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Biologisch abbaubare Polymerwerkstoffe —
nicht die Rohstoffquelle, sondern die chemische
Struktur entscheidet iiber die Abbaubarkeit

Uwe Witt,* Motonori Yamamoto, Ursula Seeliger,
Rolf-Joachim Miiller und Volker Warzelhan*

Professor Hans-Jiirgen Quadbeck-Seeger
zum 60. Geburtstag gewidmet

Vor dem Hintergrund der Abfallproblematik gewinnen
biologisch abbaubare Polymerwerkstoffe (BAWSs) immer
mehr an Bedeutung. Bereits Ende der siebziger Jahre gab es
erste Ansitze, Materialien zu entwickeln, die einerseits
Verarbeitungs- und Anwendungseigenschaften aufweisen
wie herkommliche Kunststoffe (z.B. thermoplastische Verar-
beitbarkeit zu Folien, Fasern, Hohlkorper), aber andererseits
durch Mikroorganismen abgebaut werden kénnen.!! Mitt-
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BAWs, die auf fossiler Basis hergestellt werden, sind z.B.
aliphatische Polyester, wie Polycaprolacton und Polybutylen-
succinat sowie aromatisch-aliphatische Copolyester und Poly-
esteramide.

Wihrend die biologische Abbaubarkeit von BAWs auf der
Basis nachwachsender Rohstoffe plausibel ist, bestanden
doch Vorbehalte, ob auch Polymere auf der Basis fossiler
Rohstoffe durch einen natiirlichen ProzeB3, der von Mikro-
organismen wie Bakterien oder Pilzen bewirkt wird, voll-
stdndig mineralisiert werden konnen.

Aliphatische Polyester wurden in bezug auf ihre Abbau-
barkeit intensiv untersucht.*] Die primdre Spaltung der
iiblicherweise unloslichen Polymerketten erfolgt auferhalb
der Mikroorgansimen und wird von speziellen Enzymen
katalysiert, die von Mikroorganismen wie Bakterien oder
Pilzen gebildet und ausgeschieden werden. Die Mikroorga-
nismen konnen die gebildeten loslichen Bruchstiicke der
Makromolekiile dann in die Zellen aufnehmen und als
Nahrung verwerten.

Untersuchungen zum biologischen Abbau von aliphatisch-
aromatischen Copolyestern sind erst seit einigen Jahren
bekannt.[**I Die chemische Struktur der bislang untersuchten
Copolyester zeigt Schema 1. In bezug auf die Beurteilung des

Copolyester X y Abkiirzung!?]

O [¢]

o o
I I I I
l—(CHz)y——O—C—(CHz)y—C—-O—/m—(CHz)X—C—C@—C—

Poly[(ethylenhexandioat)-co-
(ethylenterephthalat)] 2 4 ETA

n

Poly[{trimethylenhexandioat)-co-
(trimethylenterephthalat)] 3 4 PTA

Poly[(trimethylendecandioat)-co-
(trimethylenterephthalat}] 3 8 PTS

Poly[(tetramethylenhexandioat)-co-
(tetramethylenterephthalat)] 4 4 BTA

Schema 1. Formeln, Bezeichnungen und Abkiirzungen der Copolyester.
[a] E: 1,2-Ethandiol, P: 1,3-Propandiol, B: 1,4-Butandiol, A: Adipinsdure,
S: Sebacinsédure, T: Terephthalséure.

biologischen Abbauverhaltens sind diese Copolyester wegen
ihres hohen Anteils an aromatischer Komponente eine
besonders interessante Stoffgruppe. Der Einbau der aroma-
tischen Komponente dient der Verbesserung von physikali-
schen und mechanischen Eigenschaften. Der Anteil an
Terephthalsdure dieser Copolyester betrug bis zu ca.
30 Gew.-% (ca. 25Mol-%). Erste Untersuchungen zum
Nachweis der biologischen Abbaubarkeit der Copolyester
orientierten sich am Gewichtsverlust von Probekorpern.
Hierzu wurden meist Folien z.B. in Boden oder Kompost
eingebracht und der nach Exposition im Abbaumedium
auftretende Gewichtsverlust ermittelt (Abbildung1 und
2).’I Nach Ottow stellen die Abbaumedien Erde und Kom-
post ein breites mikrobielles Spektrum zur Verfiigung.l'% In
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100 O 4 Wochen

