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1 Teil | - Kurzbericht (max. 2 Seiten)
1.1 Aufgabenstellung

Die Aufgabe von PHACoat war die Entwicklung einer umweltfreundlichen Prozesskette zur
Herstellung neuartiger, flexibler und biologisch abbaubarer Folien, Beschichtungen und
PHA-Textilfasern aus erneuerbaren Rohstoffen der fermentierten Bioplastik. Spezifische Teil-
produkte mit niedrigem Molekulargewicht oder verschiedenen Copolymer-Anteilen sollten zu-
sitzlich fiir Barriere-Beschichtungen von Papier und Biofolien in der nachhaltigen Verpa-
ckungsindustrie genutzt werden.

PHAs zihlen zu den nachhaltigsten Biokunststoffen, da sie aus erneuerbaren Kohlenstoffquel-
len hergestellt werden und in natiirlichen Umgebungen — sogar in kaltem Meerwasser — voll-
stindig zu CO2 und Wasser abbaubar sind. Thre Eigenschaften lassen sich iiber Seitenketten-
lange, Monomerzusammensetzung und Molekulargewicht gezielt einstellen. Trotz ihres Poten-
zials liegt die weltweite PHA-Produktion aufgrund hoher Kosten derzeit noch sehr niedrig.

Die grofiten Kostentreiber sind Rohstoffe, Fermentation und Aufarbeitung. Durch den Einsatz
regional verfligbarer, flexibler Substrate soll die Abhingigkeit von schwankenden Rohstoff-
preisen reduziert werden. Die TUB erhoht mittels molekularbiologischer Methoden das Mole-
kulargewicht des PHA-Produktionsstamms und produziert in Hochzelldichte-Fed-Batch-Kul-
turen 50-100 kg PHA-haltige Biomasse. Parallel wird ein kontinuierlicher, substratflexibler
Hochzelldichte-Prozess entwickelt und bis zum Projektende etabliert.

1.2 Ablauf des Vorhabens

Die TU Berlin entwickelt den Produktionsstamm und fermentiert die PHA-haltige Biomasse,
AX extrahiert und fraktioniert die PHA-Polymere im kg-Maf3stab. HPX mischt die PHA-Roh-
stoffe anschliefend mit Additiven zu maf3geschneiderten Polymermischungen fiir verschiedene
Verarbeitungsverfahren (Spritzguss, Folienherstellung, Faserspinnen). ITA und WAX nutzen
diese Materialien zur Entwicklung von Textilfasern, wihrend HPX die Fraktionen fiir bioba-
sierte Beschichtungen einsetzt. Der geplante Ablauf ist in Abbildung 1 dargestellt.

AP1 Stammentwicklung von R. eutropha
1.1 | Chromosomale Deletion von PHA-Depolymerase kodierten Genen
| 1.2 | Konditionelle Regulation von PHA-Depolymerase kodierten Genen
| 1.3 | Regulation von Phasin-kodierenden Genen
Projektkoordination = TUB
AP2 Bioprozessentwicklung
2.1 | Fed-Batch Kultivierungen im PilotmaRstab zur Produktion von Material in kg fur AP3
2.2 | Entwicklung eines semi-kontinuierlichen Kultivierungsprozesses mit R. eutropha
AP 1 Stammentwicklung - TUB 2.3 | Entwicklung iner kontinuierlichen Kultivierungsstrategie
Verbesserung des Substratsektrums 2.4 | Skalierung und Bestimmung der Prozessmetriken und Robustheit der Strategie
& Erhéhung von PHA-Molekulargewicht P
1 AP3 PHA Aufarbeitung
l E 3.1 | Entwicklung eines kontinuierlichen Prozesses zur Aufreinigung mittels Grenzflachenabserption
AP 2 Bioprozessentwicklung — TUB 3.2 | Untersuchung der M ung der Au mittels Oberflact
S G B 3.3 | Kontinuierliche Aufreinigung mittels Grenzfldchenabsorption
maBgeschneidertem PHA im kg-MaRstab 3.4 | Entwicklung von PHA-Trennung, Fraktionierung, Reinigung und Riickgewinnung
3.5 | Entwicklung der Trocknung der Fraktionen und der Herstellung flussiger Formulierungen
. . 3.6 | Integration der Prozessschritte und MaRRstabsvergroferung der PHA-Gewinnung
AP 3 PHA Aufarbeitung—TUB | AP 3 PHA Aufarbeitung - AX ANiMOX
Entwicklung eines griinen Separation von PHA in apa | PHA-Polymercompounding Entwicklung und Herstellung maBgeschneiderter Polymermischungen
Aufbereitungsverfahrens auf Fraktionen mit niedrigerem zum Faserspinnen
der Grundlage von und hherem Molekular- 4.1 | Analyse und Test der verarbeitungsrelevanten Polymereigenschaften
Oberflachenabsorption gewicht im kg-Mafistab ' 4.2 | Detailanalyse der Polymereigenschaften hinsichtlich Spinnprozessanforderungen
4.3 | Tests zur Spinnbarkeit mit fraktioniertem PHA
AP 4 PHA Compoundierung — HPX 4.4 | Optimierung der Polymereigenschaften flir den Spinnprozess
@ Verbesserung der Verarbeltungseigenschaften HPX Pnlymers 4.5 | Herstellung optimierter PHA-Polymercompounds zum Faserspinnen
im kg-Matstab APS PHA- Filament-Extrusion
AR TN vEG e T 5.1 | Analyse des neu aufgearbeiteten PHA Polymer und Mischbarkeit mit anderen Bicpolymeren
5.2 | Bewertung der Schmelzspinnbarkeit dieser PHA-Polymere/ -Blends
Extrusion von PHA-Filamenten aus PHA- TITA st cone 5.3 | Multifilament-Schmelzspinnen von PHA-Polymeren/ -Blends im Labormafistab
Fraktionen mit hoherem Molekulargewicht e T e 5.4 | Filament-Charakterisierung und Untersuchung dar Struktur-Eigenschafts-Zusammenhange
AP 7 PHA AP6 Untersuchung der Weiterverarbeitbarkeit in der textilen Fliche
AP 6 PHA .
e g WA Fertigung - HPX Warmx 6.1 | Layout-Recherche zur Entwicklung textiler Flachen
6.2 | Losungsentwicklung fir die textile Flachenkonstruktion
Stricken, Bewertung von Bawertung degEiid
| PHAFlamentenfurdie || Fraionen mit neddgerem AP7 | PHA-C, ierung - Herstellung PHA- Polymermischungen fiir andere Anwendungen
fHR Textilherstellung Wolekular-gewicht fur | HPX Palymers - - -
HHn Bainkhtine i 7.1 | Bewertung der PHA-Fraktionen mit niedrigerem Molekulargewicht fiir Beschichtungsanwendungen
7.2 | Herstellung von Testldsungen fiir Beschichtungstests
7.3 | Beschichtungstests auf unterschiedlichen Tragermaterialien
: 7.4 | Optimierung der Beschichtur flir Be: wendungen
AsetiensParmel=Trvie e 7.5 | Auswertung der Beschichtungstests

Abbildung 1: Arbeitsplanung im PHACoat-Projekt
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Die enge Riickkopplung zwischen Anwendern und TUB/AX ermoglichte eine zielgerichtete
Prozessoptimierung und verkiirzt zukiinftige Entwicklungszeiten bei industriellen MaB3staben.
Auf Basis der Projektergebnisse soll ein Konsortium fiir weiterfithrende Forschung aufgebaut
werden. Das Projekt liefert industriell relevante Prozesse fiir eine vielseitige, substratflexible
PHA-Produktion, die speziell auf Anforderungen von Funktionstextilien und nachhaltigen Be-
schichtungen zugeschnitten ist. Die Ergebnisse bilden die Grundlage fiir langfristige For-
schungs- und Entwicklungsarbeiten sowie flir die Weiterfiihrung der Prozessentwicklung an
den Standorten der Partner und im industriellen MafBstab.

1.3 Wesentliche Ergebnisse sowie die Zusammenarbeit mit anderen
Forschungseinrichtungen

Im Rahmen des PHA Coat Projekts hat die TUB das Projekt koordiniert und Strategien fiir einen
schnelle Prozessentwicklung zur PHA-Fermentation entwickelt. Die Extraktion des PHA aus
den fermentierten Zellen, die Entwicklung der Produktfraktionierung, die Lésemitteloptimie-
rung und die Reststoffverwertung der Zellextrakte war der néchste wichtige von ANiMOX be-
arbeitete Aspekt. Die Entwicklung eines Standardextraktionsprozess fiir PHA war genauso
Schwerpunkt der Arbeiten wie die kontinuierliche Weiterentwicklung und Optimierung der
Prozessschritte, um einen Gesamtprozess zu etablieren, der in den industriellen Ma@stab iiber-
fiihrt werden kann. Wichtige Parameter waren Ausbeute, Zusammensetzung und Reinheit der
Produkte, um eine moglichst gute Ausnutzung der fermentierten Zellen zu erreichen.

Der Weiterverarbeitungsprozess des PHA nach der Extraktion, die Zusammensetzung des Roh-
polymers und die Uberfiihrung in verarbeitbare Kunststoffgranulate wurde durch die Projekt-
partner HPX und ANiMOX durch Fraktionierung, Compoundierung und Anwendungstests ver-
bessert und maBstabsvergrofert. In enger Zusammenarbeit mit den Entwicklungspartnern
wurde die Verarbeitbarkeit des Polymers untersucht.

