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Kurzfassung:

Bei diesem Projekt dreht sich alles um die Raupe der Galleria mellonella, kurzgefasst die Grol3e
Wachsmotte. Im vergangenen Jahr erschien eine wissenschaftliche Studie, in der behauptet
wurde, dass die Raupe der Wachsmotte in der Lage sei, Polyethylen zu Ethylenglykol abzubauen
(P. Bombelli et al., ,Polyethlene bio-degradation by caterpillars of the wax moth Galleria
mellonella®, Current Biology 2017). Kurze Zeit spater erschien ein Kommentar, der die
Erkenntnisse der Arbeit in Frage stellte (C. Weber et al., ,Polyethylene bio-degradation by
caterpillars?“, Current Biology 2017).

Meine Arbeit setzt an diesen Forschungsergebnissen und der daran geaul3erten Kritik an. Durch
Wiederholung und Erweiterung einiger Experimente aus der Arbeit (P. Bombelli et al. Current
Biology 2017) soll ermittelt werden, ob sich in den Ausscheidungen der Raupen der Galleria
mellonella Mikroplastik aufweisen lasst. Ich mdchte damit Uberprifen, ob die Galleria mellonella
tatsachlich das Polyethylen vollstandig verdaut. Eine Fragestellung, die in der Arbeit von P.
Bombelli nicht beantwortet wurde.
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Kurzfassung

Bei diesem Projekt dreht sich alles um die Raupe der Galleria mellonella, kurzgefasst die Grole Wachsmotte. Im
vergangenen Jahr erschien eine wissenschaftliche Studie, in der behauptet wurde, dass die Raupe der Wachsmotte
in der Lage sei, Polyethylen zu Ethylenglykol abzubauen (P. Bombelli et al., ,,Polyethlene bio-degradation by
caterpillars of the wax moth Galleria mellonella®, Current Biology 2017). Kurze Zeit spéter erschien ein
Kommentar, der die Erkenntnisse der Arbeit in Frage stellte (C. Weber et al., ,,Polyethylene bio-degradation by
caterpillars?*, Current Biology 2017).

Meine Arbeit setzt an diesen Forschungsergebnissen und der daran geduBerten Kritik an. Durch Wiederholung
und Erweiterung einiger Experimente aus der Arbeit (P. Bombelli et al. Current Biology 2017) soll ermittelt
werden, ob sich in den Ausscheidungen der Raupen der Galleria mellonella Mikroplastik aufweisen ldsst. Ich
mochte damit {iberpriifen, ob die Galleria mellonella tatsdchlich das Polyethylen vollstindig verdaut. Eine
Fragestellung, die in der Arbeit von P. Bombelli nicht beantwortet wurde.
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1. Hintergriinde zum Projekt

Auf der ganzen Welt haben die verschiedensten Menschen und ihre Haushalte eines gemeinsam — Kunststoff.
Spielzeug, Kosmetika, elektronische Gerite, Textilien, Verpackungen, Medikamente, usw. — heutzutage ist
Kunststoff in fast allen Lebensbereichen aufzufinden. Er ist bereits ab dem Siuglingsalter fest in unseren Alltag
eingebunden.

Schon durch den alltdglichen Einkauf gelangt dieser ,,Wunderstoff mit uns in Kontakt. Durch die ansteigende
Nachfrage wichst auch die Kunststoffproduktion an.
Was geschieht mit den ganzen Plastiktiiten, Plastikverpackungen und Kleidungsstiicken, wenn wir sie wegwerfen?

Heute ist man bereits so weit, dass ein Teil des Plastikmiills recycelt oder verbrannt wird. Doch gelangen durch
viele Faktoren, wie Unachtsamkeit und Gleichgiiltigkeit, auch Teile in die Natur.

Der Kunststoff lagert sich iiber Jahrhunderte an und zerfdllt erst {iber einen Zeitraum von etwa 500 Jahren
vollstindig®. Es scheint offensichtlich, dass sich solche Mengen an Kunststoff auf die Menschen und das
Okosystem auswirken.

Aus diesen Griinden soll in dieser Arbeit erdrtert werden, ob die Degradation von Polyethylen durch die Raupe
der Galleria mellonella einer von vielen Losungsansdtzen zur Beseitigung des Plastikmiill-Problems sein konnte.
Dafiir werden in den ersten Abschnitten zunichst ein paar allgemeine Informationen zu Kunststoff und seinen
Eigenschaften vermittelt. Danach wird auf die Grofle Wachsmotte (Galleria mellonella) eingegangen und die
Entdeckung aus dem vergangenen Jahr, dass diese Polyethylen abbauen kann, erdrtert. Basierend auf eigenen
experimentellen Ergebnissen, wird diese Entdeckung beurteilt und die Tauglichkeit als Losungsansatz zur
Beseitigung von Kunststoffmiill diskutiert.

2. Kunststoff
2.1. Allgemein

Kunststoff wird heutzutage unter verschiedenen Bezeichnungen aufgefasst. Die wohl bekannteste Bezeichnung
fir Kunststoff ist ,,Plastik oder auch die Kurzform ,,Plaste“3. In der Regel sind Kunststoffe Feststoffe und
bestehen aus organischen Makromolekiilen. Diese Makromolekiile konnen wiederum aus Millionen miteinander
verkniipften, gleichen Einzelbausteinen zusammengesetzt sein”.

Bereits am Ende des 19. Jahrhunderts wurden die ersten Kunststoffe hergestellt und galten wegen ihrer
Eigenschaften als Sensation’. Kunststoff weist einige Vorteile auf, wie unter anderem das niedrige Gewicht, die
Bestindigkeit gegen Korrosion (Oxidation), das elektrische Isoliervermdgen sowie auch die Persistenz
(Speicherbarkeit eines Objektes®). AuBerdem kommen noch die gute Wirme- und Schalldimmung und seine
wasserabweisende Eigenschaft, die durch die Unpolaritit gegeben ist, hinzu’. Zusitzlich stellt sich heraus, dass
das Féarben und Formen von Kunststoffen relativ einfach und die Herstellung von Produkten aus Kunststoff
kostengiinstig ist. Durch diese verschiedenen vielseitigen Faktoren ist Kunststoff ideal fiir die Massenfertigung
geeignet. Dies fiithrt dazu, dass heutzutage jéhrlich ca. 300 Millionen Tonnen an Kunststoff gefertigt werden

(s. Abb. 1.) und damit auch Tonnen an Abfall entstehen® .

2 vgl. Hilberg, Sylke: ,,Umweltgeologie. 2015. Seite 15.

3 vgl. Dudenredaktion: ,,Kunststoff™.

* vgl. Wolfgang Kirsch, Marietta Mangold, Brigitte Schlachter, Martina Tschiedel: ,,Abitur clever vorbereitet -
Chemie®. 2012. Seite 208.

5 vgl. Sandretto Museum: ,,Die Kunststoffe — Eine Geschichte, die die Welt verdndert hat”.

® Duden: ,,Persistenz*.

” Chemieunterricht Q3 — S. Jensch

¥ vgl. PlasticsEurope: ,,Plastics®. 2013. Seite 10.
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Abb. 1.: Weltweite und europiische Produktionsmenge von Kunststoff in den Jahren 1950 bis 2014,

In Deutschland werden laut dem BUND ca. 42% des Plastikmiills wiederverwendet und ca. 56% verbrannt’. In
anderen Landern ist der Prozentsatz fiir das Recyceln dagegen deutlich geringer. Beispielsweise hat Spanien eine
Recyclingquote von 27%, welche deutlich geringer ist als in Deutschland'’. Der Rest des Kunststoffes gelangt
meist in die Natur, wie unter anderem in die Meere.

2.2. Zerfall von Kunststoff

Im Zusammenhang mit verschiedenen Umweltfaktoren wurde ermittelt, dass Plastik im Schnitt bis zu 450 Jahre
braucht, um abgebaut zu werden'".

Es ist jedoch immer noch in der Forschung umstritten, ob sich der Kunststoff iiberhaupt vollstindig zersetzt und
wie dieser Prozess funktioniert. In diesem Zusammenhang stellte der Wissenschaftler Jiirgen Bertling fest, dass
zwischen der Fragmentierung, Zersetzung und dem biologischen Abbau durch Organismen Unterschiede
festzustellen sind'?.

Die Fragmentierung erfolgt mechanisch und fiihrt dazu, dass grofere Plastikteile immer mehr zu kleinen Partikeln
zerfallen. Wenn diese Partikel dann einen Durchmesser von weniger als 5 mm erreicht haben, werden diese als
Mikroplastik bezeichnet. Wenn man aus der chemischen Sicht von Zersetzung spricht, dann ist darunter zu
verstehen, dass der Kunststoff durch Einfliisse, wie dem pH-Wert oder der UV-Strahlung, zu anderen Stoffen
reagiert. Bei der vollstindigen Zersetzung des Kunststoffes wiirden als Endprodukte CO,, Nitrate und Wasser
erreicht werden.