8 Wachen

Ni2
Awl% 50| Wochen

= T
ETA ETA PTA PTA BTA BTA BTA
38:62 44:56 39:61 43:57 34:66 42:58 51:49
Abbildung 1. Gewichtsverluste (Aw) der Copolyester bei der Erdeingra-
bung.

Y 0 4 Wochen
E] 8 Wochen
12 Wochen

ETA ETA PTA PTA BTA BTA BTA

34:.66 42:58 51:49

38.62 44:56 39:61 43:57

Abbildung 2. Gewichtsverluste (Aw) der Copolyester beim Abbau im
Kompostsimulationstest.

Erde und in Kompost wurden innerhalb von 12 Wochen alle
Copolyester angegriffen (Ausnahme: BTA 51:49 in Erde). Ein
signifikanter Einflu der eingesetzten Diolkomponente auf
die Abbaubarkeit der Copolyester konnte nicht festgestellt
werden. In allen Fillen hatte der Anteil an Terephthalsdure
einen wesentlichen Einfluf auf die Abbaugeschwindigkeit.
VerldBliche Aussagen iiber eine Mineralisation des Polymers,
d.h. die Bildung natiirlicher Abbauprodukte durch den
Stoffwechsel von Mikroorganismen, konnen allein anhand
von Angaben zu Gewichtsverlusten nicht getroffen werden.

Fiir Aussagen hinsichtlich des biologischen Abbaus von
polymeren Werkstoffen steht seit kurzem eine technische
Norm, die DINV 54900, zur Verfiigung. Die Priifungen nach
dieser Norm zeigen, ob ein polymerer Werkstoff unter den
Rahmenbedingungen einer kontrollierten Kompostierung
biologisch abgebaut (mineralisiert) oder in Kompostbestand-
teile umgewandelt werden kann (Tabelle 1). Zur Beurteilung
der vollstindigen biologischen Abbaubarkeit sind in Teil 2
der Norm mehrere Verfahren beschrieben. Nach dem ,,Con-
trolled-Composting-Test* wird in einem Labortest eine defi-
nierte Menge des Polymers mit Kompost gemischt und die aus
der Umsetzung entstehende Menge an Kohlendioxid gemes-
sen. Gleichzeitig werden Kontrollansidtze untersucht, die die
gleiche Menge an Kompost (Blindwertansitze) oder Kompost
und Cellulose als Referenzsubstanz enthalten.
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Tabelle 1. DINV 54900 — Priifung der Kompostierbarkeit von polymeren
Werkstoffen.

Beschreibung

Teil 1
Teil 2

chemische Priifung

Bestimmung der biologischen Abbaubarkeit von polymeren
Werkstoffen in Laborversuchen

Priifung der Kompostierbarkeit unter praxisrelevanten Bedingun-
gen und Verwertungseigenschaften der Komposte

Teil 3

Ein Copolyestertyp, der seit Anfang 1998 unter dem
Namen Ecoflex® (Schema 2) von der BASF AG vermarktet
wird, wurde entsprechend oben genannter Norm unter-
sucht.!l Die FErgebnisse nach Teil2 der Norm sind in

o o
i I
I=(CH,); — O —C ~(CHy)y — C—0— / m— (CH,), — C—

o} (e}
1} Il ;
C—@C—/—M—

Schema 2. Formel des Copolyesters Ecoflex. M: z.B. Verzweiger oder
Kettenverldngerer.