Bei den Verarbeitern der Rohstoffe im ITA und bei WarmX konnten die gewonnenen Fraktio-
nen getestet und fiir die geplanten Versuche eingesetzt werden. Voraussetzung fiir die Erfiillung
der vom ANIMOX iibernommenen Aufgaben war die die effektive Zusammenarbeit mit allen
Partnern einschlielich Riickkopplung der erreichten Ergebnisse. So wurden die fermentierten
Zellen mit PHA in Abstimmung mit der TUB fiir die Extraktion vorbereitet. Der Extraktions-
prozess wurde zur Erreichung der Produktqualitdten und -mengen kontinuierlich angepasst und
weiterentwickelt.

Durch regelmiflige Meetings und Abstimmungen zum Forschungsprojekt PHACoat bei den
teilnehmenden Partnern wurden regelmifBig Ergebnisse ausgetauscht und Absprachen getrof-
fen, welche Materialien durch TU Berlin, ANIMOX GmbH und HPX hergestellt werden sollen
und in welchen Mengen und Qualitéten sie and die Anwender geliefert werden. Ebenso wurde
Ablauf und Mengen der PHA-Extraktion und -Reinigung diskutiert. Zusétzlich fanden regel-
miBig bilaterale Treffen zur Laborarbeit AX-TUB statt, in denen gemeinsame Versuche ge-
macht und Analysenmethoden aufgebaut und abgeglichen wurden.
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2 Teil Il - Ausfihrliche Darstellung der Arbeiten (max. 20 Seiten)

2.1 Darstellung der im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrten Ar-
beiten im Vergleich zur urspriinglichen Vorhabenbeschreibung

Im Folgenden wird detailliert {iber die Erfiillung der geméf Projektantrag geplanten Arbeitspa-
kete berichtet, die auch bereits in den Zwischenberichten und Projektmeetings referiert wurden.
ANIMOX hat geplant an den Arbeitspaketen 3.1, 3.4 bis 3.6 und 4.1 mitgearbeitet. Sie umfass-
ten die Arbeiten zur PHA-Extraktionsentwicklung (3.1), -Fraktionierung (3.4), -Formulierung
(3.5) -scale up (3.6) und Compoundierung (4.1), die folgenden Ablaufplan hatten:

AP PM " 1. Jahr 2. Jahr 3. Jahr
1)2|3[4[5]|6|7]8|9]|10[11|12|1]|2[3[4|5|6|7|8]9|10|11[12]|1|2[3|4|5|6|7|8|9|10|11|12

31 | 6 [ 5 [tuB] Ax

3.2 6 TUB

3.3 5 TUB

34 [55]05] AX]HPX
35 |45]05] AX| HPX
36 35 AX

41 |55]05] AX | HPX

Abbildung 2: Zeitlicher Projektverlauf und Aufgabenbereiche der ANIMOX.

Die Arbeiten wurden eng verzahnt mit der TU Berlin (Biomasse und Extraktion) und HPX
(Compoundierung und Eigenschaften) durchgefiihrt. Die wichtigsten Erg sind in den folgenden
Kapiteln zusammengefasst.

WP 3.1 - Entwicklung eines kontinuierlichen Prozesses zur Aufreinigung der Zellen

Schwerpunkt der Arbeiten bei ANIMOX waren in diesem Arbeitspaket der Teilbereich zur
Vorbehandlung der PHA-haltigen Zellen und Vorreinigung des PHA fiir die weitere Aufreini-
gung und Fraktionierung im Projekt. Wichtig war dabei das die durchgefiihrten Entwicklungen
zu Produkten im kg-Ma@stab fiir die weiteren Untersuchungen fiithren. Zu beriicksichtigen war
deshalb auch die Gesamtausbeute, Raum-Zeit-Ausbeute und die scale-up-Fihigkeit der Pro-
zessschritte, wobei auch die Kosten der einzelnen Komponenten und Technologien beriicksich-
tigt wurden. Weiterhin musste eine Produktreinigung erreicht werden, die die weitere Verar-
beitung ohne Probleme mit Zellriickstinden moglich macht. Dabei wurden folgende Untersu-
chungen durchgefiihrt:

e Zellvorbehandlung mit Enzymen, NaOH, Tensiden und Abtrennung Zellschicht (En-
zymscreening, Variation Konzentration und Inkubationszeit)

e Reinigung des Roh-PHA durch Zellaufschluss- und Reinigungsprozess (Test von pH-
Wert, Temperatur, Enzymvariationen und -kombinationen)

e Optimierung der Ausbeute durch Anpassung der Zentrifugation (Test PHA-Abtren-
nung Waschwasser)

e Trocknung des Materials fiir LM-Extraktion bei 70°C (Einfluss von Trocknungstem-
peratur und Restfeuchte auf die Extraktion)

Basierend auf diesen Pramissen ergab sich ein zweigeteilter Entwicklungsprozess. In der ersten
Stufe der Reinigung konnte im wéssrigen Umfeld eine Reinigung der PHA-Zellen von Fermen-
tationsriickstinden, Zellwand- und Zelltrimmerbestandteilen und idealerweise auch von dem
umbhiillenden Protein erfolgen. Nach der Trocknung dieses Roh-PHAs konnte es als Basisma-
terial flir nachfolgende Extraktions-, Fraktionierungs- und Reinigungsstufen flexibel genutzt
werden. Tests mit Wasseranteilen in der Extraktion und Fraktionierung verschlechterten die
Raum-Zeit-Ausbeuten stark, so dass diese Option nicht weiterverfolgt wurde.
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Der Einfluss der einzelnen Behandlungsschritte in Abhéngigkeit der Zellkonzentration auf die
PHA Reinigung und -ausbeute bei der Zellvorbehandlung sind in Abbildung 3 dargestellt.

Verbleibender Anteil des eingesetzten PHAs in einem Waschschritt

96,00 ® ...nach Enzymwasche
95,50 :
95,00
94,50
94,00
93,50 e °
93,00
92,50
92,00
91,50 a
91,00
0 5 10 15 20

® ...nach Tensidwdasche

...nach H20-Wasche

Verbleibender Anteil eingesetztes PHA [%]

Zellkonzentration [%]

Abbildung 3: Einfluss der einzelnen Behandlungsschritte in Abhiingigkeit der Zellkonzentration auf die
PHA Reinigung und -ausbeute

Als besonders effiziente Schritte erwiesen sich der Zellaufschluss, die Enzymwésche und die
Vor- und Nachwésche zur Abtrennung des Fermentationsmediums und der Zelltriimmer. Durch
die Vorreinigung der Zellen konnte der PHA-Anteil von 60-70 % in den Zellen auf 85-90 % Im
Roh-PHA angehoben werden. Die Gesamtausbeute variierte je nach der eingesetzten Charge in
der Entwicklung zwischen 80 % und 95 %. Basierend auf den Ergebnissen wurde die PHA-
Gewinnung in den anderen Arbeitsschritten weiterentwickelt und in verschiedene Stufen inte-
griert. Das findet sich in den Beschreibungen der Arbeitspakete 3.4 und 3.6 wieder.

WP 3.4 - Entwicklung von PHA-Trennung, Fraktionierung, Reinigung und Losungsmit-
tel-Riickgewinnung

Entwicklung Extraktion

Die Basis fiir die Entwicklung von PHA-Trennung, Fraktionierung, Reinigung und Riickge-
winnung ist das entwickelte Extraktionsverfahren, der Ablauf ist fiir den Entwicklungsstart in
Abbildung 4 dargestellt.

Aceton Iso-Propanol

Bakterienzellen nach n- :
Extraktion ;
i )

Vorbehandelte

Bakterienzellen Rottomvarknetr] - Rotstionsverdampfer 2

Extraktion. Einengung:

PHAVAC fis0-
Prop. Gemisch

Fallun
angereichertes 9

Aceton

Bakterienzellen Reste
nach n-Extraktion

Ac./iso-.
Prop.
Gemisch

» Aceton

Abbildung 4: Standardverfahren zur PHA-Gewinnung aus vorbehandelten Bakterienzellen
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Mit diesem Verfahren konnten die bereits in WP 3.1 vorgereinigten Zellen weiter aufgearbeitet
und zu gereinigten PHA umgesetzt werden. Das Verfahren diente ebenfalls als Basis fiir die
Analytik und Fraktionierungsentwicklung, wodurch verschiedene Muster bereitgestellt werden
konnten. Die Weiterentwicklung und der Scale up dieses Verfahrens wurde im WP 3.6 durch-
gefiihrt.

Entwicklung und Screening Fraktionierung

Die Grundlage des entwickelten Verfahrens zur gezielten PHA-Fraktionierung bildet der zuvor
beschriebene Extraktionsprozess. Als Fraktionierungsmethoden wurden die fraktionierte Ex-
traktion und die fraktionierte Féallung zur Basis fiir die Entwicklung genutzt. Der gesamte Pro-
zess zur Fraktionierung kombiniert die zwei oben genannten Fraktionierungsmethoden in ver-
schiedenen Varianten. Diese beruhen auf den unterschiedlichen Loslichkeiten von Polymeren
in Losemitteln in Abhéngigkeit von deren Zusammensetzung und Molekulargewicht.

Bei der Extraktion, bei niedrigen Temperaturen (z. B. 30 °C) werden bevorzugt die kurzkettigen
bzw. HHx-Reichen Anteile des PHASs extrahiert, das in den Bakterienzellen vorhandene PHA
wird nicht vollstindig herausgeldst. Durch Erhohung der Temperatur steigt die Ausbeute, somit
gehen auch mittel- und langkettige bzw. HHx-drmere Anteile des Polymers in Losung. Eine
Variation der Temperatur ldsst sich gut auf das entwickelte Verfahren zur PHA-Extraktion
iibertragen.

