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Die vorgestellten Arbeiten wurden am TUM Campus Straubing flir Biotechnologie und
Nachhaltigkeit, am Lehrstuhl fiir Biogene Polymere, Prof. Dr. Cordt Zollfrank, von Dezember
2018 bis Ende Dezember 2022 unter der Anleitung von Herrn Dr. Daniel Van Opdenbosch
durchgefihrt.

Die Dissertationsschrift enthalt eine allgemeine Einleitung zum Themenfeld der biomediierten
Materialsynthese und der rheotaktischen Strukturierung und Ausrichtung von organisierten
Materialien aus bakterieller Cellulose. Die gefundenen Forschungsliicken im Bereich der 2D-
und 3D-Materialsynthese von bakterieller Cellulose mit anisotroper Ausrichtung wurden
durchleuchtet und in zwei Hypothesen aufgegriffen. Aus der Forschungsarbeit gingen zwei
veroffentlichte Artikel hervor, auf denen diese publikationsbasierte Dissertation aufbaut:

1. GMACH, Yvonne; VAN OPDENBOSCH, Daniel. Structural and mechanical
anisotropy in rheotactically aligned bacterial cellulose. Cellulose, 2022, 29. Jg.,
Nr. 16, S. 8521-8537.

2. GMACH, Yvonne; VAN OPDENBOSCH, Daniel. Threedimensionally patterned,
hierarchically and anisotropically structured bacterial cellulose. Materials
Research Express, 2023, 10. Jg., Nr. 3, S. 035401.

Die entwickelten Methoden, die durchgeflihrten Experimente und die wichtigsten Ergebnisse
wurden in der Dissertationsschrift kurz zusammengefasst. Die eingehende Beschreibung
findet sich jeweils in den aufgefihrten Publikationen. Der Diskussionsteil setzt sich mit
interessanten Aspekten der Forschungsarbeit auseinander und wird durch die Diskussion der
Veroffentlichungen  ergénzt.  Zukinftige  Forschungsideen und eine generelle
Zusammenfassung aller Punkte runden das Thema ab. Im Anhang finden sich Erganzungen
zum Thema, sowie die Zusammenfassungen der beiden Publikationen.
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Zusammenfassung

Passend zur Nachfrage nach neuen hierarchischen und porésen Materialien, stellt die hier
vorgestellte Dissertationsschrift einen neuartigen Ansatz zur biomediierten Materialsynthese
vor, welche das Potential bietet, gezielt die Materialgenese auf einzelnen Langenskalen von
der Nanometer-Skala bis hin zur Makro-Skala (grof3er eines Millimeters) zu kontrollieren.

Ziel der ersten Veroffentlichung war die Herstellung von zweidimensionalen (2D), anisotropen
Korpern aus bakterieller Cellulose (BC). Die Biofilmbildung der BC-produzierenden
Komagataeibacter sucrofermentans (K. sucrofermentans) wurde durch die Kombination aus
Rheotaxis und einer strukturierten Bewuchsflache so manipuliert, dass sich eine
Vorzugsrichtung im BC-Pellikel bilden konnte. Hierfur wurde ein einfacher und kostengiinstiger
Versuchsaufbau aus laboriblichen Geraten und Standardlaborkomponenten zusammen-
gestellt. Die Bewuchsflache wurde durch eine Dise erganzt und beides durch die Verwendung
eines Fused Deposition Modeling (FDM) 3D-Druckers aus Polymilchsaure (PLA) generiert. Es
hat sich herausgestellt, dass die Beschaffenheit der Bewuchsflache, die Strémungs-
geschwindigkeit und die Versorgung der Mikroorganismen mit Sauerstoff fir die Material-
genese entscheidend sind. Die gewachsenen 2D-Materialien aus orientierter BC enthalten die
drei Hauptmerkmale der tragenden biologischen Materialien. Sie verfigen Uber mehrere
Hierarchieebenen, bestehen aus einem weichen Material zur Erleichterung des Stressabbaus
und enthalten eine strukturelle Anisotropie.