n

Abbildung 3 dargestellt. Die in drei parallelen Testreaktoren
gemessenen Abbaugrade (angegeben in Menge an gebilde-
tem CO, bezogen auf die theoretisch zu erwartende CO,-
Menge) des Copolyesters betrugen nach 124 Tagen 93 (PS1),
95 (PS2) und 96 % (PS3). Der Mittelwert der Abbaukurven ist
in Abbildung 3 dargestellt und betridgt 95% zum Ende des

pasansssnTiIrIEn
wuss
anh

»
et
o

Cellulose
e
"‘

Ecoflex

DIN V 54900 > 60% in 180 Tagen

T T T ml

60 80 100 120
tid—»
Abbildung 3. Biologischer Abbau des Copolyesters Ecoflex nach

DIN V54900, Teil 2. Kunststoffe wie Ecoflex sind hiernach vollstindig
biologisch abbaubar, wenn mindestens 60 % des organisch gebundenen
Kohlenstoffs in einem Priifzeitraum von maximal 180 Tagen umgesetzt
worden sind. y: Abbaugrad [%] (Menge an CO,, bezogen auf die
theoretisch zu erwartende Menge an CO,).

Tests. Das Ergebnis der Priifung der Kompostierbarkeit nach
DINV 54900, Teil 3 (Desintegration des Werkstoffes unter
realen Kompostierbedingungen) zeigt Abbildung 4. DaB es
bei der Kompostierung nicht zwangsweise zu einer Umwand-
lung des Polymers zu 100% Kohlendioxid kommen muf,
erkldrt sich wie folgt: Bei der Mineralisation eines Stoffes
kann neben der Bildung von Kohlendioxid ein Teil des
Kohlenstoffs auch in Biomasse umgewandelt werden. Eine
weitere prinzipielle Moglichkeit fiir den Verbleib des Kohlen-
stoffs besteht darin, daf ein Teil des Polymers nicht oder nur
partiell abgebaut wurde. Eine Bestimmung der durch den
Abbau des Polymers entstandenen Biomasse ist in einem
derart komplexen Abbaumedium, wie es ein Kompost ist, mit

1542

Tabelle 2. Restpolymeranalyse aus 100 g einer getrockneten Mischung aus Kom-
post und Polymer nach Priifung der Kompostierbarkeit des Copolyesters Ecoflex

vor der Kompostierung nach 1 Woche

nach 3 Wochen

< @
)
‘

»l
¢

Abbildung 4. Priifung der Kompostierbarkeit des Copolyesters Ecoflex
nach DIN V54900, Teil 3.

ausreichender Genauigkeit praktisch nicht moglich. Anders
dagegen sieht es mit der Bestimmung des Gehalts an
Restpolymer aus. Dieser wurde ermittelt, indem nach Ent-
nahme aliquoter Teile aus dem Kompost verbleibende poly-
mere Restsubstanzen durch Extraktion mit einem geeigneten
Losungsmittel durch Gelpermeationschromatographie (GPC)
quantifiziert wurden (Tabelle 2). Die Gehalte an Restpoly-
mer, bezogen auf eingesetztes Polymer, betrugen nach

nach DIN V54900, Teil 3.

Probe Anfangsgehalt

Gehalt an Restpolymer Anteil an
an Polymer [2/100 g Mischung]

[g/100 g Mischung] Messung 1 Messung 2 Mittelwert Mittelwert

PS1
PS2
PS3

15 0.39 0.30 0.35 2.3
15 0.15 0.22 0.19 13
15 0.57 0.44 0.51 3.4

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

Extraktion fiir die drei Parallelansitze 2.3, 1.3 und 3.4%.
Die MeBwerte fiir extrahiertes Polymer lagen in den Kontroll-
und Blindproben zwischen 0.00 und 0.02 g pro 100 g Aus-
gangsmischung und somit unterhalb der Bestimmungsgrenze
der Methode von <0.1 g pro 100 g. Insgesamt konnten in den
Tests (ohne Bestimmung eventuell gebildeter Biomasse)
durchschittliche Kohlenstoff-Wiederfindungsraten von ca.
97 % erreicht werden.