Die fraktionierte Fallung beruht auf der Zugabe einer definierten Menge eines PHA-Fallungs-
mittels zu einem PHA-Losemittel-Gemisch. Das fiihrt zur Verringerung der Losungskraft des
eingesetzten Losemittels, daher werden bei dem Verfahren zuerst die langkettigen bzw. HHx-
Armen PHA-Anteile erhalten. Dieser Ansatz lésst sich gut mit einer nahezu vollstindigen Ex-
traktion mit einem starken Extraktionsmittel kombinieren.

Der im Rahmen der durchgefiihrten Arbeiten entwickelte Prozess zur Fraktionierung im kleinen
Malstab wird schematisch in Abbildung 5 und Abbildung 6 dargestellt.

Aufgereinigtes
Zellmaterial

Reaktor
Extraktion bei
T°C

caetnniraenen o=t praaceton Ergibt 2n-2 Fraktionen: T = 30, 40, 50, 60°C

Isopropanol

Fallungsgefall
i 2P onz. = m%

Extrahiertes (Gilt nicht fur T=60)

Zentrifugation Zelmaterial

PHA Fraktion [T]F[m]

T=-20°C

Zentrifugation

m = 20; 40; 60

Fallungsgefal
2-P.konz. = 80%

4

PHA Fraktion [T]N[m]

Zentrifugation

Ac/2-Prop/PHA

‘ Isopropanl ‘ ‘ Aceton/2-Prap ‘

Fallungsgefal

2P konz. = 80% PHA Fraktion [T]F80

T=-20C » Aceton/2-Prop.
¥
N B .
Isopropanol Ac/2-Prop/PHA Zentrifugation PHA Fraktion [TINSD

Abbildung 5: Fliefischema - fraktionierte Fiallung und die Nachfillungen.

Zentrifugation
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Durch die Kombination der beiden Fraktionierungsansitze entstand ein Raster, das insgesamt
38 Fraktionen lieferte. Die fraktionierte Extraktion erfolgte durch Variation der Temperatur
(30, 40, 50, 60°C). Dabei wurde das Zellmaterial nach jeder Temperaturstufe erneut einer Ex-
traktion bei der ndchsthoheren Temperatur unterzogen. Bei der fraktionierten Fallung wurde
das Loslichkeitsverhalten von PHA durch die Zugabe eines Fallungsmittels in unterschiedli-
chen Konzentrationen (20, 40, 60 und 80%) zum PHA/Ldsemittel-Gemisch gesteuert. Da die
Fillungen bei 20, 40 und 60% nicht vollstindig abgelaufen waren, wurden die Uberstéinde auf-
bewahrt und mit zusétzlichem Féllungsmittel versetzt. Auf diese Weise konnten die wiahrend
der fraktionierten Fallung in Losung gebliebenen Polymerfraktionen gewonnen und PHA-Ver-
luste im Prozess verhindert werden.

Extrahiettes |
Zellmaterial i Zentrifugation PHA/Aceton

Extrahiertes
Zellmaterial

Fallungsgefall
2-P konz. = 80%

Zentrifugation

PHA Fraktion [T+10]ES0

Aceton/2-Prop Letzte Extraktion fur T=50
PHA/Aceton

Reaktor
Exiraktion bei
T+20°C

Zentrifugation

Extrahiertes
Zellmaterial

Fallungsgefalt
2-P.konz. = 80%

PHA Fraktion [T+20]E80

Zentrifugation

Aceton/2-Prop Letzte Extraktion far T=40
PHA/Aceton

Zentrifugation

Extrahiertes
Zellmaterial

Fallungsgefa
2-P konz. = 80%

PHA Fraktion [T+30]E80

Zentrifugation

Aceton/2-Prop

Letzte Extraktion fir T=30

Abbildung 6: FlieBschema - Fraktionierte Extraktion.

Insgesamt wurden im Féllungsscreening im kilo-MaBstab vorgereinigte Zellen aufgearbeitet,
wodurch 38 PHA-Fraktionen gewonnen wurden. Diese unterschieden sich hauptsichlich in ih-
rer Ausbeute und Zusammensetzung.

Bedeutende Unterschiede wurden in den Ausbeuten der jeweiligen Fraktionen festgestellt.
Diese variierten zwischen 0,17 g und 106,99 g an gewonnenem PHA bei einem Ansatz von
jeweils 600 g vorgereinigtem Zellmaterial. Die im Fraktionierungsscreening hergestellten
PHA-Muster konnten nachfolgend fiir die Analytik, Eigenschaftsanalyse und erste Tests ge-
nutzt werden. Die Ergebnisse sind in den folgenden Grafiken und in den Ergebnissen in WP4.1
und bei HPX zusammengestellt.
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Tabelle 1: Massen der erhaltenen Polymerfraktionen. griin hervorgehobene Fraktionen konnten fiir wei-
tere Tests verwendet werden, Analysen erfolgten von allen Fraktionen.

Die Massen der erhaltenen Fraktionen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Bei der Zusammensetzung der Fraktionen spielte der HHx-Anteil eine wichtige Rolle, er vari-
ierte zwischen 11% und 32% signifikant (Abbildung 7).

HHx molar fraction of fractions

Fallaw up extractions
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Abbildung 7: HHx-Anteile bei der fraktionierten Fillung (Secondary reciprocations), fraktionierten Ex-
traktion und bei den Produkten aus den Nachfillungen (Follow up extractions).
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Der Copolymer-Anteil des Ausgangsmaterials betrug 22% und konnte durch die Fraktionierung
mit einer Variabilitdt von +/- 10 % deutlich beeinflusst werden. Diese Variabilitit fiihrte zu
signifikanten Unterschieden in den physikalischen Eigenschaften der einzelnen Fraktionen.

Hinsichtlich der Molekulargewichte konnten geringere Unterschiede zwischen den Fraktionen
festgestellt werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Gewichtsmittlere Molarmasse (links) und zahlenmittlere Molarmasse (rechts) der erhalte-
nen Fraktionen.

Die resultierenden Verteilungen entsprachen auch nicht den theoretischen Erwartungen, da bei
der fraktionierten Extraktion bei niedrigen Temperaturen die Fraktionen mit dem gréfiten Mo-
lekulargewicht zuerst ausfielen. Dies weist darauf hin, dass bei dem vorliegenden engen Mol-
massenbereich die Polymerzusammensetzung einen stirkeren Einfluss auf die Loslichkeit der
PHA-Fraktionen hatte als die Molmasse selbst.

Scale up und priparative Fraktionierung

Auf Grundlage der zuvor untersuchten fraktionierten Extraktion und fraktionierten Fallung
wurde ein Verfahren zur praparativen Musterherstellung entwickelt. Ziel war die Herstellung
groflerer Mengen von PHA mit definierten HHx-Anteilen von 15, 20, 25 und 30%.

Hierzu wurden die in Kleinversuchen ermittelten Bedingungen der fraktionierten Extraktion
und Fillung, die zu den gewiinschten Fraktionen flihrten, auf das préparative Extraktionsver-
fahren tibertragen. Auf dieser Grundlage wurde das in Abbildung 9 dargestellte Prozessschema
entwickelt.

Der Schwerpunkt lag dabei auf der fraktionierten Fillung, da diese besser kontrollierbar ist.
Insbesondere konnen Temperatureinfliisse bei der Trennung des PHA/Aceton-Gemisches von
den Zellresten im Extraktionsschritt vermieden werden, die andernfalls zu einer ,,Verschie-
bung* (Fraktionsiibergreifende HHx-Uberreichung) der Fraktionen fiihren konnten.

Jeweils 1200 g vorgereinigter Bakterienzellen (nach dem im Projekt entwickelten Vorreini-
gungsverfahren mit enzymatischem Zellaufschluss) wurden fiir die praparative Fraktionierung
gemil dem dargestellten Schema (Abbildung 9) eingesetzt.
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Aufgereinigtes 3-Fach-Extraktion Isopropanol
Zellmaterial
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Reaktor
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Abbildung 9: Priiparatives Fraktionierungsverfahren mit fraktionierter Fillung.

Nach dreifacher Extraktion des Zellmaterials wurde das erhaltene PHA/Aceton-Gemisch zu-
néchst eingeengt, wobei das Volumen um etwa 80 % reduziert wurde. Das zurlickgewonnene
Aceton wurde fiir nachfolgende Extraktionen wiederverwendet. AnschlieBend wurde ein Drittel
des Gemisches vollstindig gefallt (80% Isopropanol bei —25°C) und als ,,mittlere* PHA-Frak-
tion isoliert. Die verbleibenden zwei Drittel des PHA/Aceton-Gemisches wurden einer fraktio-
nierten Fillung unterzogen. Hierzu wurde das Gemisch mit 60 % Isopropanol bei 30°C versetzt
und anschlieBend zentrifugiert. Das dabei ausgefillte PHA stellte die HHx-arme Fraktion dar.
Der Uberstand wurde erneut mit Fillungsmittel versetzt, bis eine Isopropanolkonzentration von
80% erreicht war (vollstindige Fallung). Das hierbei gewonnene Copolymer entsprach der
HHx-reichen Fraktion.

Insgesamt konnten pro Versuch durchschnittlich 94,8% des in den Zellen enthaltenen PHA in
Form von drei Fraktionen extrahiert werden (Abbildung 10 und Abbildung 11).