Die Methode fir das rheotaktische Wachstum von 2D BC-Materialien wurde flr die zweite
Veroffentlichung um eine Flusszelle mit Einbau erweitert. Mit diesem Versuchsaufbau wurde
das Ziel verfolgt einen dreidimensionalen (3D) Korper aus BC wachsen zu lassen. Auch hier
bestimmte eine Bewuchsflache aus PLA, mit einem FDM 3D-Drucker erstellt, die Form der
endgultigen Struktur. Als Beispiel wurde ein Gyroid, eine unendlich verbundene dreifach
periodische Minimalflache, gewahlt. Diese geometrische Sonderform beinhaltet zwei
identische Volumen. Fur die Wachstumsversuche wurden die gleichen Medien,
Mikroorganismen und Parameter wie in der ersten Methode verwendet. Es konnte gezeigt
werden, dass der K. sucrofermentans vollstandig durch die Gyroidform durchwachsen kann
und nach dem Losen der PLA-Form ein BC-Gyroid zuriickbleibt.

Es konnten mit beide Methoden gewachsene BC-Kdrper, mit ausgerichteten Fibrillen und einer
Vorzugsrichtung im Material generiert werden. Die in sich vernetzten und verdrillten
Cellulosekdrper konnten autoklaviert, gereinigt, getrocknet und rehydriert werden ohne
wesentlich ihre Morphologie oder ihre mechanischen Eigenschaften zu verlieren.



Summary

In this dissertation, we are presenting a new approach towards the biomediated preparation of
structured and porous materials. In these processes we are able to adjust the manufacturing
parameters, to tailor the material texture from the order of nanometers to milimeters.

Within the first publication, we fabricated two-dimensional (2D) anisotropic samples from
bacterial cellulose (BC). By combination of structured growth surfaces and a continuous flow
of medium, a rheotactically alligned biofiim was formed, via EPS production of
Komagataeibacter sucrofermentans (K. sucrofermentans), that showed a preferred orientation
of cellulose in the material. The experimental setup consisted of a growth surface with a nozzle
attatchement, and was fabricated with a Fused Deposition Modeling (FDM) 3D-printer using a
polylactic acid (PLA) filament. Parameters such as medium flow rate, texture of the growth
surface, as well as oxygen supply of the microorganism play a crucial role in the preparation
of bacterial cellulosic materials, and can be adjusted for the formation of 2D structures. The
materials possess multiple organized structural morphologies on various size scales, are
ductile to facilitate stress relieve, and exhibit anisotropic characteristics, which constitutes the
three main features of biological materials.

The methodology for the growth of rheotactically alligned anisotrophic 2D materials, was
adapted for the production of three-dimensional shapes, using a flow cell. The final shape of
the 3D structures, e.g. a gyroid, was thereby predetermined via a 3D printed PLA template. In
these experiments, K. sucrofermentans was used analogous to the 2D shapes, and it was
shown, that the microorganism was able to grow through the entire threedimensional PLA
mould. After discarding of the PLA template, the rheotactically grown cellulose gyroide retained
its shape and structure.

In both 2D and 3D experiments it was shown, that the cellulose fibrils exhibit a preferred
orientation and are rheotactically alligned in the material. Autoclaving, as well as purification,
drying and rehydration of the samples, while retaining their shape, morphology and physical
properties was also possible.



1. Einleitung und theoretischer Hintergrund
1.1. Biologische Materialien

Biologische Materialien sind ubiquitar und begegnen uns in der Natur, in Pflanzen und Tieren
und an eher unauffalligen Orten, wie beispielsweise in der Matrix der Biofilme. Sie erflllen
vielfaltige Funktionen und inspirieren durch ihre aulergewohnlichen Eigenschaften die
Herstellung neuartiger Materialien, welche auf eine funktionelle Anpassung der Struktur in
allen Hierarchieebenen griindet und nicht nur auf ihren atomaren Aufbau zurtickzufiihren ist
[1]. Eindrucksvolle Beispielen fur pordse, hierarchische, anisotrope und zahe Materialien sind
Holz, Spinnenseide und Sporopollenin. Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht der jeweiligen,
besonderen Merkmale.
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Abbildung 1: Paradigmen aus der Natur fur 2D- und 3D-Strukturen und besondere
mechanische Eigenschaften aus den Quellen [2-7] erstellt.