Aus der biologischen Sicht ist von einem Abbau des Kunststoffes zu sprechen, wenn Organismen, die den
Kunststoff als Kohlenstoffquelle fiir ihren Energiestoffwechsel bendtigen, den Kunststoff zersetzen'’. Diese
verschiedenen Prozesse kdnnen unter anderem durch den Aufenthalt des Plastiks in den Meeren gehemmt bzw.
gestoppt werden. Daher geht das Umweltbundesamt davon aus, dass sich der Kunststoff in den Ozeanen, selbst
nach den eigentlichen Zersetzungszeiten, nicht vollstindig abbauen lisst'*. Jedoch wurde diese Aussage von
japanischen Wissenschaftlern 2009 bestritten, da sie Beobachtungen machten, welche ergaben, dass Plastik im
Meer bereits nach einem Jahr anfingt sich chemisch zu zersetzen'”. Da unter diesen Umstinden auch geféhrliche
Chemikalien freigesetzt werden, ist dies nicht nur positiv zu bewerten'®.

o vgl. BUND: ,,Plastikfakten zum Plastikfasten®.
19 ygl. GTALI: , Branche kompakt*. 2015.
' vgl. Hilberg, Sylke: ,,Umweltgeologie®. 2015. Seite 15.
12 ygl. Bertling, Jiirgen: ,,Zersetzung von Kunststoff*.
1 vgl. ebd.
' ygl. Umweltbundesamt (2015): ,,Miill im Meer*.
'3 ygl. Spiegel Online: ,,Plastikmiill flutet Ozeane mit Gift. 2009.
' ygl. Bertling, Jiirgen: ,,Zersetzung von Kunststoff*.
] ygl. Statistik: ,,Weltweite und Europiische Produktionsmenge von Kunststoff in den Jahren 1950 bis 2015¢.
5.
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3. Probleme
3.1. Verschmutzung

Die Mengen an Kunststoff steigen durch den Bedarf und den entsprechenden Produktionsanstieg jahrlich (s. Abb.
1. Hellblau (Weltweit)). Doch gelangen viele Millionen Tonnen des Plastiks nicht in Recycling- oder
Verbrennungsanlagen, sondern in die Natur. Die gro3e Menge an Plastik stellt fiir viele Lebewesen eine Gefahr
dar. Diese Verschmutzung wird durch mehrere Quellen verursacht. Besonders in Entwicklungs- und
Schwellenldndern, wie beispielsweise Indonesien, gelangt eine gro3e Menge des Miills direkt oder iiber Umwege
in die Natur. Unter anderem wurden von Wissenschaftlern ca. 690.000 mit bloBem Auge erkennbare Plastikteile
pro Quadratkilometer auf der Meeresoberfliche gezihlt'”. Die vielen tiefer schwimmenden Teile, darunter auch
das Mikroplastik, sind in diesen Werten noch nicht einmal enthalten. Dies zeigt, wie vorangeschritten die
Verschmutzung der Natur ist.

3.2. Mikroplastik

Neben den Folgen der groflen Teile des Kunststoffes, kommt auch die
Problematik des Mikroplastiks hinzu. Es gibt zwei verschiedene Arten des
Mikroplastiks, die primére und die sekundére. Das primare Mikroplastik
wird schon in einer Grofe von unter 5 Millimetern industriell hergestellt und
ist in vielen Kosmetika, beispielsweise Zahnpasta, Duschgels usw. enthalten.
Die Problematik ist, dass durch seine geringe GroBe die Klaranlagen dieses
nicht vollstidndig herausfiltern konnen. In Deutschland sind es geschétzt 500
Tonnen solcher Mikroplastikpartikel aus Polyethylen'®, die verarbeitet
werden. Von diesen gelangen dann ca. 10% iiber die Abwdésser in die Fliisse
und Meere'’. Unter anderem 16st sich auch beim Waschvorgang von
Kunstfasertextilien, beispielsweise Fleecejacken, Mikroplastik heraus und
gelangt dadurch zusitzlich in die Abwiésser.

Die andere Moglichkeit ist, dass das Mikroplastik erst im Ozean durch ein
Zusammenspiel von Fragmentierung und chemischer Zersetzung (vgl. 2.2.)
entsteht. Dabei fiihrt die UV-Strahlung der Sonne, die mechanische
Einwirkung der Wellen, sowie die Salzkonzentration des Wassers in den
Meeren dazu, dass groBere Stiicke zu immer kleineren Teilen zerfallen und
schlieflich so klein sind, dass diese als Mikroplastik einzuordnen sind.
Dieses Mikroplastik wird dann als sekundéres bezeichnet.

Abb. 2.: PE-Mikropartikel auf
einem Silizium Wafer,
aufgenommen mit einem
optischen Auflichtmikroskop®’.

4. Folgen

Man geht heutzutage davon aus, dass sich die
bisher produzierte Kunststoffmenge in den
kommenden 20 Jahren verdoppeln wird®.
Aufgrund dessen wird im Folgenden davon
ausgegangen, dass sich die Problematiken von
Kunststoff bemerkbar machen werden bzw.
verschlimmern werden.
Nach Schétzungen von Wissenschaftlern befinden
sich derzeit etwa 142 Millionen Tonnen Miill in
S : AR den Ozeanen und 4,8 bis 127 Millionen Tonnen
Abb. 3.: Die Miillstrudel der Ozeane!™. Kunststoffmiill gelangen jihrlich in unsere Meere”!
(s. Abb. 3.).

7 vgl. Arte Dokumentation (2012): **Plastik: Der Fluch der Meere™”.

'8 Polyethylen (PE) ist die am meisten verwendete Kunststoffart und kann je nach Dichte verschiedene
Eigenschaften haben.

1% vgl. Essel, Roland/Engel, Linda/Carus, Michael/Ahrens/DR. Ralph, Heinrich: “Quellen fiir Mikroplastik mit
Relevanz fiir den Meeresschutz in Deutschland*. 2015.

2 ygl. Velis, C. (2014): ,,Global recycling markets: plastic waste. A story for one player — China®. 2014. Seite
11.

*! vgl. Julia Merlot: Spiegel Online Wissenschaft “Der Weg zu den Miillkippen der Meere®. 2015.

[ Eigenes Bild.

I Spiegel Online Wissenschaft: NASA Simulation. 2015.
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Dieser Kunststoffmiill stellt eine erhebliche Gefahr fiir die Meeresfauna dar. Ein Grund ist, dass sich viele Tiere
in den Kunststoffteilen verfangen, verletzen oder sich sogar daran strangulieren. Dariiber hinaus wird der
Kunststoffabfall immer 6fter mit Nahrung verwechselt, was dazu fiihrt, dass zahlreiche Lebewesen verhungern.
Zusétzlich enthdlt Kunststoff gesundheitsschiddigende Weichmacher und es konnen sich zu alledem weitere
Giftstoffe an der Oberfliache des Kunststoffes sammeln.

Dem Menschen dient die Natur schon seit Jahrtausenden als Nahrungsquelle und noch heute werden
beispielsweise jahrlich iiber 107 Millionen Tonnen der Weltfischerzeugung alleine fiir die Nahrung verwendet?.
Wenn aber der Kunststoff die Lebewesen vergiftet, dann erreicht die davon ausgehende Gefahr auch den
Menschen.

Da Kunststoff nur schwer oder unter Umsténden sogar gar nicht abbaubar ist (vgl. 2.2.) und durch die Menschheit
weiterhin Kunststoff in die Natur gelangt, kann man davon ausgehen, dass die Biodiversitit immer weiter
abnimmt. Bereits heute ist eine grofle Zahl von Arten ausgestorben, unter anderem auch durch die anwachsende
Verschmutzung der Natur durch den Menschen. Insgesamt kdnnte es zu einer Art Dominoeffekt kommen, denn
die Schwichung oder das Verschwinden einer Komponente im Okosystem beeinflusst weitere Komponenten.
Beispielsweise konnte sich durch das Artensterben eine Art, wegen der fehlenden Feinde oder Konkurrenz, weiter
unaufhaltsam fortpflanzen und es kommt somit zu einer Dominanz dieser Art, die wiederum eine Verdrangung
anderer Arten ausldst. Somit muss man davon ausgehen, dass in Zukunft eine weitere Vielzahl an Arten aussterben
wird, womit das Okosystem aus dem Gleichgewicht geraten konnte.

Ein alternatives Szenario wére, dass sich die Lebewesen evolutiondr an den Kunststoff anpassen. Beispielsweise
konnten sie Resistenzen gegen die Giftstoffe aufbauen. Deren Korper konnten eventuell Systeme bzw. Techniken
entwickeln, um entweder ihre Nahrung von Kunststoff unterscheiden zu konnen, oder aber, um den Kunststoff zu
verdauen. Es wire fiir die Tiere zwar nicht mdglich, aus dem Kunststoff Nahrstoffe zu ziehen, dennoch wiirden
sie dann nicht daran verhungern.

Es wurden bereits einige Organismen entdeckt, die den Kunststoff biologisch abbauen konnen. Ein Beispiel ist
das Bakterium Ideonella skaiensis 201-F6=. Dieses Bakterium wurde im Jahre 2016 von dem japanischen
Wissenschaftler Shosuke Yoshida vom Kyoto Institute of Technology entdeckt. Uberraschenderweise ist es
imstande, PET** biotisch abzubauen. Das Bakterium verfiigt iiber das bis vor kurzem unbekannte Enzym PETase,
mit dem es in der Lage ist, das PET in das Zwischenprodukt Mono(2-hydroxyethyl)terephthalsdure (MHET) zu
spalten. Danach verwendet das Bakterium das zweite Enzym MHETase, um die vorhandene Siure in die Stoffe
Terephthalséure, die bei der Kunststoffproduktion aus dem Erddl gewonnen wird, und Ethylenglykol zu zerlegen.
Diese Stoffe dienen wiederum als Energielieferant fiir das Bakterium, sodass am Ende des Prozesses nur noch
Wasser und Kohlenstoff iibrig bleiben”.