HHx Anteil der hergestellten Materialien

Molenbruch HHx [mol/mol]

Angestrebte Fraktion

Abbildung 10: HHx-Anteile der hergestellten Fraktionen (links) und Extraktionsfraktionen (rechts)
12
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Zusétzlich wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen eine HHx-arme Fraktion mit einer defi-
nierten Menge HHx-reicher Fraktion vermischt, in Aceton gelost und anschlieBend vollstédndig
gefdllt wurde (80% Isopropanol). Auf diese Weise lieB3 sich der HHx-Gehalt im Endprodukt
prézise steuern.

\ | —

|

L 25.0% 5. 03
PHA ~207H PR A =30
PUp . 452 MHx Plad

“Zey bk

\ ¥

Abbildung 11: Hergestellte PHA-Fraktionen mit jeweils 15, 20, 25 und 30% HHx-Anteil.

Um der HHx-Gehalt Verschiebung entgegenzuwirken wurden optimierungsversuche des in Ab-
bildung 9 dargestellten Schemas durch Variation der Konzentration bei der fraktionierten Fil-
lung durchgefiihrt.

Dabei konnte beobachtet werden, dass die Trennschérfe — der Unterschied im HHx-Gehalt zwi-
schen den beiden komplementédren Fraktionen — mit sinkender Isopropanolkonzentration ab-
nahm (Abbildung 12).

HHx Anteil der hergestellten PHA-Fraktionen

Molenbruch HHx [mol/mol]

Fraktion

Abbildung 12: HHx-Anteile hergestellter Fraktionen im priparativen Maflstab mit variation der Fil-
lungsmittelkonzentration bei der Fraktionierung.

Somit konnte ein breites Portfolio an PHA-Fraktionen mit unterschiedlichen Eigenschaften im
Projekt hergestellt und fiir die Tests genutzt werden.
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WP 3.5 — Entwicklung der Trocknung der Fraktionen, des Stoffrecycling und der Her-
stellung fliissiger Formulierungen

Trocknung der Fraktionen

Die Arbeiten zur Trocknung der Fraktionen unterteilte sich in zwei Teilbereiche, die Trocknung
der vorbehandelten Bakterienzellen (Roh-PHA) nach dem ersten Aufarbeitungsschritt und die
Trocknung des gereinigten PHA nach der Umféllung mit Losungsmittel. Die Roh-PHA Frak-
tion wird wissrig durch einen enzymatischen Aufschluss aus den Zellen gewonnen und wird
bei guter Aufbereitung durch Umlufttrocknung, Vakuumtrocknung oder Gefriertrocknung ge-
trocknet. Hierzu wurden verschiedene Tests durchgefiihrt. Die Trocknung unter Vakuum erga-
ben durch eine geringere thermische Belastung ein besser verarbeitbares Rohprodukt, wohin-
gegen eine Trocknung im Trockenschrank nur bei guter Vorreinigung der Zellen ohne Quali-
tatsverluste moglich war. Es entsteht ein weiles PHA-Pulver mit 80-90 % Reinheit und guter
Lagerfahigkeit (Abbildung 13).

Abbildung 13: Trocknung der Roh-PHA-Fraktionen unter Vakuum, im Trockenschrank, Vakuumgetrock-
net und nach der Zerkleinerung (v.l.n.r.)

Fiir das extrahierte und gereinigte PHA nach den Schritten zur Extraktion, Reinigung und Um-
fallung bzw. Fraktionierung mit dem eingesetzten Losungsmittelsystem Aceton/Isopropanol
erfolgt eine schnelle Trocknung unter Vakuum und bei Bedarf eine Nachtrocknung bei leicht
erhohter Temperatur (50-80°C) zur Entfernung des Restlosemittelanteils. Dieses Verfahren hat
den Vorteil der energiesparenden Trocknung in einem gut skalierbaren Prozess. Weiterhin ist
in so einem System eine Losemittelriickgewinnung fiir die Wiederverwendung sehr gut mog-
lich. Die Produkte haben hier eine Reinheit von 98-100 % PHA.

Losemittelriickgewinnung zur Trennung und Wiederverwertung

Im Rahmen des Projektes wurde die Riickgewinnung der verwendeten Losemittel optimiert.
Um die im technischen Maf3stab verwendeten Kolonnen bestmdglich in den Experimenten dar-
stellen zu konnen wurde der Schaumféanger des Rotationsverdampfers mit Fiillkorpern befiillt.
Anschliefend wurden Destillations-Experimente mit diversen Aceton/Isopropanol Anteilen bei
verschiedenen Driicken und Temperaturen durchgefiihrt, um ein Betriebsoptimum zu finden.
Es ist moglich Aceton und Isopropanol fiir alle Extraktions- und Féallungsanwendungen hinrei-
chend sauber voneinander zu trennen, da die beiden Substanzen kein Azeotrop bilden. Im Tech-
nikums- oder IndustriemaBstab ist unter Verwendung einer Rektifikationskolonne ein beliebi-
ger Reinheitsgrad einstellbar. Unter Normaldruck konnte eine Reinheit von 99 % mit 18 theo-
retischen Trennstufen erreicht werden (Abbildung 14).

14



ANiMOX
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Abbildung 14: Mc. Cabe-Thiele Konstruktion fiir die Aceton-Isopropanol Rektifikation unter Normaldruck
(links) und Zusammenhang zwischen Gasphasentemperatur (Heatmap) und Schwersieder-Anteil im Des-
tillat (Y-Achse) bei einem gegebenen Druck (X-Achse) mit Benennungsschema der einzelnen Fraktionen
(neben der Y-Achse).

Die Herausforderung im LabormalBstab ist, dass eine kontinuierliche Destillation an einem Ro-
tationsverdampfer nicht realisierbar ist, und somit durch wiederholte Destillation simuliert wer-
den muss. Anfinglich wurden von einer entsprechenden Vorlage festgelegte Volumina als
Fraktionen destillativ gewonnen.

Diese Herangehensweise konnte optimiert werden, indem Fraktionen basierend auf der Dampf-
temperatur entnommen wurden. Die Dampftemperatur bei einem gegebenen Druck ist direkt
von der Zusammensetzung der Fliissig- bzw. der Gasphase abhingig. Hierdurch konnten Frak-
tionen einer definierten Zusammensetzung unabhingig von der Vorlage gewonnen werden.

Im Allgemeinen ist die Trennleistung besser je geringer Temperatur und Druck sind. Allerdings
wird die kolonnenartige Wirkung der Fiillkdrper besser, je grofer der Riickfluss ist, der durch
Kondensation an der Glaswand zustande kommt und proportional zum Temperaturdelta zwi-
schen Dampf und Umgebungstemperatur ist. Anhand der Versuche konnte ein Betriebsopti-
mum bei 55 °C festgestellt werden, bei dem die Kolonne ihre starkste Wirkung durch den durch
Kondensation entstehenden Riickfluss hat. Am Rotationsverdampfer konnen in 3 Destillations-
stufen Aceton-Fraktionen mit > 90 % Aceton-Anteil gewonnen werden, welche sich bereits fiir
eine erste Extraktionsstufe einigen (siche Abbildung 15).

Erreichte Fraktionierung der Versuche

0

----- Feed Zusammensetzung
. . [ . B m= TD (> 95% Isopropanol)
TF2 (~80% Isopropanal)
. TF1 (~60% Isopropancl)
TFO (~30% Isopropanol)}
ACO (~18% Isopropanol)
0s AC1 (~10% Isopropanol)
mmm  AC2 (~5% Isopropanol)
"""" mmm ACD (< 3% Isopropanol)
o FK Mit Fllkbrpern
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Fraktionsanteil
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Abbildung 15: Grofie der entnommenen Fraktionen relativ zum Gesamtvolumen der Vorlage und Schema

Dieses Verfahren ermdoglicht es Isopropanol- und und Acetonfraktionen zu gewinnen, die riick-
gewonnen und wieder flir Extraktion und Fallung genutzt werden kdnnen, wodurch eine Kreis-
lauffithrung umgesetzt werden konnte.
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Herstellung fliissiger Formulierungen

Fiir weiterfithrende Untersuchungen der gewonnenen PHA-Fraktionen wurden in einem ersten
Schritt PHA/Aceton-Losungen hergestellt. Versuche im Rahmen des Projekts zeigten, dass
diese Losungen bis zu einer Temperatur von 50°C Lagerstabil bleiben (sie bilden eine feine
Suspension) und weisen oberhalb dieser Temperatur eine Verdanderung ihres Stabilitdtsverhal-
tens auftritt, da die Losungen nach dem Erhitzen nicht mehr im fliissigen Zustand lagerfahig
sind, weil sie nach dem Abkiihlen zu einem festen Gel erstarren. Die Aceton-Suspension konnte
jedoch in Beschichtungstests erfolgreich verwendet werden.

Dartiber hinaus wurden alternative Formulierungen unter Verwendung von Ethylacetat als Lo-
sungsmittel untersucht. Diese zeigten vergleichbare Eigenschaften wie die entsprechenden
Aceton-Losungen. Der hohere Siedepunkt von Ethylacetat im Vergleich zu Aceton (70°C vs.
56°C) kann bei der Verarbeitung der Suspensionen, insbesondere bei Beschichtungs- und Foli-
engieversuchen, von Vorteil sein, da die reduzierte Verdampfungsrate eine bessere Kontrolle
der Filmbildung wéhrend des Trocknungsprozesses ermoglicht.
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Abbildung 16: Emulsionen von gewihlten Fraktionen in der Einmischung (Beispiele)

Kurz vor der Anwendung wurden die Losungen auf 50°C erwdrmt, wodurch sich das PHA
vollstindig 16ste und die Losung weiterverarbeitet werden konnte. Somit konnten sowohl mit
Aceton, als auch mit Ethylacetat fliissige Formulierungen erfolgreich hergestellt werden.