Die Zellwande der Pflanzen und Baume bestehen aus einem Faserverbund von eingebetteten
Cellulosefibrillen in einer Matrix aus Hemicellulosen und Lignin [1, 8, 9]. Dieser hierarchisch
aufgebaute, anisotrope Verbundwerkstoff erlaubt Spannungsrelaxation [10], eine strukturelle
Ruckbildung durch viskoelastisches Gleiten [11] und ist durch kleinmalRlige, typischerweise
nanoskalige, harte Komponenten sehr fest, wodurch tberkritische Risse vermieden werden
kénnen [12]. Spinnenseide hingegen Uberzeugt durch ihre hohe Zugfestigkeit und die
unlbertroffene Zahigkeit. Sie kann im nassen Zustand um das Dreifache ihrer Lange gedehnt
werden und halt trotzdem dem Aufprall von Insekten in einem Spinnennetz stand. Diese aul3er-
gewohnlichen mechanischen Eigenschaften der Seidenfibrillen werden durch ihre Protein-
Polypeptid-Kettennetzwerk-Struktur, die KristallitgréRe und —orientierung bestimmt [2, 13-15].
Das 1978 zum widerstandsfahigsten, bekannten organischen Material [16] gekirte Sporo-
pollenin ist fur die Morphologie und Mikrostruktur von Pollen, sowie fiir die geologische
Erhaltung von Palynomorphen verantwortlich. Die Strukturaufklarung dieses stark vernetzten,



chemisch extrem inerten Heteropolymers ist fur die Entwicklung von neuen wider-
standsfahigen biomimetischen Polymeren von hohem Interesse [4]. Zahe, multiskalige,
anisotrope und pordse Materialien konnen fir die verschiedensten Forschungsfelder
interessant sein, wie der Gewebezlchtung [17], der Engineered Living Materials [18], der
Batterieentwicklung [19], der Herstellung von Metamaterialien [20], der Photonik [21] und der
Sensorentwicklung [22, 23]. Fur die biologische Grundlagenforschung [24], regenerative
Medizin [25], biomedizinische Anwendung [26] und Zellforschung [27] sind besonders hierar-
chische, porése 3D-Materialien von hohem Interesse, da einige eukaryotische Zellen eine
dreidimensionale Struktur als Template zur Entwicklung ihrer Funktion bendtigen [26, 28, 29].
Ein Material, in dem alle genannten Vorzuge vereint sind, wére fur die Umsetzung dieser
Forschungsidee wilnschenswert. Ein bereits existierendes System aus hierarchischer,
funktioneller und hydrogelartiger Struktur bietet die Zusammensetzung natirlicher Biofilme.

1.2. Biofilme

Biofilme sind porése, gelartige und dennoch stabile Matrizen aus extrazellularen polymeren
Substanzen (EPS). Sie beherbergen neben einer synthrophen und heterogenen
Zusammensetzung an Mikroorganismen noch Wasser, geldste Nahrstoffe, anorganische
Partikel, Gasblaschen, Proteine, Lipide, Nukleinsduren und Enzyme. Der Biofilm als
Lebensform, Abbildung 2, ermdglicht den Mikroorganismen trotz dieser Komplexitat die
chemische Kommunikation, den Austausch von DNA und das Zellwachstum [30, 31].
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Abbildung 2: Eigene Nachbildung eines naturlichen Biofilms, gewachsen auf einer Oberflache
in einer Flussigphase. Es werden die verschiedenen Stadien der Biofilmbildung und der
Ablésung gezeigt.