Dies ist schon ein deutlicher Fortschritt, aber noch keine Losung fiir das Kunststoffproblem, da der Vorgang relativ
lange dauert. Die Forscher hoffen jedoch, dass dieses Bakterium nicht das einzige ist, sondern dass es noch mehr
Mikroben geschafft haben, sich bis heute auf die Spaltung der Kunststoffe zu spezialisieren. Wiederum vermuten
sie, dass es schwierig wird, Bakterien zu finden, welche andere ebenfalls weit verbreitete Kunststoffe, wie z.B.
Polystyrol und PVC, zersetzen konnen, denn diese sind chemisch noch schwerer abbaubar. Das Bakterium
Ideonella skaiensis 201-F6 liasst vermuten, dass bereits erste evolutiondre Entwicklungen aufgrund von
Plastikmiill stattgefunden haben.

Solche und andere Anpassungen an den Kunststoffmiill und die damit verbundenen Giftstoffe, wéren auch noch
bei anderen r-Strategen®® moglich. Bakterien kénnen sich aufgrund ihrer Eigenschaften, wie einer kurzen
Lebensdauer und einer hohen Populationsrate, schneller als die k-Strategen®’ an die neue Situation anpassen.

2 vgl. Rimbach, Gerald/ Mohring, Jennifer/ Erbersdobler, Helmut F.: ,,Lebensmittel - Warenkunde fiir

Einsteiger “. 2010.
2 vgl. Malberger, Lara (11.03.2016): ,,Lieblingsessen Plastik*.
* Polyethlenterephthalat (PET) ist ein Polyester, welches zur Herstellung von Kunststoffflaschen und
Textilfasern verwendet wird.
% ygl. Malberger, Lara (11.03.2016): ,,Lieblingsessen Plastik*.
26 R-Strategen sind Populationen mit einer kurzen Zeit bis zur Geschlechtsreife, wie auch einer kurzen
Lebensdauer, einer hohen Mortalitétsrate, einer hohen Anzahl an Nachkommen pro Reproduktionsereignis und
keiner oder einer geringen Brutpflege. (Biologieunterricht Q2)
*7 7u k-Strategen gehoren Populationen mit einer langen Zeit bis zur Geschlechtsreife, einer langen
Lebensdauer, einer niedrigen Mortalitdtsrate, einer geringen Anzahl an Nachkommen pro Reproduktionsereignis
und eine ausgeprigte Brutpflege. (Biologieunterricht Q2)

7.
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Dies wiederum hétte zur Folge, dass sich die Populationen der groBeren komplexeren Lebewesen verringern
wiirden und somit zunéchst die Natur von kleineren Organismen dominiert werden wiirde.

5. Ein Losungsansatz — die Grofie Wachsmotte (Galleria mellonella)

Wie bereits im 4. Abschnitt erldutert, wurden bereits Organismen entdeckt, die den Kunststoff biologisch abbauen
konnen. Im Jahr 2016 wurde diese Féahigkeit bei dem Bakterium Ideonella skaiensis 201-F6 nachgewiesen. Im
darauffolgenden Jahr wurde eine wissenschaftliche Studie®™ in der Fachzeitschrift ,,Current Biology*
veroffentlicht, die berichtete, dass die Raupe der GroBBen Wachsmotte (Galleria mellonella) in der Lage ist, reines
PE abzubauen.

Im folgendem Abschnitt werden die Eigenschaften der GroBBen Wachsmotte beschrieben. Im Anschluss wird auf
die Arbeit ,,Polyethylene bio-degradation by caterpillars of the wax moth Galleria mellonella“” aus der
Fachzeitschrift ,,Current Biology* eingegangen und diese erortert.

5.1. Eigenschaften der Galleria mellonella

Die Gro3e Wachsmotte (s. Abb. 4.), auch Galleria mellonella genannt, ist eine Art der Wachsmotten (Galleriinae).
Die Wachsmotte gehort zu den Kleinschmetterlingen, spezifischer zu der Familie der Ziinsler (Pyralidae).

Abb. 4.: Die GroBe Wachsmotte, Raupenstadium'®’.

Die GroBle Wachsmotte ist wie alle Arten der Wachsmotten am Tage inaktiv. Sie fliegt vor allem ab der
Dammerung und ist hdufig in der Ndhe von Bienenstocken aufzufinden, da sie vom Duft des Honigs und des
Wachses angelockt wird.

Die Wachsmotte ist ein Vorratsschidling der Honigbiene. Die Weibchen der Groflen Wachsmotte legen ihre Eier
in den Bienenstocken ab. Wenn die Larven aus den Eiern geschliipft sind, entsteht der grofite Schaden fiir die
Bienenvolker. Die Larven fressen an den Waben und dies hat eine Zerstorung der Waben zufolge.

Die jungen Raupen erndhren sich im Bienenstock hauptsichlich von dem Gemiill, sofern dieser erreichbar fiir sie
ist. Spater wandern die Raupen in die Brutwaben nach oben und spinnen als Schutz ein Gespinst. Die Larven
besiedeln in groBer Zahl ein Gespinst und fressen sich darunter durch die Waben. Dabei fressen sie Gange durch
das Innere der Brutwaben und die Brut der Honigbienen wird dadurch nach auflen gedrangt.

Grofle Populationen der Wachsmotte konnen sich nur in bereits geschwichten oder in aufgegebenen
Bienenvolkern entwickeln. Finden sie geeignete Bedingungen, so kdnnen sie sich dort ein Gespinst aufbauen.

Die Larven erndhren sich hauptsédchlich von Pollenresten und zuriickgelassenen Kokons von geschliipften Bienen.
Das Zerfressen der Waben schidigt die Brut der entsprechenden Bienenvdlker. Die Larven spinnen die Brut
teilweise sogar ein, wobei diese im Gespinst der Mottenlarven versterben. Die Larven der Wachsmotte sind jedoch
nicht in der Lage, reines Wachs zu fressen.

Die Bienenvolker konnen auBBerdem durch den Kot der Wachsmotte angegriffen werden, da dieser Krankheiten
wie die Amerikanische Faulbrut iibertragen kann. Auch brauchen die Larven der Motte leere Brutwaben, sowie
eine Mindesttemperatur von 14 °C fiir eine optimale Entwicklung.

% ygl. Paolo Bombelli, Christopher J. Howe, Federica Bertocchini: “Polyethlene bio-degratation by caterpillars
of the wax moth Galleria mellonella”. Current Biology, 27: R283-R293, April 24, 2017.

Pvgl. Paolo Bombelli, Christopher J. Howe, Federica Bertocchini: “Polyethlene bio-degratation by caterpillars
of the wax moth Galleria mellonella”. Current Biology, 27: R283-R293, April 24, 2017.

[e] vgl. Wikipedia: ,,Grole Wachsmotte“. 2017.
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Die Wachsmotte weist jedoch auch einen Nutzen auf. Die alten, verlassenen oder abgestorbenen Bienennester
werden von den Motten zerstort bzw. der Wabenbau. Dies geschieht so nachhaltig, dass danach wieder Platz fiir
eine neue Besiedlung von Bienen an der Stelle moglich ist™”.

5.2. Polyethylen—Abbau durch die Larven —Polyethylene bio-degradation by caterpillars of the wax
moth Galleria mellonella

Kiirzlich wurde gezeigt, dass die Raupe der Groflen Wachsmotte in der Lage ist, Polyethylen zu Ethylenglykol
abzubauen (P. Bombelli et al. Current Biology 2017). Die Wissenschaftler berichteten, dass die Larven der
Galleria mellonella durch einen schnellen biologischen Abbau PE zu Ethylenglykol zersetzen konnen. Es reichten
bereits 100 dieser Larven aus, um in 12 Stunden ungefihr 92 mg PE abzubauen®'. In Abb. 5. sind Lécher zu
erkennen, welche von Larven aus der Veroffentlichung erzeugt wurden.

Abb. 5.: Die PE-Tiite aus der Verdffentlichung (P. Bombelli et al. Current Biology 2017) mit Léchern,
verursacht durch die Raupen der Groflen Wachsmotte.

Diese erstaunliche Entdeckung kdnnte theoretisch zur Reduzierung des Kunststoffes in der Natur genutzt werden.
Jedoch stellen wiederum die Wachsmotten eine grofle Gefahr fiir die Bienen dar, da diese die Nester der
Bienenvdlker zerstoren (vgl. 5.1.). Um dies zu verhindern, miisste der Abbau des Kunststoffes durch die Galleria
mellonella in einem geschlossenen System erfolgen.

