser Forschung hergestellte Biopolymer weist thermodynamische
Eigenschaften auf, die es von der PHB-Struktur unterscheiden und es naher an die PHBV-Linie
heranfiihren. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu beachten, dass ein Copolymer wie PHBV
laut Literatur einen niedrigeren Schmelzpunkt und eine héhere Flexibilitat aufweist als das PHB-
Homopolymer [72]. Die geringere Kristallinitat und der niedrigere Schmelzpunkt von PHBV aus B.
megaterium deuten auf einen nennenswerten Anteil von HV mit einer flexibleren Strukturordnung hin.
Dies steht im Einklang mit der Charakterisierung kurzkettiger Biopolymere, die bekanntermaflen eine geringere Kristallinitat und
niedrigere Schmelzpunkte aufweisen, wodurch sie als Elastomere klassifiziert werden und eine Bruchdehnung von tiber 100 %
aufweisen [73,74].

In dieser Studie zeigte B. megaterium LVNO1 seine effiziente Fahigkeit, PHBV aus Biogas-Garresten,
einem Substrat, das reich an fliichtigen Fettsauren ist, in nur 16 bis 24 Stunden Fermentationszeit zu
produzieren. Dies ist vielversprechend fiir die industrielle Produktion von Biopolymeren, da PHBV nicht nur
geeignete physikalische Eigenschaften fur den Einsatz in verschiedenen Industriebereichen aufweist, sondern
auch einen hohen Grad an biologischer Abbaubarkeit hat, was es fiir die pharmazeutische Biopolymerindustrie
sehr attraktiv macht .

Die physikalischen Eigenschaften von PHBV aus B. megaterium hangen eng mit den
biologischen Abbaubarkeitseigenschaften und der Zersetzungsfreundlichkeit von PHAs zusammen.
Diese Abbauprozesse werden durch die spezifische chemische Zusammensetzung des Polymers
und die umgebenden Umweltbedingungen beeinflusst. Der Abbau von Objekten aus PHAs kann laut
Berichten sehr unterschiedlich lange dauern und von einigen Monaten in Boden mit stabilen
Temperaturen bis zu einigen Jahren in Meeresumgebungen reichen. Es ist zu beachten, dass
bestimmte Arten von PHASs, wie Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), in ihrer Kristallinitat
deutlich beeintréachtigt werden, was ihre Abbaugeschwindigkeit moduliert [75].

Das Potenzial des aeroben Fermentationsprozesses mit dem B. megaterium-System unter Verwendung
von Biogas-Garresten wird durch die Verwendung eines wirtschaftlichen Substrats fur die Herstellung von
Biopolymeren des PHA-Typs, insbesondere PHBYV, gestéarkt. Die Hauptvorteile der Verwendung von Garresten
liegen in ihrer Verfugbarkeit und ihren geringen Kosten, wenn man bedenkt, dass es sich um ein Nebenprodukt
des Biogasherstellungsprozesses aus Restbhiomasse der handwerklichen Fischereiindustrie in Tumaco,
Kolumbien, handelt. Neben dem wirtschaftlichen Vorteil gibt es positive Auswirkungen auf Umwelt und
Gesellschaft: Erstens stellen Garreste Alternativen zu Kunststoffen auf Erddlbasis dar, die bei ihrer Herstellung
erhebliche Umweltverschmutzung verursachen und eine nicht erneuerbare Ressource verbrauchen; zweitens
werden Fischereiabfélle (Fischeingeweide) zur Herstellung von Biogas verwendet und dann werden aus dem
Restabwasser (Garreste, die reich an fliichtigen Fettséuren sind) Biopolymere des PHA-Typs hergestellt. Mit
diesem Ansatz wird die Verschmutzung durch Fischereiabfélle vermieden, die oft ins Meer geworfen werden.
All dies wird in einer Bioraffinerieumgebung durchgefiihrt und tragt dazu bei, den Mehrwert der Produktionskette
der handwerklichen Fischerei in Gemeinden, die unter schwierigen Bedingungen leben, sowie die
Kreislaufbiobkonomie der Biogasproduktion zu steigern.