Naturliche Biofilme bestehen vor allem aus einem grof3en Anteil aus verschiedenen
Biopolymeren. Das sind Polymere, welche in der Zelle synthetisiert werden. Dazu gehoren
Polysaccharide, Proteine, Nukleinsauren, Speicherstoffe wie Glykogen und Starke, aber auch
Lipidmembranen und Cellulosefasern. Sie kdnnen die Mikroben vor auf3eren Einflissen

2



schitzen und ermdéglichen das Anhaften an Oberflachen [31]. Dieser Vorgang wird auch
Induktionsphase genannt. Bacillus subtilis verliert beispielsweise nach der Anheftung seine
BegeilRelung. Bei nachfolgender Zellteilungen entstehen fadige Strukturen, da die Zellwande
der Bazillen nicht mehr getrennt werden. Gleichzeitig werden Polymere ausgeschieden, die
dem entstehenden Film eine seitliche Festigkeit geben. Solche Veranderungen werden
epigenetisch ausgeldst und koénnen sich auch wieder zurtickentwickeln. Wahrend der
Akkumulationsphase gewinnt der Biofilm an Gré3e und die Mikroorganismen vermehren sich
so lange, bis sie durch Scherstromungen abgerissen werden. Dem geht meist ein
Nahrstoffmangel im Innern des Biofilms voraus. In der Existenzphase beginnt zudem die
Auswanderung durch Sporulation und begeil3elte Zellen. Dieser Ablauf wiederholt sich so
lange, wie die Mikroorganismen passende Lebensbedingungen vorfinden [32-34]. So
entstehen ganze Biofilmrasen, die aufgrund der EPS-Bildung meist als glibberig und glatte
Flachen wahrgenommen werden. Die Natur hat damit ein sich selbst replizierendes,
anpassungsfahiges und robustes System zur Materialgenese geschaffen, dass direkt fir die
gezielte Biofilmbildung und EPS-Herstellung im Labor Gbernommen werden kann.

1.3. EPS

Die Baustoffe der Biofilme, die EPS, sind langkettige Polysaccharide, bestehend aus
verzweigten, sich wiederholenden Einheiten von Zuckern oder Zuckerderivaten und einigen
nicht-Kohlenhydrat-Substituenten, wie Acetat, Pyruvat, Succinat und Phosphat. Ihre
Komposition ist oftmals das Resultat aus aktiver Sekretion, Ablésen von der Zelloberflache,
Zelllyse und der Adsorption aus dem Umfeld und damit eng mit dem Biofilm Auf- und Abbau
aus Abbildung 2 verbunden [31, 35]. Mikrobielle EPS-Hydrogele sind bereits mehrskalig und
hierarchisch strukturiert. Untersuchungen per Kleinwinkelrontgenstreuung zeigen jeweils
charakteristische Strukturmerkmale auf den n-1 nm, n-10 nm und n-100 nm Ebenen [36, 37].
Diese ergeben sich aus den Interaktionen der Molekiilketten, den enthaltenen
Vernetzungspunkten, Vernetzungsgruppen, sowie rAumlichen Doméanen hoher Dichte. Es sind
bereits viele Arten von Mikroorganismen bekannt, welche in der Lage sind wasserlésliche,
gelartige Polysaccharide wie Dextran, Xanthan, Alginat, Levan und Gellan zu synthetisieren
[31, 38, 39]. Fur die Herstellung von festen Materialien aus Biofilmen sind vor allem
wasserunldsliche Polysaccharide interessant, da sie keinen weiteren Stabilisierungs- oder
Vernetzungsschritt bendtigen. Das bekannteste Beispiel hierfur ist die bakterielle Cellulose
(BC), die fur die Methodenentwicklung dieser Dissertationsschrift entscheidend ist.