Eine zufillige Entdeckung ereignete sich, als Dr. Bertocchini, welche Hobbyimkerin ist, die parasitdren Schidlinge
aus den Honigwaben in ihren Bienenstdcken entfernte. Die Raupen wurden voriibergehend in einer typischen
Plastikeinkaufstasche aufbewahrt, die dann im Nachhinein mit Lochern tibersét war.*

Die Wissenschaftler untersuchten darauthin diese Entdeckung néher. Dazu stellten sie aus den Larven der Galleria
mellonella eine Paste her, welche sie dann auf die Oberflache einer PE-Folie strichen. Nach 12 Stunden wurde die
Paste von der Tiite entfernt und die Tiite gewogen, wie untersucht. Auf der Oberfliche wurden Riickstinde von
Ethylenglykol gefunden. Die Wissenschaftler vermuteten deshalb, dass ein Enzym im Verdauungstrakt der Larve
zur Zersetzung von Polyethylen zu Ethylenglykol fiihrt.

,»Wachs ist ein Polymer, eine Art "natiirlicher Kunststoff" und hat eine chemische Struktur, die Polyethylen nicht
unihnlich ist*, erklirte Dr. Bertocchini, die Co-Autorin der Zeitschrift Current Biology™.

,»Wenn ein einzelnes Enzym fiir diesen chemischen Prozess verantwortlich ist, sollte seine Reproduktion im grof3en
MaBstab mit biotechnologischen Methoden moglich sein®, fiigte Dr. Paolo Bombelli hinzu (Fachbereich
Biochemie der Universitit Cambridge)**.

3% yvgl. Wikipedia: ,,Wachsmotten®. 2017.
3! vgl. Paolo Bombelli, Christopher J. Howe, Federica Bertocchini: “Polyethlene bio-degratation by caterpillars
of tthe wax moth Galleria mellonella”. Current Biology, 27: R283-R293, April 24, 2017.
32 vgl. SCI-NEWS: “Wax Moth Caterpillars Found to Eat Polyethylene”. 2017.
3 vgl. ebd.
vel. ebd.
1 ygl. Paolo Bombelli, Christopher J. Howe, Federica Bertocchini: “Polyethlene bio-degratation by caterpillars
of the wax moth Galleria mellonella”. Current Biology, 27: R283-R293, April 24, 2017.
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Im August des selbigen Jahres wurde jedoch ein Kommentar zu der Studie in der selben Fachzeitschrift
veroffentlicht, welcher die Studie und die darin gewonnenen Erkenntnisse in Frage stellt. Die Autoren des
Kommentars® kritisierten die Methoden und waren mit den Schlussfolgerungen aus der Studie nicht
einverstanden.

Um genau zu sein, zweifelten sie die verschiedenen Experimente an, aus denen die Wissenschaftler der Studie
folgerten, dass eine Verdauung der Polymere durch die Insekten erfolgt®®.

6. Eigene Experimente zum Abbau von Polyethylen durch die Raupe der Galleria mellonella

In dem néchsten Abschnitt werden die Experimente beschrieben, welche im Rahmen dieses Projektes durchgefiihrt
wurden. Mit diesen Experimenten sollte untersucht werden, ob erstens die Larven der Galleria mellonella wirklich
in der Lage sind, reines Polyethylen zu fressen. Zweitens sollte ermittelt werden, ob die Larven das Polyethylen
komplett abbauen, oder ob in den Ausscheidungen Mikroplastik zu finden ist.

In der Veroffentlichung (P. Bombelli et al. Current Biology 2017) wurde aus den Larven eine Paste hergestellt,
welche dann auf das Polyethylen gestrichen wurde.

Aufgrund der Tierschutzrichtlinien von Jugend forscht, war es nicht moglich den Teil mit der Pastenherstellung
aus den Larven der Galleria mellonella aus der Forschungsarbeit zu wiederholen. Es wurden daher ausschlieBlich
die Ausscheidungen von Larven untersucht, welche reines Polyethylen zu fressen bekamen.

Anhand der Angaben aus der Veroffentlichung (P. Bombelli et al. Current Biology 2017) wurde im ersten Schritt
die Anzahl der zu verwendenden Larven, die Art der Larven, sowie die Art des Kunststoffes und die Dauer der
Versuche ermittelt.

Die Wachsmottenraupen wurden bei den Internethdndlern Ebay und Feeders &More GmbH gekauft, wo diese als
Lebendfutter angeboten werden. Nach Erhalt wurden diese fiir die Dauer der Versuche in einem Terrarium
gehalten und in regelméBigen Abstinden mit entsprechender natiirlicher Nahrung gefiittert (s. Tierschutzformular
im Anhang der Arbeit).

6.1. Das Fressverhalten von Wachsmottenraupen in Kontakt mit PE-Tiiten

= = Die Raupen wurden in eine gedffnete Plastiktiite aus reinem Polyethylen

' ' (PE-HD) gesetzt (s. Abb. 6.). Diese Tiite befand sich in einem ausreichend
grofen Terrarium. In einer ersten Versuchsreihe wurden die Raupen fiir einen
Zeitraum von 12 Stunden in die Plastiktiite gesetzt. Nach einigen Durchldufen
bin ich allerdings zu der Erkenntnis gekommen, dass die Raupen in dem
angegebenen Zeitraum nicht ausreichend Polyethylen fressen. Es waren keine
Loécher in der Polyethylen-Tiite mit bloBem Auge zu erkennen. Aus diesem
Grund wurde der Zeitraum abschnittsweise bis auf eine Woche erhoht. Im
Schnitt waren die ersten Fresslocher mit dem Auge nach drei Tagen zu
erkennen. Die Raupen hatten sich durch die diinne Wand der PE-Tiite
gefressen. Nach einer Woche wurden die Raupen aus dem Terrarium und der
PE-Tiite entnommen und in ein separates Terrarium gesetzt, wo sie natiirliche
Nahrung bekamen.

Abb. 6.: Larven der Galleria Nach dem Fiittern wurden die Raupen bis zu ihrem natiirlichen Lebensende bei
mellonella auf Polyethylen®. 8°C in einem Terrarium gehalten. Bei dieser Temperatur kommt es zu keiner
Verpuppung der Raupe, aber auch zu keiner Schadigung.

Vor dem Versuch mit der PE-Tiite wurde die PE-Tiite gewogen. Fiir das Messen des Gewichtes wurde eine
Laborwaage genutzt.

Die Ermittlung des Gewichts diente dazu, spéter einen Gewichtsverlust der Tiite zu ermitteln bzw. festzustellen
wie viel die Larven der Galleria mellonella im Durchschnitt wahrscheinlich von dem Polyethylen gefressen haben.

Da die Tiite durch die Ausscheidungen teilweise verunreinigt wurde, wurde die Tiite nach dem Entnehmen der
Raupen und der Ausscheidungen, mit destilliertem Wasser in einer Glasschale vorsichtig gereinigt. Im Anschluss

3vgl. Current Biology Magazine, Weber/ Bombelli: ,,Polyethylene bio-degradation by caterpillars?”. August
2017.
3 ygl. ebd.
el Eigenes Bild.
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wurde die Tiite gewogen. Der Gewichtsverlust betrag im Durchschnitt ca. 400,5 mg (s. Diagramm). Dieser Wert
kann jedoch durch kleine, noch vorhandene Verunreinigungen verfélscht sein.

Tabelle 1.:
Statistik des Gewichtsverlustes der
s Tuten
=
é 3
O 2,5
z 2
- 1,5
B 0,5
an 0
&) 1. 2. 3. 4. 5. 6.
= Versuch | Versuch | Versuch Versuch Versuch = Versuch
% 17.11.- 1.12- 13.12- | 20.12.- | 12.1.- 19.1. -

24.11.17  8.12.17 20.12.17  27.12.17  19.1.18 = 26.1.18
B Vorher 1,932 2,072 2 2,401 2,593 2,099
®Nachher = 1,687 1,579 1,484 2,125 2,319 1,5

Die PE-Tiite wurde dann unter einem Auflichtmikroskop (Amscope Auflichtmikroskop und Camera FMA050 3
Megapixel) untersucht bzw. die Fresslocher.

Wie anhand von Abb. 7. zu sehen ist, haben die Larven der Galleria mellonella unterschiedlich grofle Locher in
der PE-Tiite erzeugt. Unter dem Mikroskop wurden die kleinen Locher ndher betrachtet. In Abb. 8. sind Locher
dargestellt, welche bereits mit dem bloBen Auge erkennbar waren.

Es wurde jedoch festgestellt, dass die Larven der Galleria mellonella bei den Versuchsdurchldufen deutlich
weniger Locher und vor allem kleinere erzeugten, als die in der Ver6ffentlichung dargestellten (P. Bombelli et al.
Current Biology 2017) (s. Abb. 5.).

Das kleine Loch in der Abb. 7 (A) weist einen Durchmesser von ca. 100 um auf. Das Loch in Abb. 7 (B) ist
dagegen deutlich groBer. Das grofite sichtbare Loch in einer PE-Tiite hatte einen Durchmesser von 15 mm (s. Abb.
8).

Abb. 7. Optisches Mikroskopbild von Lochern in Abb. 8. Locher in einer PE-Tiite, welche
einer PE-Tiite (Amscope Auflichtmikroskop und mit dem bloBen Auge erkennbar waren!".

Camera FMA050 mit 3 Megapixeln) ™.