In Bezug auf die Nachhaltigkeit des Substrats ist es wichtig zu erwahnen, dass die handwerkliche
Fischerei im kolumbianischen Pazifik grole Mengen an Abfall erzeugt, der eine wertvolle Quelle
erneuerbarer organischer Stoffe fir die effiziente Produktion von PHBV durch Fermentation mit B.
megaterium darstellt. Somit kénnten die Rohstoffkosten fiir die grof3 angelegte PHBV-Produktion
erheblich gesenkt werden, was wichtige Auswirkungen in Bezug auf die Wirtschaftlichkeit und die
Okologische Nachhaltigkeit hétte.

5. Schlussfolgerungen

Flussiger Garrest, ein Nebenprodukt der Biogasproduktion durch anaerobe Vergérung von
Restbiomasse aus der handwerklichen Fischereiindustrie, ist ein erneuerbares Sekundarsubstrat,
das sich fur die Kultivierung der einheimischen kolumbianischen Bakterien B. megaterium LVNO1 eignet und
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Synthese von Biopolymeren des PHA-Typs, insbesondere des Copolymers Poly(3-
hydroxybutyrat- co-3-hydroxyvalerat) (PHBV).

Unter den Betriebsbedingungen dieser Forschung produziert das B. megaterium-
Garrestsystem in nur 16 Stunden nennenswerte Mengen PHBV mit PHBV-Produktivitaten
von 360 mg/L-h, was den Fischereirtickstanden (Fischeingeweiden) einen weiteren Wert
verleiht. Im Rahmen der Kreislaufwirtschaft konnte dies die Biogas-Bioindustrie starken und
der Produktionskette der handwerklichen Fischerei in Kolumbien einen Mehrwert bieten.
Analysen des PHBV-Copolymers zeigen, dass es sich um ein thermostabiles, flexibles Polymer han
In Kombination mit seiner biologischen Abbaubarkeit deutet dies auf seine potenzielle Nitzlichkeit in
einer Vielzahl von industriellen Anwendungen hin. Es sind jedoch weitere Untersuchungen
erforderlich, um die prozentualen Anteile des HV-Monomers an der PHBV-Polymerstruktur zu
bestimmen, sowie erganzende Untersuchungen, um optimale Bioprozessablaufe zu etablieren.

Ergénzende Materialien: Die folgenden unterstiitzenden Informationen kénnen unter https://www. heruntergeladen
werden. mdpi.com/article/10.3390/applmicrobiol4030072/s1: Abbildung S1: Gram-Farbung von Bacillus megaterium, 24 h
in Luria-Bertani-Brihe inkubiert; Abbildung S2: Beobachtung geféarbter Sporen von Bacillus megaterium-Wildtypproben,
die unter Stressbedingungen (44 °C) auf Nahragar geziichtet wurden, bei 100-facher VergréRerung ; Abbildung S3:
Beobachtung des Wachstums von Bacillus megaterium -Wildtyp, der an Garreste aus dem homogenen Tank der
Biogasanlage in Tumaco angepasst ist, unter dem Fluoreszenzmikroskop (y = 510-560 nm) . A.

Wachstum auf Nilrot-Agar, B. Nilblau-Farbung; Abbildung S4: Laborversuche zum Wachstum von B.
megaterium in Garresten unter den folgenden Bedingungen: pH 7,0, Temperatur: 30,8 °C, Rithren 200 U/min
und drei Garrest: MMS-Verhéaltnisbedingungen 100:0, 80:20, 50:50; Abbildung S5: Wachstumskurve im
Labormaf3stab von B. megaterium LVNO1 in Biogasgarresten, Betriebsbedingungen: 10 ml, 200 U/min, 30,8
°C, pH 7,0; Abbildung S6: Rekonstruiertes lonenstrom-Massenspektrum fiir PHBV, gewonnen aus der
Fermentation von Bacillus megaterium LVNO1 in Garresten; Tabelle S1: Zusammensetzung von fliissigen
Abfallgarresten, gemeldet von der Forschungsgruppe ,Environmental Prospective* der Universidad Nacional
de Colombia — Hauptsitz in Palmira.
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