Das extrahierte Restpolymer wurde durch *C-NMR-Mes-
sungen auf Anderungen in der Zusammensetzung untersucht.
Ein signifikanter Anstieg an aromatischer Sdurekomponente
wiirde auf einen langsamen oder nicht stattfindenden Abbau
von aromatischen Polymerkomponenten hinweisen. Inner-
halb der MeB3genauigkeit der verwendeten Methode konnte
eine Anderung der Zusammensetzung nach Testende nicht
festgestellt werden. Inhomogenititen innerhalb der festen
Kompostmatrix, wie zu feuchte, zu trockene oder ungeniigend
beliiftete Zonen sowie an der Reaktorwand anhaftende Poly-
merpartikel, sind plausible Erkldrungen fiir zuriickbleibendes
Polymer. Der hohe Mineralisierungsgrad (ca. 95% der theo-

0044-8249/99/11110-1542 § 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 10
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retisch zu erwartenden CO,-Menge) beweist, da3 das Mate-
rial biologisch angegriffen und zu einem iiberwiegenden Teil
verstoffwechselt wird, 1453t aber keine genauen Riickschliisse
auf das Abbauverhalten einzelner Kettenbruchstiicke zu.
Um die vollstindige biologische Abbaubarkeit eindeutig
nachzuweisen, war das Abbauverhalten der im Copolyester
vorhandenen lidngeren aromatischen Sequenzen selektiv zu
iberpriifen, ist doch bekannt, da3 hochmolekulares, rein
aromatisches Polybutylenterephthalat (z.B. Ultradur®) ein
nicht biologisch abbaubarer technischer Kunststoff ist. Bei
einem statistischen Copolyester mit einem Sadureverhiltnis
von 50/50 ergeben sich nach Cowie folgende theoretische
Sequenzverteilungen (Abbildung 5).1”1 Wie aus Abbildung 5

50
y1% 401
30

B Wiy 5

20 Wapm (%)
10+

o .
1 2 3 4 5 [
n—»

Abbildung 5. Sequenzldngenverteilungen in einem Copolymer. Mono-
merverhiltnis [M;]:[M,] = 50:50. W, = Zahlenanteil [%] der M,-Sequen-
zen als Funktion der Sequenzlinge n; W, = Zahlenanteil [%] der M,-
Sequenzen als Funktion von .

hervorgeht, sind von 100 M;- und

100 M,-Sequenzen in der Molekiil-  nokulum

Anreicherung

Spaltung der Polymerkette
(enzymatische / chemische Hydrolyse)

' ’

' y

? Metabolisierung

aromatische
Wiederholungseinheit

aliphatische
Wiederholungseinheit

Schema 3. Abbauschema eines aliphatisch-aromatischen Copolyesters mit
statistischer Verteilung der Monomerbausteine entlang der Polymerkette.

und fiir sich zu verwenden. Abbauintermediate konnten so in
den Medien angereichert werden. Um den Verlauf des
Abbaus abbilden zu konnen, wurden die Abbautests zu
unterschiedlichen Zeiten gestoppt und die entstehenden
wasserloslichen Spaltprodukte nach Derivatisierung durch
GC/MS-Analyse charakterisiert (Tabelle 3). Es zeigte sich,
daB die isolierten Mikroorganismen in der Lage waren, die
Polymerkette vollstdndig bis zu den Monomeren zu spalten.
Die abschlieBende vollstindige Metabolisierung der gebilde-
ten Monomere konnte dann durch die Zugabe eines, das
gesamte Spektrum der ubiquitdr vorhandenen Mikroorga-
nismen représentierenden Eluates aus Kompost zu den
Losungen der Abbauintermediate demonstriert werden (Ta-
belle 3, Test4). In diesen Losungen konnten durch GC-