™ Eigene Bilder.
[l Eigenes Bild.
11.
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Untersuchung der Ausscheidungen von Wachsmottenraupen nach dem Fressen von Polyethylen

' — Nach jeder Versuchsreihe wurden die Ausscheidungen der Raupen, die sich auf der
y Plastiktiite (PE-HD) und auf dem Boden des Terrariums befanden mit einer
Pinzette aufgesammelt. Die Ausscheidungen wurden danach in ein
Zentrifugenrohrchen gegeben und in 20 ml destilliertem Wasser gelost (s. Abb. 9).
Das Zentrifugenrohrchen wurde fiir etwa 30 Minuten in einem Ultraschallbad
platziert, um die Ausscheidungen im destillierten Wasser besser zu 16sen. Im
Anschluss wurde die Probe in eine Zentrifuge (TMT-2400XC-50 Zentrifuge) bei
2500 U/min fiir 30 Minuten gegeben.

Polyethylen hat eine Dichte zwischen 0,90 g/cm® (PE-VLD)*® und 0,97 g/cm’ (PE-
HD)* und ist somit leichter als Wasser. Um festzustellen, ob sich in den
Ausscheidungen Mikroplastikpartikel befinden, wurde ein Teil von der Oberfldche
der zentrifugierten Losung pipettiert.

Dieser Teil der Losung wurde dann auf einen Objekttriger getropft und danach mit
einem Auflichtmikroskop untersucht (s. Abb. 10.). Um die Proben unter dem
Mikroskop besser zu erkennen und Bilder von den Proben aufzunehmen, wurde das
Programm Toup View"’ genutzt.

Abb. 9. Ausscheidung
der Raupen in einer
Losung mit20 ml
destilliertem Wasser!,

Abb. 10. Optische Mikroskopaufnahmen von Ausscheidungen der Larven der Galleria mellonella (A — C)[k].

6.3. Nachweis von Polyethylen Mikropartikeln mittels Mikro-Raman-Spektroskopie

Um diesen Punkt besser nachzuvollziehen zu kénnen, wird im nichsten Abschnitt die Raman-Spektroskopie kurz
erklart.

Raman-Spektroskopie ist eine Methode zur Analyse und Charakterisierung von Materialen. Da man mit Licht
arbeitet, ist die Methode beriihrungsfrei. Das Material, in diesem Fall die Probe, wird daher nicht beschiadigt oder
verédndert.

Das Licht eines Lasers wird auf die Probe bzw. die zu untersuchende Substanz gestrahlt. Dabei kann Licht
absorbiert, reflektiert oder gestreut werden. Das durch die Probe gestreute Licht besteht aus Photonen mit gleicher
Wellenliange (Rayleigh-Streuung), jedoch auch aus Photonen mit gednderter Wellenlédnge (inelastische Streuungen
bzw. Raman-Streuung). Die Energiednderung wird dadurch erzeugt, dass bei der Lichtstreuung Molekiil-
Schwingungen oder Phononen (Kristallschwingungen) entstehen. Man erhilt dann ein Raman-Spektrum, wenn
man die Intensitdt des inelastisch-gestreuten Lichts gegen die Energieinderung relativ zum eingestrahlten
Laserlicht auftrigt. Diese wird in Wellenzahlen (cm™) angegeben. Da jedes Material oder Molekiil andere
Schwingungen besitzt, ist das Raman-Spektrum wie ein Fingerabdruck, mit dem man eine Substanz identifizieren
kann.

In den optischen Mikroskopbildern (Abb. 10) lassen sich die beobachteten Partikel nicht eindeutig identifizieren.
Um festzustellen, ob in den Ausscheidungen PE in Form von Mikropartikeln enthalten ist, konnte man die Proben

zzvgl. Kunststoff.de: ,,Polyethylen (PE)“.
vgl. ebd.
4_0 vgl. touptek.de: ,,ToupView — Toup Tek Photonics®.
U Eigenes Bild.
X Eigene Bilder.
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in der Freien Universitit Berlin Fachbereich Physik*' mit einem Raman-Spektrometer analysieren. Dabei handelte
es sich um ein konfokales Raman-Mikroskop der Firma Horiba, mit einer Laserwellenldnge von 532 nm fiir die

Anregung (Raman XploRA).
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Abb. 11. Raman-Spektroskopie von PE. (A) Raman-Spektrum von PE-Tiite (PE-HD). (B) Mikroskopbild von PE-
Tiite. (C) Raman-Spektren von zwei PE Mikropartikeln, (D) Mikroskopbilder von PE Mikro-Partikel 1 und (E)

Mikro-Partikel 21,

Zuerst wurde untersucht, wie das Raman-Spektrum der PE-Tiite aussieht, welche in den Versuchsreihen mit den
Raupen verwendet wurde (s. Abb. 11. A, B). Das Raman-Spektrum enthilt mehrere fiir PE charakteristische Peaks

der Raman-Intensitit (s. Abb. 11. A).

Abb.12. Optisches Mikroskopbild von
einem zerkleinerten Teil der PE-Tiite

(PE-HD) auf einem Silizium-Wafer
(links). Es sind ebenfalls Mikropartikel
aus PE zu erkennen (rechts) ™.

Im néchsten Schritt wurde ein kleiner Teil der PE-Tiite iiber einem
Silizium Wafer, welcher als Objekttrager fungierte, mit einer Schere
und Pinzetten zerkleinert (s. Abb. 12) und dabei kleine Mikropartikel
erzeugt (s. Abb.11 D und E). Der Silizium-Wafer wurde als
Objekttrager genutzt, da er ein bekanntes Raman-Spektrum mit
wenigen Peaks hat, welche im Bereich von 500 bis 1000 cm™ liegen
und somit sich nicht mit den Peaks von Polyethylen iiberlappen.

Von diesen Mikropartikeln wurden ebenfalls Raman-Spektren
aufgenommen. Die  Spektren  enthielten die  gleichen
charakteristischen Peaks, wie die PE-Folie. Es konnte damit gezeigt
werden, dass es moglich ist, von so kleinen Partikeln die Raman-
Intensitit zu ermitteln und zu bestétigen, dass es sich bei den Partikeln
um Mikroplastik aus PE handelt.

Im néchsten Schritt wurden die Partikel auf den Objekttrdgern in Abb.
8. untersucht. Dabei habe ich feststellen konnen, dass die Objekttriger

1 ygl. Freie Universitit Berlin Fachbereich Physik

m Eigene Bilder.
™l Eigenes Bild.
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bzw. die Deckgléser ein so starkes Hintergrundsignal erzeugten, dass eine Aufnahme von Raman-Spektren nicht
moglich war. Die Ausscheidungen der Raupen mussten daher auf einem anderen, geeigneteren Substrat untersucht
werden. Dafiir verwendete ich Silizium Wafer.

Dafiir musste ein Silizium-Wafer vorsichtig in mehrere kleine Teile gebrochen werden. Dies funktionierte am
besten mit einer kleinen Zange. Damit der Silizium Wafer wirklich sauber ist, wurde der Wafer zuerst in folgenden
Schritten gereinigt:

Ich legte den Wafer in eine Ethanol-Losung.

Der Wafer wird dann mit destilliertem Wasser abgespiilt.

Nun wird der Wafer in eine Spiilmittel-Losung gelegt und vorsichtig gereinigt.

Der Wafer wird nun wieder griindlich mit destilliertem Wasser abgespiilt.

Zum Schluss wird der Silizium Wafer mit einer Druckluftdiise abgepustet.

Nk W=

Danach wurde die Losung mit den Ausscheidungen in den Zentrifugenréhrchen auf die Mitte eines Wafer-Stiickes

getropft. Da das Substrat getrocknet untersucht werden musste, wurden die Proben in einen Autoklav gelegt, in

dem diese bei 50°C getrocknet wurden. Bei 50°C schmilzt Plastik noch nicht, jedoch verdunstet das Wasser von

den Wafern, die Proben wurden also nicht verfélscht bzw. beschédigt.
e 255 A

Abb. 13.: Optische Mikroskopbilder von Ausscheidungen der Larven der Galleria mellonella, welche PE
gefressen haben (Links: Partikel 1, Mitte: Partikel 2 und Rechts: Partikel 3) ™.
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Abb. 14.: Raman-Spektroskopie von Raupen- Abb. 15.: Raman-Spektroskopie von Partikeln in
Ausscheidungen und reinem Silizium-Wafer™®’. Ausscheidungen der Larven™.

Nun wurden diese Proben wieder mit dem Raman-Spektrometer untersucht, mittels Detektion der Raman-
Intensitét an Stellen wo Mikroplastik vermutet wurde. Das Spektrum wurde mit den Peaks der Raman Intensitit
der Polyethylen-Tiite verglichen. Damit konnte ermittelt werden, ob es sich bei der Substanz um Polyethylen
handelt.

Man konnte anhand der Raman-Spektroskopie erkennen, dass die getrockneten Raupenausscheidungen einen sehr
starken Hintergrund im Spektrum erzeugten (s. Abb. 14., rot). Dieser Hintergrund verhinderte, dass man ermitteln
konnte, welche Stoffe genau in der Probe waren. Somit konnte nicht gezielt ermittelt werden, ob in diesen Proben
Polyethylen enthalten ist.

] Eigenes Bild.
°] Eigenes Bild.
Pl Eigenes Bild.
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Um Fehlerquellen einzuschrinken, wurde ein Raman-Spektrum von einem reinen Silizium-Wafer gemessen (s.
Abb. 14., blau). In der Abb. 14. kann man erkennen, dass Silizium im Bereich 500 cm” einen charakteristischen
Peak erzeugt, welcher auch im Spektrum der Ausscheidungen aufzufinden ist.