Alle Fraktionen, die im Rahmen des entwickelten praparativen Fraktionierungsprozesses ge-
wonnen wurden, sowie ausgewéhlte Fraktionen aus dem Fraktionierverfahren im kleinen Maf-
stab wurden einem FoliengieBverfahren unterzogen. Der Schwerpunkt lag dabei insbesondere
auf der Optimierung des Verfahrens, um reproduzierbar Folien unterschiedlicher Zusammen-
setzung herstellen zu konnen.

Fiir Tests der Muster aus dem Fraktionierverfahren im kleinen Maf3stab wurden Aceton Sus-
pensionen der Fraktionen mit einem Copolymeranteil von 15% und mit 25% HHx verwendet.
Zusitzlich wurde eine Suspension aus PHA erstellt, das im Rahmen einer praparativen Extrak-
tion erhalten wurde, mit einem Copolymeranteil von 21%. Die erhaltenen Folien wiesen grof3e
Unterschiede in Abhéngigkeit vom HHx-Anteil des Ausgangspolymers auf. Die Folien, die aus
15 % HHx hervorgingen, waren formstabil, klar und nicht dehnbar. Die mit 25 % HHx herge-
stellten Muster waren klar und dehnbar. Im Unterschied zu den Folien, die aus PHA mit einem
niedrigen Copolymeranteil hergestellt wurden, adhérierten diese an glatten Oberflachen.
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Folien, die aus dem PHA mit 21% HHx hergestellt wurden, wiesen Ahnlichkeiten in der Haptik
mit den Produkten der Fraktion 25 % HHx auf. Bei den aus den Fraktionen der priparativen
Fraktionierung hergestellten Folien zeigte sich erneut, dass der Copolymeranteil einen signifi-
kanten Einfluss auf die physikalischen Eigenschaften der erzeugten Proben ausiibt. Folien mit
geringem HHx-Anteil erwiesen sich als vergleichsweise starr und wenig dehnbar, wéhrend Pro-
ben mit hohem HHx-Anteil iiber einen langeren Zeitraum eine erhdhte Klebrigkeit sowie eine
ausgeprigte Dehnbarkeit aufwiesen. (siche auch WP 4.1)

Gussfolienherstellung

Ziel war die Herstellung homogener, ebener Folien mit glatter Oberfliche zur Untersuchung
der Eigenschaften. Hierzu wurden Erstarrungsversuche unter Kiihlung (5°C), bei Raumtempe-
ratur sowie unter moderatem Erwidrmen (30 - 40°C) durchgefiihrt. Die Oberflichen der erhal-
tenen Proben wurden anschlieBend mittels eines Mikroskops analysiert.

1 5% HHx

5% HHx 20% HHXx 2 30% HHXx

1ZIByaqUN 1z148g

TNED)

Abbildung 17: Folienmuster mit Variation der Zusammensetzung des Polymers, sowie der Erstarrungs-
bedingungen und die dazugehérigen mikroskopischen Aufnahmen.

Die Temperatur wéihrend des Erstarrungsprozesses stellte einen entscheidenden Einflussfaktor
auf die Qualitdt der resultierenden Folien dar. Die unter erhdhten Temperaturen hergestellten
Folien zeigten die besten Ergebnisse hinsichtlich Homogenitit und Transparenz, wahrend bei
niedrigeren Temperaturen erstarrte Proben eine opake Erscheinung aufwiesen. Dies deutet da-
rauf hin, dass niedrigere Temperaturen eine rasche Kristallisation beglinstigen, wohingegen er-
hohte Temperaturen zur Ausbildung einer iiberwiegend amorphen Struktur fithren. Letzteres
entsprach dem angestrebten Zielzustand. Eine finale thermische Nachbehandlung der Folien
bei einer Temperatur von 150°C gewihrleistet eine hohe Oberflachenglétte und fithrt zum Aus-
gleich verbleibender Inhomogenititen. Die weitere Verwendung der hergestellten Losungen zu
Beschichtungen ist im WP4.1 beschrieben
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WP 3.6 - Integration der Prozessschritte und Mafistabsvergrofierung der PHA-Gewin-
nung

Die Schritte zur Integration der bisherigen Entwicklungspakete in der PHA-Aufarbeitung wur-
den im Projekt basierend auf den bisherigen Entwicklungen in WP 3.1 durchgefiihrt und nach-
folgend im groBeren Mal3stab umgesetzt. Dabei waren folgende Schritte im Fokus:

Losungsmittelfreie Umsetzung der PHA-Zellen nach dem Fermenter zu Roh-PHA
Trocknung Roh-PHA als Grundstoff zur industriellen Verarbeitung

Extraktion, Reinigung und Fraktionierung des Roh-PHA durch Lésungsmittelsystem
Trocknung und Aufbereitung der PHA-Fraktionen fiir Anwendungen

Basierend auf diesen Schritten erfolgten nachfolgend auch der weitere scale up der entwickelten
Prozessschritte.

Entwicklung Zellaufschluss

Nach der Fermentation ist neben der Abtrennung der Fermentationsreste die Optimierung des
Aufschlussprozesses ein wichtiger Schritt. Hierzu wurden Versuche zur Vorwaschung und zum
Zellaufschluss mit einer Rithrwerkskugelmiihle (RWKM) durchgefiihrt, um die Effizienz der
Aufreinigung des Biomaterials durch einen industriellen mechanischen Aufschluss bewerten
zu konnen, der scale up féahig ist.

e \ o i

Abbildung 18: Riihrwerkskugelmiihle (RWKM) oben und Ablagerungen bei PHA-Zellaufschluss unten
links und getrocknetes Produkt unten rechts.

Wichtig war im Vorfeld die Nutzung der optimalen Zellkonzentration sowie die Auswahl der
RWKM-Parameter, um Verbackungen zu vermeiden (Abbildung 18).
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Bei den Versuchen mit der RWKM wurden sowohl die BeadgréB3e als auch die Spitzenumlauf-
geschwindigkeit variiert. Die RWKM erwies sich als eine vielversprechende Option fiir den
Zellaufschluss, da die Lyse der Zellen auch ohne vorherige Waschschritte zuverldssig erfolgte.
Die erzielten Reinheiten des gewonnenen Biomaterials lagen dabei auf einem vergleichbaren
Niveau zu den Ergebnissen, die mit dem herkémmlichen Waschprozess erzielt werden. Beson-
ders giinstige Bedingungen fiir einen effektiven Zellaufschluss mit einer Endreinheit von bis zu
95% wurden bei einer Beadgroflie von 0,5 mm und einer Spitzenumlaufgeschwindigkeit von
2,64 x 10° cm/h ermittelt. GroBere Beads und geringere Umlaufgeschwindigkeiten fiihrten hin-
gegen zu deutlich schlechteren Aufschluss- und Reinheitsergebnissen.

Im Vergleich zweier BeadgroBBen (0,5 und 1,0 mm) bei gleicher Flussrate (5 L/h) und Spit-
zenumdrehungsgeschwindigkeit (1,98 x 10¢ cm/h) wurde ermittelt, wie sich die Parameter auf
den Aufschluss auswirken. Die Vorbehandlung der Zellen war eine Wasser-Wésche und zur
Nachverfolgung der Proteinkonzentration wurde mittels A280/260 nm — Methode (Warburg-
Christian-Methode) gemessen. Die Proteinkonzentration steigt mit Zunahme der (theoreti-
schen) Passagen, bis zum Erreichen eines Plateaus (Aufschluss) an. Bei 0,5 mm glass beads
wird das Plateau frither erreicht (nach 1,9 Passagen) als bei 1,0 mm glass beads (nach 2,4 Passa-
gen). In der Abbildung 19 ist der Verlauf dargestellt.

2.5
T 0.5 mm Beads, 1.98 * 10°cm h-1
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£ 15
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Abbildung 19: Linearisierte Disruptionskinetik fiir verschiedene Beadgrofien und Zirkulationsgeschwin-
digkeiten. Die Diagramme zeigen In(R./(Rn—R)) in Abhiingigkeit von der theoretischen Durchlaufzahl fiir
0,5-mm- und 1,0-mm-Beads bei 1,98 x 10° cm/h und 2,64 x 10° cm/h. Die gestrichelten Linien sind lineare
Regressionen, die zur Berechnung der kinetischen Geschwindigkeitskonstanten k verwendet wurden.

Die Ergebnisse wurden in die Prozessentwicklung integriert und in der Gesamtmassebilanz auf-
genommen. Die dafiir entwickelte Massenbilanz bezieht sich auf die Zellwdsche, den Auf-
schluss und den enzymatischen Aufschlussprozess von Rohzellen im zugehdrigen Medium, die
lediglich abzentrifugiert und zuvor tiefgefroren gelagert wurden. Es zeigte sich, dass der me-
chanische Zellaufschluss eine effektive Behandlungsmethode zur Vorreinigung der fermentier-
ten Zellen ist.

Die enzymatische Entfernung von Nicht-PHA-Zellmaterial (NPCM) verbesserte die Polymer-
reinheit weiter. Bei einem Screening von 20 technischen Enzympriparaten wurden mehrere
wirksame Kandidaten identifiziert, darunter Proteasen und Glykosidhydrolasen. Einzelne En-
zymbehandlungen erh6hten die PHA-Reinheit auf 90-95 %. Die Kombination aus beiden En-
zymen flihrte unter allen getesteten Bedingungen zu PHA-Reinheiten von > 95 %. Die Dumas-
Stickstoffanalyse bestdtigte die mittels GC beobachteten Reinigungstrends. Die enzymatische
Nachbehandlung reduzierte den Stickstoffgehalt der festen Fraktion im Vergleich zur alleinigen
mechanischen Aufschlussbehandlung erheblich, wobei die niedrigsten Stickstoffwerte bei den
Enzymkombinationen beobachtet wurden (Abbildung 20). Dies bestitigt die effektive Entfer-
nung von Nicht-PHA-Zellmaterial.
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Abbildung 20: Auswirkung einer enzymatischen Nachbehandlung auf bead-milled Biomasse: (a) PHA-
Reinheit nach enzymatischer Behandlung. Die horizontale Linie gibt die PHA-Reinheit der mechanisch auf-
gebrochenen Biomasse vor der enzymatischen Behandlung an. (b) Stickstoffgehalt der entsprechenden fes-
ten Fraktionen nach der Behandlung.