Isolierung Screening

kette des 50/50-Copolyesters je
50 Einer-, 25 Zweier-, 12 Dreier-
und nur noch 6 Vierersequenzen.
Wird bei einem biologischen Ab-
bau die Polymerkette des Copoly-
esters gespalten, so konnten lingere
aromatische Sequenzen als nicht
oder schlecht abbaubare Bestand-
teile zuriickbleiben (Schema 3).
Um die Frage nach der vollstin-
digen biologischen Abbaubarkeit
zu Kkldren, wurden bestimmte fiir
den Abbau der Copolyester in
Kompost verantwortliche Mikroor-
ganismen isoliert (Schema 4).131 Es
gelang, diese Mikroorganismen in einem Abbautest in
wilrigem Medium einzusetzen, welches eine exzellente Basis
fiir die Analytik von polymeren Restbestandteilen ist. Der
verwendete Copolyester Ecoflex wurde mit diesen Mikrorga-
nismen innerhalb weniger Tage so weit gespalten, dafl am
Ende ausschlieBlich wasserlosliche Spaltprodukte vorlagen.
Trotz der extrem schnellen Spaltung der Copolyesterketten
durch die isolierten Mikroorganismen, sind diese jedoch nicht
in der Lage, die gebildeten Spaltprodukte zu verstoffwechseln

Suspension aus

ausgereifter Kompost

Biofilme von BTA-Proben
aus Kompostreaktoren

Kompost aus
Abbaureaktoren

zustdndig sind.
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Mischkulturen

BTA-Filme

Mineralsalz-Agar
Kompostextrakt-Medien

e - -

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

Einzel-Kolonien Reinkulturen
Abbautest

Gewichtsverlust
von BTA-Filmen

verschiedene
Inokulierungstechniken

Komplexmedien Mineralsalz-Agar

Kompostextrakt-Medien

Inkubationsbedingungen: 20, 40, 55°C, aerob

Schema 4. Schema fiir Screening und Isolierung von Mikroorganismen, die fiir den Abbau der Copolyester

Analyse keinerlei Abbauintermediate mehr detektiert wer-
den.

Die FEigenart, dal wie hier beobachtet einzelne Orga-
nismen nur einen Teilschritt des Abbaus erfiillen, andere dann
den nichsten Schritt usw. und diese untereinander von den
metabolischen Produkten der anderen leben, nennt man
Symbiose (=Zusammenleben von Lebewesen verschiedener
Art zu gegenseitigem Nutzen). Ob die isolierten Mikroorga-
nismen tatsdchlich gezielt auf einer Symbiose aufbauen ist

0044-8249/99/11110-1543 $ 17.50+.50/0 1543



ZUSCHRIFTEN

Tabelle 3. Spaltprodukte nach Abbau von Ecoflex mit isolierter Reinkul-
tur (Test 1-3) und mit Rein- und Mischkultur aus Kompost (Test 4). x =
detektiert; — =nicht detektiert.

Testl?! Monomerel’! aliph. Oligomerel®  arom. Oligomerel®!
B A T BA ABA BT BTB

1 X X X X X X X

2 X X X X X - -

3 X X X — _

4 _ _ _ _ _ _ _

[a] Test 1: 1750 mg Polyester in 80 mL Medium. Abbauprodukte mit
isolierter Reinkultur nach 21 d. Abbruch der Enzymaktivitdt durch pH-
Wertidnderung (In-situ-Bildung groBer Mengen an Sduren). Test2-4:
350 mg Polyester in 80 mL Medium. Abbauprodukte mit isolierter
Reinkultur nach 7 d (Test 2) und nach 21 d (Test 3). Bei Test 4 wurde 7 d
mit isolierter Reinkultur und anschlieBend 14 d mit Komposteluat inoku-
liert. [b] A: Adipinsdure, B: 1,4-Butandiol, T: Terephthalsidure. Produkte,
die von der Spaltung an M (siche Schema 2) herriihren konnten, sind hier
nicht beriicksichtigt. Nach Test 4 konnten durch GC-Analyse keine Ab-
bauintermediate mehr detektiert werden.

nicht bewiesen. Ebenso wahrscheinlich ist es, daB3 der
Copolyester ,,zuféllig” der Struktur von natiirlichen Substra-
ten &dhnelt und deshalb von den Exoenzymen gespalten
werden kann, die Monomere aber dann durch die innerzellu-
laren Biosynthesewege nicht verarbeitet werden konnen.