Zu diesen beiden Raman-Spektren wurden noch Spektren von den Partikeln (s. Abb. 13.) aufgenommen und
festgestellt, dass dieses einen noch stirkeren Hintergrund erzeugt, als die Ausscheidungen (s. Abb. 15.).

Es wurden im Laufe der Arbeit mehr als 100 verschiedene Partikel in den Ausscheidungen der Larven der Galleria
mellonella untersucht. In der Abb. 13. sind drei dieser untersuchten Partikel zu erkennen und in der Abb. 15.
jeweils ein repriasentatives Raman-Spektrum der dargestellten Partikel.

Bei den Raman-Spektren der Partikel kann man auch den markanten Peak von Silizium bei 500 cm™ nicht mehr
erkennen. Dies liegt daran, dass kein Licht mehr die Siliziumoberfldche durch die Partikel erreichen konnte und
dass ein konfokales Raman-Mikroskop mit hoher ortlicher Auflosung verwendet wurde.
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Abb. 16.: Optisches Mikroskopbild von Mikro- g (cm™)

plastik in den Ausscheidungen der Larven'®. ) o
den Ausscheidungen der Larven™.

Bei einer der Proben (s. Abb. 16.) wurde ein Mikroplastikpartikel in den Ausscheidungen gefunden. In Abb. 17.
ist das Raman-Spektrum dieses Partikels zu sehen. Die relevanten Raman-Peaks von Polyethylen bei 1150 cm™,
1300 cm™ und 1420 em™ (vgl. Abb. 11 A und C) sind in dem Spektrum zu erkennen. Allerdings gibt es auch
Unterschiede, die evtl. auf das starke Hintergrundsignal des Spektrums zuriickzufithren sind. Dieses
Hintergrundsignal wird durch die Ausscheidungen der Raupen verursacht (vgl. Abb. 14). Bei dem Partikel in Abb.
15. handelt es sich also mit hoher Wahrscheinlichkeit um Mikroplastik aus Polyethylen. Dieses Partikel kann mit
groer Wahrscheinlichkeit auf eine Verunreinigung zuriickgefiihrt werden, da es aufgrund einer rétlichen
Verfarbung deutlich von den durchsichtigen PE-Tiiten abweicht.

Die Raman-Spektren in Abb. 15 sind bespielhaft fiir die 100 untersuchten Partikel (s. Abb. 13.), keine weitere
dieser Partikelproben wies ein Spektrum von Mikroplastik auf. Dies bestétigt die Annahme von P. Bombelli et al.,
dass die Larven der Galleria mellonella in der Lage sind PE abzubauen.

Um weiter Proben mit Hilfe von Raman-Spektroskopie untersuchen
zu konnen, wurden weitere Versuchsdurchldufe mit den Larven der
Galleria mellonella gemacht (s. Tabelle 2.- Seite 16.).

Anhand der neuen Versuche konnte man erkennen, dass sich bei den
Versuchen 10 bis 14 ein Gewichtsverlust an den Plastiktiiten von =
0,6 g pro Woche aufzeigen ldsst. Bei diesen Versuchen wurde
auBerdem getestet, ob das Fressverhalten beeinflusst werden kann,
indem man die Larven der Galleria mellonella in unterschiedlich
geformte Behélter mit einer PE-Tiite hineinsetzt. Ich konnte
feststellen, dass die Larven deutlich schneller sichtbare Locher in die
Tiite fressen, wenn die Tiite glatt auf dem Boden des Behilters
gespannt ist (s. Abb. 18.), jedoch wird die Menge des gefressenen
Plastiks nicht beeinflusst (s. Gewichtsverlust Tabelle 2.).

Abb. 18.: Larven der Galleria mellonella auf einer glatt gespannten PE-Tiite!.

W Eigenes Bild.; ! Eigenes Bild.; ! Eigenes Bild.
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Abb. 17.: Raman-Spektroskopie von Mikroplastik in
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Statistik des Gewichtsverlustes der Tiiten
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'7 81217 '7 : '7 O 19.1.18 26.1.18  2.2.18 2218 2.2.18 | 2218  22.18 2218 | 22,18 @ 2.2.18
®Vorher 1,932 2,072 2 2,401 2,593 2,099 2,503 2,733 3,1 2913 2,801 2,737 2,892 3,036
®Nachher | 1,687 1,579 1,484 = 2,125 2,319 1,5 1,704 = 2,134 2365 @ 2294 2,198 | 2,138 @ 2,278 @ 2427
6.4. Das Fressverhalten von Wachsmottenraupen in Kontakt mit farbigen PE-Tiiten

Abb. 19.: Larven der Galleria

mellonella auf farbigem

Polyethylen!.

Da die Industrie nicht nur durchsichtige PE-Tiiten herstellt, sondern
auch bunte, teilweise sogar beduftete Tiiten bzw. Plastikgegenstinde,
wollte ich testen, ob die Larven der Galleria mellonella in der Lage sind
reine PE-Tiiten (PE-HD) mit Farbstoffen zu fressen. Dazu wurden im
Einzelhandel unterschiedliche, farbige PE-Tiiten erworben, wie auch
unterschiedlich dicke Tiiten. Auflerdem habe ich noch Titen entdeckt,
welche mit Diiften versetzt waren und wollte dies ebenfalls testen. Es
wurde darauf geachtet, dass es sich um natiirliche Duftstoffe handelt.
Es wurden dann mit jeder Tiite 2 Versuche durchgefiihrt

(s. Abb. 19.). Der Versuch wurde genauso durchgefiihrt, wie die
Versuche mit den durchsichtigen ,,Obst“-PE-Tiiten (s. 6.1.). Bei diesem
Versuch wurden jedoch die 100 Larven auf die jeweiligen 2 Tiiten-Arten
aufgeteilt, sodass immer 2*50 Larven der Galleria mellonella auf die
Tiiten gesetzt wurden.**

Bereits nach kiirzester Zeit war zu beobachten, dass die Larven der Galleria
mellonella bei den Titen mit den natiirlichen Duftstoffen ein, normalerwiese,
untypisches Verhalten aufzeigten. Die Larven fingen an sich einzuspinnen.
Dies tun sie normalerwiese nur, wenn das ,,Futterangebot® abnimmt. Wenn die
Larven der Galleria mellonella anfangen sich zu verspinnen, dann beginnt die
Entwicklung zu einer Motte. In dem eingesponnenen Zustand kdnnen sie iiber
3-4 Monate iiberleben, in dem Zeitraum nehmen sie keine Nahrung zu sich.
Der andere Teil der Larven ist verstorben. Anhand dieser Beobachtung kann
man davon ausgehen, dass die Larven der Galleria mellonella keine Tiiten mit
Duftstoffen fressen bzw. diese Stoffe einen negativen Einfluss auf die
Entwicklung der Larven haben. Durch ndhere Untersuchungen mit dem
Auflichtmikroskop wurde diese Annahme bestitigt, da keinerlei Locher in der
Tiite beobachtbar waren

(s. Abb. 20.).

[ Eigenes Bild.
M Eigenes Bild.

Abb. 20.: Optisches
Mikroskopbild von einer
bunten PE-Tiite nach einem
Versuch!™.
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Tabelle 3.:
Statistik des Gewichtsverlustes der farbigen Tiiten
s 7
S 6
S s
O 4
Z 3
2
2 0
E 1. lila Tute 2. lila Tite
@) 1. rosa 2. rosa
S 1. griine | 2. griine . . mit mit
Tiite mit Tiite mit
E Tiite Tiite schwarze schwarze Zitrusduft | Zitrusduft Vanilie- Vanilie-
O (diinn) (diinn)  Tiite (dick) Tiite (dick) (diinn) (diinn) Lavendeld ' Lavendeld
uft (dick) = uft (dick)
B Vorher 6,133 3,172 3 2,642 4,952 5,92 4,012 2,737
B Nachher 6,139 3,2 3 2,65 5 5,9 4,013 2,74

Bei den anderen farbigen Tiiten (ohne Duftstoffe) war zu beobachten, dass die Larven der Galleria mellonella
ebenfalls keine Locher in die PE-Tiiten gefressen haben, auch durch Untersuchungen mit Hilfe des
Auflichtmikroskops hat sich diese Annahme bestitigt. Anhand des Gewichtsverlustes (s. Tabelle 3.) kann man
ebenfalls erkennen, dass die Larven keine farbigen PE fressen.

Diese Erkenntnis stellt einen Riickschlag fiir den Ansatz eines umweltvertrdglichen Verfahrens zur
Plastikentsorgung durch die Raupe der Galleria mellonella dar, da viele Produkte aus farbigem Polyethylen
bestehen.

6.5. Nachweis des Abbaus von Polyethylen

Wie bereits in Abschnitt 5.2. erldutert, vermuten die Wissenschaftler der
verdffentlichten Studie (P. Bombelli et al. Current Biology 2017), dass ein
Enzym im Verdauungstrakt der Larve zur Zersetzung von Polyethylen zu
Ethylenglykol fiihrt.

Um dies zu tiberpriifen wollte ich aus 100 natiirlich verstorbenen Larven der
Galleria mellonella eine Paste herstellen, was mir nach Riickfragen an Jugend
forscht erlaubt wurde.