Sowohl hinsichtlich der PHA-Reinheit als auch des Stickstoffgehalts schnitten die Enzymkom-
binationen durchweg besser ab als die Behandlungen mit einzelnen Enzymen. Insbesondere
Kombinationen mit Protease erzielten hohe scheinbare PHA-Reinheiten und senkten gleichzei-
tig den Stickstoffgehalt auf ein niedriges Niveau, was auf eine effiziente Entfernung von ver-
bleibendem, nicht zu PHA gehdrendem Zellmaterial hindeutet. Bei der ungewaschenen Bio-
masse zeigten die enzymatischen Behandlungen ein deutlich anderes Reaktionsmuster als bei
dem gewaschenen Material. Die enzymatischen Behandlungen verbesserten zudem die PHA-
Reinheit {iber das Niveau hinaus, das allein durch mechanische Aufschlussverfahren erreicht
wurde. Mehrere Enzyme erzielten deutlich hohere Reinheiten, wobei die stirksten Effekte bei
3 Enzymen beobachtet wurden. Selbst die Blindversuche iibertrafen die Reinheit des Homo-
genats, was darauf hindeutet, dass der Waschzustand und die Matrixzusammensetzung die Re-
aktion auf den enzymatischen Aufschluss stark beeinflussen.

PHA purity [%]
nitrogen content [%]
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Scale up der Extraktion des PHA in den kg-Malistab

Im Rahmen des Projektes wurde kontinuierlich am scale up des Prozesses im Technikum der
ANIMOX und parallel dazu an den Transfermoglichkeiten in den industriellen Maf3stab gear-
beitet.

Vorgereinigtes
Zelimaterial
|
R -

3-Fach-Extraktion

Zentrifugation

PHA/Acelon Gemisch Einengung PHA/Acelon
Konzentrat
; - il

n-Fach Extrahiertes Aceton

Zellmaterial

Losungsmittel-
Is0-Propanol Rickgewinnung Aceton/2-Prop.

Abbildung 21: Priparatives Extraktionsverfahren fiir PHA aus gefriergetrockneten Zellmaterial mit drei-
facher Extraktion und anschlieflender vollstiindigen Féallung mit 2-Propanol.

Das im Projekt entwickelte Extraktionsverfahren (Abbildung 21) wurde eingesetzt, um Basis-
PHA und PHA-Fraktionen im Kilogrammma@stab fiir die Entwicklungen bei ANIMOX und
die Projektpartner bereitzustellen. Das Verfahren ermdglicht eine effiziente Extraktion und die
Gewinnung groBerer Materialmengen. Der HHx-Anteil im isolierten PHA ist dabei abhingig
vom entsprechenden Anteil in den Rohzellen. Erst durch die Fraktionierungen kann er beein-
flusst werden. Im direkten Vergleich zum Basisverfahren im kleinen Maf3stab (Abbildung 4)
konnten keine negativen Nebeneffekte der Skalierung beobachtet werden. Der Maf3stab konnte
ohne parametrische Anpassungen mehr als verdreifacht werden. Die Priifung der Schritte fiir
den Pilot- und Industrie-Malstab ergab eine gute Scalierbarkeit des Prozesses.

Massebilanzierung und Nebenstrome des Zellaufschlusses und der PHA-Reinigung

Parallel dazu wurde eine umfassende Massenbilanz des bisherigen Aufschlussprozesses erstellt,
die als Grundlage fiir gezielte Prozessanpassungen, Optimierungen und scale-up genutzt wer-
den kann. Wichtig war dabei der Vergleich der einzelnen Verfahrensschritte zur PHA-Aufar-
beitung, wodurch Ergebnisse wie PHA-Ausbeute, PHA-Reinheit und Abreicherung der Verun-
reinigungen, systematisch zusammengefiihrt und hinsichtlich ihrer Ubertragbarkeit in einen
grofleren Malistab bewertet wurden. Jede Reinigung konnte dabei in allen Teilschritten bewer-
tet und hinsichtlich der Effizenz der Teilschritte in der Reinigung sowie negativer Auswirkun-
gen auf die Gesamtausbeute analysiert werden. Dadurch konnten die effizienten und wirksamen
Schritte flir den weiteren scale up detektiert und in den Prozessablauf integriert werden.
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In Abbildung 22 wird vereinfacht der Verlauf der kumulativen PHA-Ausbeute sowie den An-
stieg der Produktreinheit (PHA-Anteil) liber die einzelnen Stufen des Aufreinigungs- und Ex-
traktionsprozesses gezeigt.
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Abbildung 22: Verlauf eines Reinigungsprozesses mit PHA-Ausbeute und -Reinheit (links) und Beispiel
einer Massebilanzierung (rechts)

Die Auswertung zeigt vereinfacht den Verlauf der kumulativen PHA-Ausbeute sowie den An-
stieg der Produktreinheit (PHA-Anteil) liber die einzelnen Stufen des Aufreinigungs- und Ex-
traktionsprozesses. Bei der Extraktion handelt es sich hierbei um eine Mehrfachextraktion im
kg-MaBstab.

Wihrend der enzymatischen Vorreinigung des Rohmaterials (Vorwédsche bis Nachwésche)
bleibt die kumulative Ausbeute nahezu konstant bei tiber 90%, was auf einen dullerst selektiven
zelluldren Aufschluss ohne nennenswerten vorzeitigen PHA-Verlust hindeutet. Der PHA-An-
teil im Feststoff kann dabei von anfanglich ca. 50% im Rohmaterial auf rund 90% nach der
Nachwische gesteigert werden. Die Mehrfachextraktion liefert ein noch reineres Produkt mit
einem PHA-Anteil von ca. 96%. Der Riickgang der Gesamtausbeute auf ca. 85% ldsst sich
einerseits dadurch begriinden, dass das Polymer aufgrund von Loslichkeitslimitierungen von
Aceton nicht quantitativ extrahiert werden kann, andererseits treten entlang der Prozesskette
unvermeidbare Verluste auf, die inhidrent mit den vielen einzelnen Verfahrensschritten wie der
Zentrifugation, dem Umfiillen der Suspensionen sowie dem Einengen des Losemittel/PHA-Ge-
misches verbunden sind.
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WP 4.1 - Analyse und Test der verarbeitungsrelevanten Polymereigenschaften

Im Rahmen dieses Arbeitspaketes wurden zugeschnittene PHA-Fraktionen fiir die Weiterver-
arbeitung und Tests bei HPX bereitgestellt. Es wurden verschiedene Zellchargen aus den PHA-
Synthesen genutzt und daraus in der stufenweisen Extraktion PHA fiir die Entwicklungen
hergestellt. Dabei wurden kontinuierlich Analysen aller Fraktionen zum PHA-Gehalt, HHx-

Abbildung 24: PHA nach der Extraktion im Trocknungsprozess, feucht (links), teilgetrocknet (Mitte) und
trocken (rechts)

Die analysierten PHA-Gehalte lagen bei 98-100 %, die HHx-An-
teile bei 13-30 mol-% und die an HPX bereitgestellten Chargen
waren einheitliche Musterchargen im kg-Mafstab fiir die Com-
poundierung und die Chargen aus den Fraktionierungen im aus den
Versuchen erhaltenen Mengen. Somit wurde jeweils ausreichend
Trockenmaterial zur Verfiigung gestellt, um fiir die in den Arbeits-
pakten bei HPX und den folgenden Partnern eine ausreichende
Menge fiir die geplanten Untersuchungen verfiigbar zu haben.

Dadurch erfolgte die Bearbeitung der Arbeitspakete planméfig und
systematisch und es wurden alle notwendigen Arbeitsschritte um-
gesetzt.
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Tests ausgewihlter Fraktionen aus der Screening-Fraktionierung im kleinen Maf3stab

In enger Zusammenarbeit mit HPX wurden fiir die geplanten Tests im kleinen Mafstab Poly-
merfraktionen aus dem Fraktionierungs-Screening und aus der préparativen Fraktionierung aus-
gewihlt, die fiir die Charakterisierung der Eigenschaften notwendig waren. Je nach verwendeter
Fraktion wurden beim Verarbeitungsprozess signifikante Unterschiede festgestellt.

040-50F40

Y .
L m

Abbildung 25: Micro-Compounder Thermofischer MiniLab3 und Spritzgussmaschine MiniJet Pro sowie
die hergestellten Priifkorper verschiedener Fraktionen.

040-50F60

Fiir das Schmelzen und das anschlieBende Spritzgussverfahren konnten optimale Verarbei-
tungsbedingungen, wie beispielsweise die Bearbeitungstemperatur, ermittelt werden. Diese va-
riierte je nach Zusammensetzung der jeweiligen PHA-Fraktion zwischen 115 und 135°C. Die
im Rahmen des Spritzgussverfahrens erstellten Muster wurden Zugtests unterzogen.