Anhand der hier beschriebenen Abbauuntersuchungen
konnte gezeigt werden, daB die im Kompost ubiquitir
vorhandenen Mikroorganismen in der Lage sind, auf fossilen
Rohstoffen basierende aliphatisch-aromatische Copolyester
wie Ecoflex vollstdndig biologisch abzubauen, d. h. vollstéandig
in natiirliche Endprodukte des Stoffwechsels zu mineralisie-
ren. Entscheidend ist demnach fiir die biologische Abbau-
barkeit allein die chemische Struktur und nicht die Rohstoff-
quelle.
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Topologische Verbindung zwischen einer
Doppelstrang-DNA und einer ringformigen
Einzelstrang-DNA **

Heiko Kuhn,* Vadim V. Demidov* und
Maxim D. Frank-Kamenetskii*

Es ist bekannt, da DNA eine Reihe topologischer (und
pseudotopologischer) Strukturen wie Knoten, Catenane,
Borromiische Ringe und Pseudorotaxane bilden kann.!'
Ebenso weil man, daB die Topologie der DNA eine
entscheidende Rolle bei solch grundlegenden biologischen
Phinomenen wie ihrer Uberspiralisierung und Topoisomeri-
sierung spielt.?! Eine andere Ursache fiir das erhebliche
Interesse an topologischen DNA-Strukturen hoherer Ord-
nung riithrt von der Erkenntnis her, dafl topologische und
pseudotopologische DNA-Formen eine stabile und sequenz-
spezifische DNA-Adressierung erméglichen konnten. Ent-
sprechend lieen sich auch eine ,,punktgenaue” DNA-Detek-
tion und eine prézise rdumliche Positionierung von Liganden
an einem DNA-Gertist realisieren. Dies konnte zu neuen
Anwendungen in der molekularen Biotechnologie, der Gen-
therapie und dem aufblithenden Feld der DNA-Nanotechno-
logie fithren.['4-3]

Eine der aussichtsreichen pseudotopologischen DNA-Kon-
struktionen ist das ,,DNA-Vorhédngeschlo“. Es besteht aus
einem langen Einzelstrang(ss)-DNA-Molekiil, das zusammen
mit einem kurzen, cyclischen Oligodesoxyribonucleotid
(cODN) ein Pseudorotaxan bildet.[¥) Eine andere interessante
Struktur vom Pseudorotaxantyp, die ,gleitende Klammer®,
enthilt ein kurzes cODN, das auf eine Doppelstrang(ds)-
DNA aufgefidelt ist.') Ohne den prinzipiellen Nutzen der
erwihnten pseudotopologischen Strukturen fiir die DNA-
Markierung in Zweifel ziehen zu wollen, ist zu bemerken, daf3
die cODN-Komponente in solchen Konstruktionen iiber
nennenswerte Distanzen an der Ziel-DNA entlanggleiten
kann, so daB} die rdumliche Prizision der Markierung beein-
trachtigt ist.

Wir haben eine neue supramolekulare Struktur aufgebaut,
ein ,,verbundenes“ DNA-Pseudorotaxan, in dem ein Teil
einer cODN sequenzspezifisch auf einen Strang einer dsDNA
aufgefddelt zu sein scheint (siche Schema 1l und Abbil-
dung 1a). In diesem System wird so lange eine echte
topologische Verbindung aufrechterhalten, wie das dsDNA-
Makromolekiil die native Doppelhelixkonformation beibe-
halt. Damit bleibt die cODN-Komponente wihrend mogli-
cher Manipulationen nach der Assemblierung korrekt an der
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