Die natiirlich verstorbenen Larven wurden mit normalem Leitungswasser
verfliissigt und piiriert, sodass eine Paste entstand. Diese wurde dann mithilfe
eines Kaffeefilters gefiltert, sodass am Ende eine Fliissigkeit entstand, in der
Enzyme und andere geloste Stoffe enthalten waren (s. Abb. 21.).

Damit die Enzyme in einem geringen Fliissigkeitsanteil konzentriert sind,

Abb. 21.: Das Filtersystem wurde mit Hilfe von Wérme unter Vakuum das Wasser aus der Probe entzogen
fiir die Isolierung der Enzyme (s. Abb. 22.).
aus den Larven der Galleria Die Enzyme sind dabei nicht beschiadigt worden, da das Wasser langsam bei
mellonella™. 30 °C und bei einem Vakuum von 500 mbar verdampft ist*.
Abb. 22.: Aufbau Abb. 23.:
(Vakuum-Pumpe Fliissigkeit mit

den isolierten
Enzymen aus den

+ Autoklav) zur
Isolierung der

Enzyme aus den Larven der
Larven der Galleria
Galleria mellonella™.
mellonella™.

M Eigenes Bild.
™ Eigenes Bild.
X Eigenes Bild.
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Unter diesen Bedingungen findet kein schidlicher Einfluss auf die Enzyme statt.

Nun konnte wurde die entstandene Substanz auf eine abgewogene Tiite getropft (s. Abb. 23., Abb. 24.). Nach drei
Tagen wurden die Tiiten mit dest. Wasser gereinigt. An den Stellen, wo vorher das ,,Raupenkonzentrat®
aufgetragen wurde, waren eindeutig zahlreiche kleine Locher unter dem Auflichtmikroskop zu erkennen (s. Abb.
25.). Durch diese Erkenntnis konnte bewiesen werden, dass die Raupe der Galleria mellonella mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit Enzyme im Korper enthilt, welche in der Lage sind, Polyethylen abzubauen.

o {_
-

= -
.

1Y -

=
-
-

Abb. 25.: Optisches Miroskopbild von einem

Loch in einer PE-Tiite durch isolierte Enzyme

isolierten Enzymen aus den Larven der Galleria o
z

mellonella auf einer PE-Tiite!’. aus Larven der Galleria mellonella

Diese Erkenntnis wiederspricht jedoch der zuvor getroffenen Annahme, dass in den Ausscheidungen der Raupen
Mikroplastik aufzuweisen ist. Unter 100 untersuchten Partikeln wurde nur ein Mikroplastik-Partikel gefunden, bei
dem, wie oben beschrieben, eine Verunreinigung nicht ausgeschlossen werden konnte. Ich komme aus diesem
Grund zu dem Schluss, dass die Konzentration der Enzyme in dem hergestellten Konzentrat in der Lage ist
Polyethylen abzubauen.

Jedoch kann mit dieser Methode nicht eindeutig bestétigt werden, dass die Enzyme in der Lage sind Polyethylen
in Ethylenglykol abzubauen. Dazu miissen noch ndhere Untersuchen durchgefiihrt werden, da nicht
ausgeschlossen werden kann, dass PE zu Ethylenglykol bereits im Koérper der Larven der Galleria mellonella
verarbeitet wird. An dieser Stelle sollte angemerkt werden, dass es generell noch fraglich ist, ob der Abbau des PE
durch die angesprochenen Enzyme, durch eine chemische Reaktion im Darmtrakt der Larven oder durch Bakterien
im Innern der Larven erfolgt. Hierfiir ist noch weiterfiihrende Forschung notwendig, die iiber die momentane
Fragestellung dieser Arbeit hinausgeht.

A

Erginzend habe ich mir die Frage gestellt, ob wirklich die Konzentration der
Enzyme einer einzelnen Larve der Galleria mellonella ausreicht um
Polyethylen-Partikel vollstdndig abzubauen. Da die Wissenschaftler in der
Studie aus mehreren Larven eine Paste hergestellt haben, war die
Konzentration der vorhandenen Enzyme vermutlich viel hoher. Aus diesem
Grund wurde der Versuch wiederholt, jedoch diesmal mit nur einer natiirlich
verstorbenen Larve der Galleria mellonella. Bei diesem Versuch hat sich
herausgestellt, dass unter dem Auflichtmikroskop nur minimale
Verdnderungen der Oberflache der PE-Tiite zu erkennen sind (s. Abb. 26.).
Es hat somit eine Reaktion stattgefunden, welche jedoch nicht ganz

Mikroskopbild von PE-Tiite mit
isolierten Enzymen aus einer
Larve der Galleria

ausreichte um Locher in der PE-Tiite entstehen zu lassen. Aus diesem Grund
wird angenommen, dass der Abbau durch das Konzentrat einer Larve an
dieser Stelle ldnger dauert.

mellonella™.

An dieser Stelle mdchte ich noch mal aufzeigen, dass die Bezeichnung ,Enzym® in dieser Arbeit der
Verodftentlichung von P. Bombelli et al. folgt. Jedoch kann an dieser Stelle nicht eindeutig nachgewissen werden,
dass wirklich Enzyme fiir den Abbau des PEs verantwortlich sind. Es konnte sich unter Umstidnden auch um andere
PE abbauende Stoffe in der Larve der Galleria mellonella handeln, als wie die in der Verdffentlichung vermuteten
Enzyme.

¥ Eigenes Bild.
] Eigenes Bild.
("] Eigenes Bild.
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6.6. Fehlerdiskussion

Bei der Auswertung der Ergebnisse der Versuche sind mir ein paar Fehlerquellen bzw. Schwichen aufgefallen, an
denen ich im Nachhinein gerne gearbeitet hitte.

Bei dem Massenabnahmeversuch der PE-Tiiten durch die Larven der Galleria mellonella kam es zu
Verunreinigungen durch die Ausscheidungen der Raupen. Diese wurden abgespiilt, fithrten aber dennoch zu einer
Ungenauigkeit des Gewichtsverlustes. Dies wurde deutlich bei dem Versuch mit den bunten PE-Tiiten, da
teilweise eine Gewichtszunahme zu beobachten war.

Auch das Fressverhalten der Larven hat einen Einfluss auf den Gewichtsverlust, dies kann durch minimale
Temperaturunterschiede und durch das unterschiedliche Alter der Larven beeinflusst werden.

Bei dem Nachweis von PE mittels Raman-Spektroskopie wire es vielleicht hilfreich gewesen, wenn es eine
Moglichkeit gibt, dass Plastik vorher zu ,markieren”, sodass man eindeutiger untersuchen kann, ob in den
untersuchten Ausscheidungen Mikroplastik aufzufinden ist. Zudem war das Abpipettieren hochstwahrscheinlich
nicht immer exakt, da nicht genau aus derselben Hohe pipettiert wurde. Bei dem gefundenen Mikroplastik kann
ich auBerdem nicht ausschlieBen, dass es sich um eine Verunreinigung handelt. Dieses Mikropartikel war
auBlerdem rotlich gefarbt, was deutlich von den durchsichtigen PE-Tiiten abweicht.

Bei dem Versuchen zum Nachweis von Enzymen hitte ich gerne genauer den zeitlichen Ablauf des Abbaus von
PE durch die Enzyme bestimmt; momentan ist diese Bestimmung sehr ungenau. Zusétzlich hitte ich gerne einen
Nachweis von Ethylenglykol als Abbauprodukt durchgefiihrt, jedoch standen mir nicht die ausreichenden
Geritschaften zur Verfliigung um diese Messungen im BFZ oder einer Partnereinrichtung durchzufiihren.

6.7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Veroffentlichung von P. Bombelli et al. im Fachmagazin Current Biology 2017 enthielt einige Aussagen,
welche nicht mit den Beobachtungen aus meiner Arbeit iibereinstimmen.

Unter anderem wurde angegeben, dass die Larven der Galleria mellonella in der Lage sind, bereits in kiirzester
Zeit (12 Stunden) Locher in das PE zu fressen. Den Ergebnissen meiner Arbeit zufolge, geschieht dies im
Durchschnitt erst nach drei Tagen. Zusitzlich wurde angegeben, dass nach etwa 12 Stunden eine Masse von 92
mg der Tiite von den Larven gefressen wurde. In der Verdffentlichung (P. Bombelli et al., ,,Polyethlene bio-
degradation by caterpillars of the wax moth Galleria mellonella®, Current Biology 2017) wurden keine genauen
Angaben dazu gemacht wie schwer die Tiite vor und nach dem Versuch war bzw. wie dick die Tiiten waren.

Ein Ergebnis meiner Arbeit ist, dass die 100 Larven im Schnitt 400,5 mg in 168 Stunden fressen. (s. Tabelle 1.)
Wenn man die Hypothese aufstellen wiirde, dass die Larven kontinuierlich das Polyethylen fressen, wiirden die
Larven in 12 Stunden ca. 28,608 mg*® von dem PE fressen. Dies wiirde bedeuten, dass die Larven iiber eine Woche
ca. 18,35% *’der PE-Tiite gefressen haben, nach der Hypothese wiren dies ca. 1,31%° bei 12 Stunden.