Abbildung 26: ALLURIS C-Frame S000N Zugpriifmaschine (links), Beispiele der erhaltenen Spannungs-
Dehnungs-Kurven fiir sprodes Material (orange; 036-60F60) und zidhhartes Material (blau 036-60N60)
(rechts)

Die erhaltenen Daten bestétigten das beobachtete Verhalten der einzelnen Fraktionen — je ge-
ringer der Anteil des Copolymers in einer Fraktion, desto sproder war das resultierende Mate-
rial. Anhand der erstellten Spannungs-Dehnung-Kurven konnte festgestellt werden, dass die
produzierten Fraktionen ein breites Spektrum an Polymerarten abdecken — von sproden Kunst-
stoffen mit < 15 % HHx bis hin zu z&hharten Materialien mit 25 % HHx.

Mit den hergestellten fliissigen PHA-Formulierungen wurden Beschichtungs- und Foliengiel3-
versuche durchgefiihrt. Zur Herstellung von PHA-beschichteten Mustern in Zusammenarbeit
mit der HPX wurden die Polymerfraktionen, die in der ANiMOX hergestellt wurden, herange-
zogen. Als Substrat dienten zwei Arten von Papier mit unterschiedlicher Grammatur und Vor-
impréagnierung. Diese Tests ermoglichten es, die optimalen Bedingungen fiir die Beschichtung
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von Papier mit PHA zu bestimmen und Fraktionen zu identifizieren, die sich besonders gut fiir
diesen Zweck eignen. Die hergestellten Muster wurden primér optisch auf die Homogenitit der
Schicht und die erzielte Faktur begutachtet.

Die Abbildung 27 veranschaulicht die untersuchten Eigenschaften der PHA-Fraktionen und
setzt diese zueinander in Relation. Die Balkendiagramme auf der Diagonalen zeigen dabei die
statistische Haufigkeitsverteilung der einzelnen Variablen. Anhand der HPLC- und GC-Daten
sowie unter Beriicksichtigung der molekularen Struktur des untersuchten Polymers wurde fiir
jede Fraktion der Polymerisationsgrad bestimmt. Dieser spiegelt die durchschnittliche Ketten-
lange der Polymere wider. Trotz geringer Streuung der Molekulargewichte, deutet sich eine
positive Korrelation zwischen dem Polymerisationsgrad und dem E-Modul an. Entgegen den
theoretischen Erwartungen, nach denen kurze Ketten meist zu sproden und lange Ketten zu
duktileren Materialien fiihren, zeigt sich in den Daten ein umgekehrter Trend. Ein sinkender
Polymerisationsgrad geht hier mit einem niedrigeren E-Modul einher, das Material wird also
flexibler und weist eine flachere Steigung im Spannungs-Dehnungs-Diagramm auf.

030

0.25

X HHx [molfmol]
=
e
3

e
i
]

Degree of Polymerisation [n]
@ u N @ © 9
3 o 8 & 8
& 8 & &8 & &

g

~
=

~
N

~
3

Polydispersity [1

Melting point [*C]
T
5 B 5
8 5 o
.

.
.

o
S

I.

s &5 8 2
8 8 8 8
s »
.
.

Youngs modulus [N/m~2]
.
.
-
.
4

~
]
=]

015 020 025 030 600 700 800 500 18 20 22 2.4 80 100 120 200 300 400 500 600
X HHx [molfmel] Degree of Polymerisation [n] Polydispersity [1 Melting point [*C] ‘Youngs modulus [N/m~21]

Abbildung 27: Zusammenhiinge zwischen den Ermittelten Parametern der einzelnen Fraktionen aus der
Fraktionierung im kleinen Mafistab.

Man erkennt ebenfalls, dass mit steigendem HHx-Gehalt sowohl die Schmelztemperatur als
auch das E-Modul sinken. Entsprechend zeigt sich eine starke positive Korrelation zwischen
dem Schmelzpunkt und dem E-Modul, da beide Eigenschaften mal3geblich vom Kristallisati-
onsgrad des PHA beeinflusst werden. Dies deckt sich mit den zuvor beschriebenen Beobach-
tungen beziiglich der physikalischen Eigenschaften der erhaltenen Produkte. Der mit steigen-
dem Polymerisationsgrad sinkende Schmelzpunkt unterstiitzt die These, dass der HHx-Gehalt

fiir das Schmelzverhalten in diesem Fall eine weitaus grof3ere Rolle spielte als die reine Ket-
tenlénge.
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2.2 Wichtigste Positionen des zahlenméBigen Nachweises

Der zahlenméBige Nachweis ist detailliert dem Verwendungsnachweis angefiigt. In der folgen-
den Tabelle ist eine Ubersicht der zahlenméfBigen Positionen eingefiigt.

Tabelle 2: Gesamtkosten der ANiMOX im Projekt PHACoat

1. Nachkalkulation der gesamten Selbstkosten

1.1 Position

Gesamtvorkalkulation (€)

Gesamtnachkalkulation (€)*’

0813

0823

0837

0838

0847

0848

0850

Material

FE-Fremdleistungen

Personalkosten

Reisekosten

Abschreibungen auf vorhaben-
spezifische Anlagen

Abschreibungen auf sonstige ge-
nutzte Anlagen des FE-Bereichs

sonstige unmittelbare Vorhaben-
kosten

15.438,35

19.163,88

183.061,42

181.536,53

3.000,00

3.046,29

0855

0856

0860

Summe unmittelbare Vorhaben-
kosten (Pos. 0813 — 0850)

Kosten innerbetrieblicher Leistungen

Verwaltungskosten

201.499,77

203.746,70

0881

gesamte Selbstkosten des
Vorhabens (Summe Pos. 0855 — 0860)

201.499,77

203.746,70

Die Gesamtkosten wurden durch eine geringfiigige Unterschreitung der Kosten im Personal-
aufwand und eine Uberschreitung im Materialaufwand gegeniiber der Planung verschoben. Im
Bereich Reisekosten ist der Kostenrahmen minimal hoher ausgefallen, wodurch nur eine ge-
ringe Uberschreitung (ca. 1 %) der gesamten Selbstkosten des Vorhabens stattfand. Die ent-
standenen Mehrkosten werden durch Eigenmittel des Fordermittelempfangers gedeckt.
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2.3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Strategien der Bundesregierung im Bereich Klima-, Bio6konomie-, Abfallvermeidungs-
und Kreislaufwirtschaftspolitik sind seit 2023 eng miteinander verzahnt und bilden einen zent-
ralen politischen Rahmen fiir die Entwicklung und Nutzung nachhaltiger Materialien wie Bio-
kunststoffe und insbesondere Polyhydroxyalkanoate (PHA). Im Klimaschutzprogramm 2026
wird der Klimawandel als ,,eine der groffiten Herausforderungen dieser Zeit™ bezeichnet und
betont, dass die Transformation zur Klimaneutralitdt bis 2045 eine umfassende sektoriibergrei-
fende Dekarbonisierung erfordert. Dabei setzt die Bundesregierung gezielt auf die Forderung
von Zukunftstechnologien und die Reduktion fossiler Rohstoffabhéngigkeiten, was den Einsatz
biobasierter Materialien wie Biokunststoffe strukturell begiinstigt. Diese Entwicklung wird
durch die Nationale BioSkonomiestrategie ergénzt, in der die Bundesregierung die Leitlinien
ithrer Biodkonomiepolitik festlegt und biologische Ressourcen als Grundlage fiir ,,eine nachhal-
tige Lebens- und Wirtschaftsweise sowie zur Substitution fossiler Rohstoffe definiert. Bio-
kunststoffe und insbesondere PHA lassen sich in diesem Kontext als innovative Materialien
einordnen, die durch ihre biogene Herkunft und potenzielle biologische Abbaubarkeit zentrale
Anforderungen einer nachhaltigen Biookonomie erfiillen.

Parallel dazu spielt die Nationale Kreislaufwirtschaftsstrategie (NKWS), deren Grundlagen be-
reits 2023 erarbeitet und 2024 verabschiedet wurden, eine entscheidende Rolle fiir den Umgang
mit Kunststoffen und biobasierten Materialien. Sie biindelt die Ziele und MaBinahmen der Bun-
desregierung fiir den Ubergang zu einer umfassenden Kreislaufwirtschaft und verfolgt insbe-
sondere das Ziel, den Verbrauch primérer Rohstoffe zu reduzieren und Stoftkreisldufe zu
schlieBen. Ein zentrales Leitbild besteht darin, den Wert von Produkten und Materialien mog-
lichst lange zu erhalten sowie Abfille bereits im Design- und Produktionsprozess zu vermeiden.
Dies eroffnet spezifische Potenziale fiir Biokunststoffe wie PHA, etwa in Anwendungen, in
denen mechanisches Recycling schwierig ist und biologischer Abbau oder organisches Recyc-
ling eine sinnvolle Ergdnzung darstellen. Gleichzeitig wird im strategischen Kontext betont,
dass Kreislaufwirtschaft einen wesentlichen Beitrag zum Klimaschutz leisten kann, da ein er-
heblicher Anteil der Treibhausgasemissionen bereits in der Rohstoffgewinnung und Vorpro-
duktproduktion entsteht.

Auch die Abfallpolitik fiigt sich in diesen Rahmen ein, der durch das Kreislaufwirtschaftsgesetz
(KrWG) und bestehende Abfallvermeidungsprogramme strukturiert wird. Diese verfolgen das
Ziel, Abfille zu vermeiden, Ressourcen effizient zu nutzen und Materialien moglichst lange im
Wirtschaftskreislauf zu halten. Die Bundesregierung versteht Kreislaufwirtschaft dabei nicht
nur als Abfallmanagement, sondern als umfassendes Konzept, das alle Phasen von der Roh-
stoffgewinnung tiber Produktdesign bis hin zu Wiederverwendung und Recycling umfasst. In
Verbindung mit Transformationsberichten und aktuellen Programmen wird zudem hervorge-
hoben, dass biogene Rohstoffe und innovative Materialien wichtige Hebel innerhalb dieser
Transformation darstellen.