1.4. BC produzierende Mikroorganismen

Es gibt zahlreiche Bakterien, welche in der Lage sind Zellaggregate, so genannte Flocken aus
Mikroorganismen und BC zu produzieren. Hierbei ist jedoch die Art und Qualitdt der BC
unterschiedlich, wie Tabelle 7 (Anhang) zeigt. Die Gattungen Acetobacter, Achromobacter,
Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes und Rhizobium sind in der Lage, Cellulosefibrillen zu
generieren. Flr die Acetobacter ist zudem die Synthese von Cellulosebandern und
extrazellularen Pellikel beschrieben [40]. Diese Pellikel sind auch als ,Essigmutter” [41] oder
,Kombucha“ [42, 43] geldufig und haben eine lange Tradition in der Haltbarmachung von
Lebensmitteln und der weltweiten Getrankeherstellung [41-44]. BC-Pellikel oder auch
Kahmhaute genannt, bestehen aus einer Ansammlung von Mikroorganismen, die in ihre
Cellulosebénder eingebettet und permanent damit verbunden sind. Der BC-Biofilm &hnelt
dadurch einem Schwamm, da er hochpords ist und eine groRe Menge an Flissigkeit
aufnehmen kann. Zudem besitzt er eine lederartigen Konsistenz und stellt ein weiches und
zugleich festes Material dar [45], Abbildung 3.
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Abbildung 3: REM-Aufnahmen von Komagataeibacter mit BC-Fibrillen in einem Pellikel.

Seit der Einfuhrung der Gattung Acetobacter durch Brown 1898 [46], mit dem Bakterium
Acetobacter aceti, sind mehr als 100 Jahre vergangen. Dank taxonomischer Studien werden
derzeit zehn Gattungen der Acetobacteraceae, einer Familie innerhalb der
Alphaproteobacteria, zugeordnet. Dies sind Acetobacter, Gluconobacter, Acidomonas,
Gluconacetobacter, Asaia, Kozakia, Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia und
Granulibacter [47, 48]. Es handelt sich um Gram-negative, obligat aerobe, stdbchenférmige
und oftmals bewegliche Bakterien. Sie betreiben die Essigsauregarung, eine unvollstandige
Oxidation von Zuckern und Alkoholen zu den entsprechenden Carbonsauren. Dadurch wird
der pH-Wert bis pH 4 [53-55] gesenkt und Kohlenstoff als spatere Nahrstoffquelle in ihrer
Umgebung gespeichert. Die meisten anderen Mikroorganismen kénnen weder die oxidierten
Substrate metabolisieren, noch in einem solch sauren Umfeld gedeihen. Dieser selektive
Vorteil kann auch bei der spateren Materialgenese niitzlich sein und Kontaminationen wahrend
der Fermentation verhindern [49]. Die aerobe Lebensweise im leicht sauren Milieu ist im Labor
leicht umzusetzen. Zudem sind die Mikroorganismen fur ihr stabiles Wachstum, deren meist
apathogener Charakter und die einfachen Néahrstoffanforderungen bekannt. Diese und weitere
Beweggriinde fuhrten zur Auswahl der Essigsaurebakterien. Laut Lin et al. sind nur die
Gluconacetobacter in der Lage BC in einem kommerziellen Niveau zu produzieren. Die Menge
an BC, die von Acetobacter spp. produziert wird variiert laut Lin et al. von 1,0 bis 4,0 % (w/v),
abhangig von den verwendeten Medien und den Wachstumsbedingungen [50]. Dank Brown
und vielen anderen Wissenschaftlern sind die Acetobacter bereits grof3tenteils erforscht und
bieten viele Mdoglichkeiten zum Abgleich der eigenen Methode mit dem Stand der
Wissenschaft und Technik.

1.5. Komagataeibacter xylinus und Komagataeibacter sucrofermentans

Eine Suche mit Google Scholar nach dem prominentesten Essigséaurebakterium, dem
Gluconacetobacter xylinum, hat in etwa 7.850 Artikel ergeben. Uber 6.000 Artikel sind fur den
Namen Acetobacter xylinus erschienen und nochmals ca. 2.340 fir Komagataeibacter xylinus
(K. xylinus). Hierbei handelt es sich jeweils um das gleiche Bakterium, nur die Nomenklatur
hat sich dank phylogenetischer Studien von Yamada et al. gedndert [48, 51, 52]. Nach einem
literaturbasierten Screening und Vorversuchen mit den beiden Stammen K. xylinus und
Komagataeibacter sucrofermentans (K. sucrofermentans) [48] wurde letzterer aufgrund seiner



besonderen Eigenschaften fir die rheotaktischen Versuche ausgewahlt [53, 54]. Es handelt
sich um den Typstamm Komagataeibacter sucrofermentans LMG 18788 (JMC 9730 =
BCC 7227 = DSM 15973), der auch Gluconacetobacter sucrofermentans oder Acetobacter
xylinus subsp. sucrofmermentans genannt wird. Toyosaki stellte 1995 zwischen
K. sucrofermentans und K. xylinus eine 58,2 %-ige genetische Ubereinstimmung fest und
schlug die Bezeichnung Acetobcater xylinus subsp. sucrofermentans vor [55]. Der
phylogenetische Stammbaum in Abbildung 4 zeigt die nahe Verwandtschaft zwischen den
beiden Stammen und die Fille an anderen interessanten BC-Produzenten.