Auch dieses Ergebnis von ca. 28,608 mg in 12 Stunden stimmt nicht mit der Verdffentlichung {iberein, in welcher
ein Wert von 92 mg angegeben wird. Es kann also gefolgert werden, dass der angegebene Gewichtsverlust in der
Originalveroffentlichung von weiteren, nicht genannten Parametern abhéngt, wie z.B. der Dicke der PE-Tiite, dem
Alter der Raupen, oder ob die Raupen vor dem Versuch gefiittert wurden.

Ein weiteres Ergebnis der Veroffentlichung war, dass die Larven der Galleria mellonella in der Lage sind,
Polyethylen zu Ethylenglykol abzubauen. Zwar konnte, wie in Abb. 16. und 17. gezeigt wurde, dem
wiedersprechend ein Mikroplastikpartikel gefunden werden, jedoch ist derzeit davon auszugehen, dass es sich um
eine Verunreinigung der Probe handelt. Diese Theorie wird dadurch gestiitzt, dass bei allen Anderen der insgesamt
100 Partikelanalysen, mit Hilfe von Raman-Spektroskopie, kein weiteres Mikroplastik in den Ausscheidungen der
Raupen detektiert werden konnte, siche Abb. 13. Die Vermutung von P. Bombelli et al. dass die Raupen generell
dazu fahig sind das Polyethylen abzubauen konnte somit bestitigt werden.

Durch die Konzentrierung und in Lésung verbrachten Enzyme aus den Larven der Galleria mellonella konnte eine
Zersetzung von Polyethylen herbeigefiihrt werden, wie in Kapitel 6.5 beschrieben wurde und in Abb. 25 zu sehen
ist. Dies erhirtet die Theorie der Wissenschaftler um P. Bombelli et al. erneut. Allerdings konnte auch gezeigt
werden, dass die Losung aus einer Larve eine Polyethylenoberfliche nur leicht angreift.

* Rechnung s. Anhang
* Rechnung s. Anhang
%% Rechnung s. Anhang
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Mit Hilfe von rotem fluoreszierenden Mikroplastik (Marker) der Firma Cospheric, welches aus den USA bezogen
wurde und eine standardisierte Grofe von 63 - 75 pm aufweist, soll bis zum Wettbewerb der Verarbeitungsprozess
des PE im Inneren der Raupe ndher untersucht und besser Verstanden werden. Dazu wird den Larven dieses
Mikroplastik zum fressen gegeben und im Anschluss die Ausscheidungen auf fluoreszierende Partikel untersucht.
Im Idealfall ist es mdglich durch Beleuchtung die Fluoreszenz im Inneren der Larven anzuregen und sichtbar zu
machen. Zusétzlich kann durch die prizise GroBe der Marker iiberpriift werden, ob diese in den Ausscheidungen
noch wiederzufinden sind oder, was eher anzunehmen ist, laut den Untersuchungen in Kapitel 6.5 komplett
abgebaut werden.

Jedoch kann bereits ein Riickschlag fiir den Ansatz eines umweltvertraglichen Verfahren zur Plastikentsorgung

durch die Raupe der Galleria mellonella festgestellt werden, da ich aufzeigen konnte, dass die Larven nicht in der
Lage sind farbiges PE abzubauen.
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7. Anhang

7.1. Abkiirzungsverzeichnis

BUND Bund fiir Umwelt und Naturschutz Deutschland
d.h. das heif3t

dest. destilliert

ebd. ebenda (bei mehrmaligem Zitieren der Seite)
e.V. eingetragener Verein

PE Polyethylen

PET Polyethylenterephthalat

PVC Polyvinylchlorid

MHET Mono(2-hydroxyethyl)terephthalsdure

S. siche

URL Uniform Resource Locator (Bezeichnungsstandard fiir Netzwerkressourcen)
vgl. vergleiche

7.2. Rechnungen

“Rechnung: Die Raupen der Galleria mellonella haben im Durchschnitt =~ 400,5 mg in 168 Stunden gefressen.
Nun soll errechnet werden, wieviel sie in 12 Stunden gefressen haben, dazu wird der Wert 400,5 mg durch 168
Stunden gerechnet. So erhélt man den Wert = 2,384 mg pro Stunde. Dieser Wert wird nun mal 12 Stunden
gerechnet und man erhilt den Wert ~ 28,608 mg bei 12 Stunden.

*prozentrechnung (ganze Woche): Um festzustellen wieviel die Raupen prozentual iiber eine Woche gefressen
haben, wird das Gesamtgewicht aller Tiiten vor dem Versuch zusammenrechnet, dies betrégt 13097 mg. Der
Wert 13097 mg wird dann durch 6 Versuche geteilt, so ermittelt man ein Durchschnittsgewicht pro Tiite vor dem
Versuch, dieser betragt =~ 2182, 83 mg. Nun ist das Gewichtsverlust bereits bekannt, welcher =~ 400,5 mg betragt.
Jetzt kann man prozentual errechnen, wie viel die Larven {iber eine Woche gefressen haben:

Man erhélt einen Wert von = 18,35 % pro Woche.

*"Prozentrechnung (12 Stunden): Es ist Wert von einer Tiite vor dem Versuch (2181,82 mg) gegeben, wie der
Gewichtsverlust von 28,608 mg bei 12 Stunden. Nun kann man prozentual errechnen, wie viel die Larven
wahrscheinlich pro 12 Stunden gefressen habe (ausgehend von der Hypothese): Man erhilt einen Wert von =
1,31 mg pro 12 Stunden.
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7.5. Tierschutzformular

jugend®forscht

Bitte sorgfaltig und gut lesbar ausfiillen!

Titel des Wettbewerbsprojektes:

Weg mit dem Plastikmiill! - Degradation von Polyethylen durch die Raupe der Galleria mellonella

Name/Anschrift des Wettbewerbteilnehmers: Name/Anschrift des Projektbetreuers:
Charlotte Sara Elisabeth Malin Schramme Niclas Miiller

Weimarer Stralle 6 Bildungs-

10625 Berlin und Forschungszentrum Berlin e.V.

Kihleweinstrate 5 13409 Berlin

Ort der Durchfiihrung (bei Forschungsinstituten vollstandige Anschrift):
Bildungs-

und Forschungszentrum Berlin e.V.

Kihleweinstrae 5 13409 Berlin

Verwendete Tierart: Anzahl der Tiere:.
Wachsmotte (Galleria mellonella) 2000

Beginn und voraussichtliche Dauer der Arbeit mit den Tieren:
8. September 2017 bis 1. Juli 2018

Zweck des Projektes:
Die Wachsmottenlarve kann gefressenes Polyethylen zu Ethlenglykol abbauen (P. Bomelli et. al. Current

Biology 2017). Diese Entdeckung soll iiberpriift werden, indem die Ausscheidungen der Larven auf
Mikroplastik untersucht werden.

Detaillierte Beschreibung der Durchfiihrung unter besonderer Beriicksichtigung méglicher
Belastungen fiir das Tier (bei Bedarf Extrablatt beifiigen):

Siehe. Extrablatt.

Erklarung:

Im Rahmen des geplanten Projektes werden die geltenden Gesetze und Verordnungen zum
Tier-, Natur- und Artenschutz eingehalten. An den beteiligten Tieren werden keine Eingriffe
und Behandlungen vorgenommen, die mit Schmerzen, Leiden oder Schaden verbunden sein
kénnen. Es werden keine Tiere (auch nicht Wirbellose) fiir Versuchszwecke getotet.
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Detailliierte Beschreibung des Versuchsablaufes:

Die Raupen der Galleria mellonella werden bei den Internethidndlern Ebay oder Feeders & More GmbH
gekauft, wo diese als Lebendfutter angeboten werden, und fiir die Dauer der Versuche in einem Terrarium
gehalten.

Die Raupen der Galleria mellonella werden in regelméfBigen Abstinden mit entsprechender natiirlicher
Nahrung gefiittert.

Den Raupen wird im ersten Schritt Polyethylen und natiirliches Futter gegeben, sodass sie eine
Auswahlmoglichkeit haben. Dadurch wird wahrscheinlich beobachtet, dass die Larven der Galleria
mellonella natiirliches Futter bevorzugen. Auf Grund dieser Erkenntnis wird dann den Larven bei den
darauffolgenden Versuchen reines PE zum fressen gegeben.

Fiir den Versuch werden die Raupen der Galleria mellonella in eine gedffnete Plastiktiite aus reinem
Polyethylen gesetzt. Diese Tiite befindet sich in einem ausreichend groB3en Terrarium.

Pro Versuchsdurchlauf werden etwa 100 Wachsmottenraupen fiir einen Zeitraum von einer Woche in die
gedffnete Plastiktiite gesetzt.

Es wird erwartet, dass die Raupen dann Locher in die Plastiktiite fressen bzw. sich durch die diinne Wand
der PE-Tiite fressen.

Nach einer Woche werden die Raupen aus dem Terrarium und der PE-Tiite entnommen und in ein
separates Terrarium gesetzt, wo sie natiirliche Nahrung bekommen.

Mit regelméBigem Fiittern werden die Raupen bis zu ihrem natiirlichen Lebensende bei 8°C in einem
Terrarium gehalten. Bei dieser Temperatur kommt es zu keiner Verpuppung der Raupen, aber auch zu
keiner Schiadigung der Raupen.

Die Temperatur von 8°C befindet sich im Pessimum Bereich der Galleria mellonella.
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