Insgesamt zeigt sich, dass die Nutzung von Biokunststoffen und PHA im Spannungsfeld meh-
rerer strategischer Grundsatzpapiere der Bundesregierung steht: Sie werden als Teil der Losung
fiir Klimaschutz, Ressourcenschonung und nachhaltige Wertschopfung betrachtet, miissen je-
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doch gleichzeitig den Anforderungen der Kreislauffithrung, Ressourceneffizienz und Nachhal-
tigkeit gerecht werden. Damit stellen die Arbeiten im vorliegenden Projekt keinen isolierten
Losungsansatz dar, sondern einen integrativen Baustein innerhalb der {ibergeordneten Trans-
formation hin zu einer klimaneutralen, bio-basierten und zirkularen Wirtschaft. Um zu diesem
Gesamtziel beizutragen, ist die geleistete Arbeit ein notwendiger und angemessener Bestandteil
der Gesamtentwicklung

2.4 Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des
Ergebnisses im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die wirtschaftliche Bedeutung der Entwicklung von Polyhydroxyalkanoaten (PHA) ist diffe-
renziert zu betrachten: Sie liegt in threm strategischen Wachstumspotenzial im Kontext von
Klimapolitik, Regulierung und Transformation zur Kreislaufwirtschaft.

Der PHA-Markt befindet sich zwar noch in einer frithen Phase, zeigt aber starke Wachstums-
raten. Die globale Marktbewertung liegt aktuell im Bereich von einigen hundert Millionen
US-Dollar, mit prognostizierten jahrlichen Wachstumsraten von etwa 8—15 % je nach Studie.
In optimistischeren Szenarien wird sogar ein Wachstum auf mehrere Milliarden US-Dollar bis
2033 erwartet. Diese Dynamik resultiert vor allem aus:

» steigender Nachfrage nach nachhaltigen Materialien
o regulatorischem Druck (z. B. Einschridnkungen fiir Einwegplastik)
o wachsender Integration von ESG-Kriterien in Unternehmen

Damit ist PHA ein typischer Zukunftsmarkt mit hoher Skalierungsdynamik, vergleichbar mit
frithen Phasen anderer Umwelttechnologien. Die wirtschaftliche Bedeutung von PHA ergibt
sich besonders aus seiner Funktion als Schliisseltechnologie in mehreren Transformationsfel-
dern wie dem Ersatz fossiler Kunststoffe, Integration in die Kreislaufwirtschaft und der Kopp-
lung an Biookonomie durch die Produktion aus nachwachsenden Rohstoffen oder sogar Abfall-
strdmen. Gerade in Europa und Deutschland wird PHA deshalb als Teil des Ubergangs zu einer
zirkuldren und biobasierten Industrie gesehen, wobei regulatorische Rahmenbedingungen wie
Plastikverbote die Nachfrage zusitzlich stimulieren.

Okonomisch besonders relevant ist das Innovationspotenzial entlang der gesamten Wertschdp-
fungskette, den neuen biotechnologische Produktionsverfahren (z. B. mikrobielle Fermenta-
tion), der Nutzung kostengiinstiger Reststoffe als Rohstoffbasis und der Entwicklung neuer An-
wendungen. PHA wird daher zunehmend als High-Value-Material eingesetzt, insbesondere in
Bereichen, in denen seine Eigenschaften (z. B. Biokompatibilitdt oder vollstindige Abbaubar-
keit) einen klaren Zusatznutzen bieten.

Somit liegt die wirtschaftliche Bedeutung der PHA-Entwicklung heute weniger im absoluten
Marktvolumen als in ihrer systemischen Rolle fiir die Transformation der Kunststoffindustrie.
PHA ist ein Innovations- und Wachstumsfeld mit hohem Zukunftspotenzial, dessen Relevanz
durch politische Rahmenbedingungen, technologische Fortschritte und gesellschaftliche Nach-
frage kontinuierlich zunimmt.
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Durch die im Projekt entwickelte erweiterte Fraktionierung des aus der Fermentation gewon-
nenen Zellbiopolymers ist es moglich, eine Bandbreite von PHB-co-HHx Varianten mit ver-
schiedenen Copolymeranteilen aus unterschiedlichen Ausgangszusammensetzungen herzustel-
len, wodurch ein kontinuierliches Produktportfolio garantiert werden kann. Spezielle Anwen-
dungsbereiche mit gleichbleibender Biopolymerzusammensetzung konnen eine erweiterte Pro-
duktpalette in hoherpreisigen Segmenten ermoglichen. Die erweiterten Tests und Anwendungs-
untersuchungen zeigten, dass in Abhédngigkeit des HHx-Anteils die Anwendung in Spritzguss,
Folienherstellung und Beschichtung umsetzbar ist. Somit ergibt sich aus dem Projekt ein breites
Spektrum der Verwertung, das als Ergebnis im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans
sehr wichtig ist und viele Entwicklungsrichtungen zuldsst.

Durch die effizientere Fermentation und das scale up der Aufarbeitung und Fraktionierung,
konnten Produktfraktionen deutlich effizienter gewonnen werden. Weiterhin erdffnen die
neuen Entwicklungen deutlich bessere Perspektiven fiir das scale up in den gréBeren Pilot- und
industriellen Maf3stab, was in Zukunft durch die Partner im Bereich Fermentation (TU Berlin),
PHA-Extraktion und Fraktionierung (ANiMOX) und PHA-Compoundierung (HPX) weiter
ausgebaut wird.

2.5 Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt ge-
wordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen
Stellen

Ein wichtiges Alleinstellungsmerkmal des Projektteams ist die Nutzung eines speziell zuge-
schnittenen genetisch modifizierten Mikroorganismus, der neben PHB auch HHx als Copoly-
mer zum PHB bildet. Diese Nutzung des spezifischen Stamms Ralstonia eutropha (Cupriavidus
necator) fithrt zusammen mit der von der Arbeitsgruppe Prof. Riedel entwickelten Fermentation
zur Gewinnung von PHB-co-HHx mit Copolymeranteilen von 0 bis iiber 30 %. Durch die im
Rahmen des Projektes entwickelte Aufarbeitung und Fraktionierung wird ein Produkt mit ei-
nem breiten und reproduzierbaren Spektrum an Copolymer in diesem Bereich herstellbar. An-
dere Hersteller wie Kaneka und Danimer konnen PHB mit dem Copolymer herstellen, besitzen
aber nicht den breiten Verarbeitungsbereich da sie meist bei 10 % HHx limitiert sind. Somit
sind keine bekannt gewordenen Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens erschienen, die fiir
die Entwicklung relevant sind.

2.6 Erfolgte oder geplante Verdffentlichungen des Ergebnisses
Durch die enge Zusammenarbeit der Projektpartner vor allem bei der PHA-Fermentation, -ex-
traktion und -compoundierung wurden auch oft iibergreifende Publikationen gemeinsam durch-
geflihrt. Die TUB mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.-Ing. Riedel und Prof. Dr. Neubauer hat
dabei eine intensive Publikationstitigkeit. Dabei wurden in Zeitschriften, internationalen Jour-
nalen und auf Konferenzen die Themen vorgestellt.
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In der Summe sind folgende Verdffentlichungen mit Beteiligung der ANiIMOX erfolgt:

1. Bjorn Weiske, Thomas H. Hogl, Boyang Huang, Matilde Simoes, Stefan Junne, Peter
Neubauer, Thomas Grimm, Sebastian L Riedel: Polyhydroxyalkanoate production
from animal by-products: Development of a pneumatic feeding system for solid
fat/protein-emulsions, February 2023, Microbial Biotechnology 16(2), DOLI:
10.1111/1751-7915.14150

2. Minoo Tasbihi, Sunil Kwon, Bumsoo Kim, Daniel Briiggemann, Heting Hou, Jia-
sheng Lu, Raffacle Amitrano, Thomas Grimm, Jordi Garcia-Anton, Peter Strasser, Se-
bastian L Riedel, Michael Schwarze: Polyhydroxykanoate-Assisted Photocatalytic
TiO2 Films for Hydrogen Production, November 2024, Langmuir 40 (49), 25800-
25810, https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.4c02727

3. Isabel Thiele, Max Gliser, Corinna Pérez, Thomas Grimm, Peter Neubauer, Sebastian
L Riedel: Solvent-free extraction of polyhydroxyalkanoates from wet biomass using
mechanical cell disruption, January 2025, Separation and Purification Technology
361(4), DOI: 10.1016/j.seppur.2025.131527

4. Julia Wedekind, Stephan Beck, Thomas Grimm, Sebastian L. Riedel, Johannes Bader:
Mechanical-Enzymatic Disruption of Cupriavidus Necator using a Stirred Bead Mill,
March 2026, Chemical Engineering Transactions 124, 139-144, DOI:
10.3303/CET26124024

Vortrige, Konferenzen und Messen:

Im Rahmen des Entwicklungszeitraums des Forschungsvorhabens konnten neben den Verof-
fentlichungen auch verschiedene Vortrige und Teilnahmen auf Messen und Konferenzen
durchgefiihrt werden das waren die Renewable Materials Conference 2023, die BioProScale
2024 und 2026 (Berlin), die Achema 2024 (Frankfurt) und die TransBiB-Tagung 2026

(Leipzig).
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