Komagataeibacter swingsii DST LG01T (AY180960)

Komagataeibacter europaeus DSM 61607 (Z21936)

Komagataeibacter nataicola LMG 15367 (AB166743)
Komagataeibacter xylinus NCIB 116647 (X75619)

Komagataeibacter sucrofermentans LMG 18788 (AJ007698)

Komagataeibacter inermediums TF2T (Y14694)
Komagataeibacter oboediens DSM 118267 (AB205221)
Gluconacetobacter kakiaceti G5-17 (AB607833)
Komagataeibacter rhaeticus DST GL02T (AY180961)
Komagataeibacter saccharivorans LGM 15827 (AB166740)
Komagataeibacter kumbuchae RG3T (AY688433)
Komagataeibacter hansenii NCIB 87467 (X75620)
Gluconacetobacter entanii LTH45607 (AJ251110)
Granulibacter bethesdensis CGDNIH1T (AY788950)
Acidocella facilis ATCC 359047 (D30774)

Abbildung 4: Ausschnitt des phylogenetischen Stammbaums der Komagataeibacter von
Yamada et al. Im Fokus stehen hier K. xylinus und K. sucrofermentans (blau umrandet) [56].
Original im Anhang mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages.

Das einst auf einer Schwarzkirsche isolierte [53, 55] Bakterium K. sucrofermentans, zeichnet
sich laut Toyosaki et al. vor allem durch ein ,sehr gutes Wachstum in bewegten
saccharosehaltigen Medien aus, in denen es eine groRe Menge an Cellulose produziert® [55].
Neben der Stabilitat in bewegten Kulturen ist auch das Wachstum auf saccharosehaltigen
Medien ein Vorteil, da einfacher Haushaltszucker oder Ersatzmedien verwendet werden
konnen [54]. Huang et al. haben Studien aufgelistet, welche sich mit Abwassern der
Lebensmittelverarbeitung, S&urehydrolysaten aus Weizenstroh, Fruchtsaften und
Melasseldsungen beschéftigen [57-63]. Diese Rohstoffe sind reichlich vorhanden und
entweder industrielle/landwirtschaftliche Abfélle oder relativ preiswerte landwirtschaftliche
Produkte. Diese Strategie konnte nicht nur die Umwelt entlasten, sondern auch das Ziel einer
Grol3serienfertigung zu geringen Kosten ermdglichen, da laut Esa et al. die Kosten flir Medien
bereits 30 % der Produktionskosten verursachen [64].

1.6. Kohlenstoffquellen und biochemische Wege fur die BC-Produktion

Den Mikroorganismen dienen Hexosen, Glycerin, Dihydroxyaceton, Pyruvat und
Dicarbonséuren als Kohlenstoffquellen, welche mit einer Effizienz von bis zu 50 % in die BC
umgewandelt werden [65]. Die Vielfalt der bisher erfolgreich getesteten Kohlenstoffquellen
zeigt, dass alternative Substrate auch aus Abfallstromen durchaus eine Option zu den
Standardmedien sein konnen. Generell gilt Glukose fur K. xylinus als die Hauptkohlen-
stoffquelle [66, 67]. Laut Wang et al. kdnnen theoretisch alle Substrate, welche in Glukose
umgewandelt werden konnen, fir die BC-Produktion verfigbar gemacht werden [68],



Diskussionsteil 4.3. Da diese unterschiedliche Molekulargewichte, chemische Strukturen und
Bioverfugbarkeiten haben, kann dies zu unterschiedlichen BC-Produktionsraten und sogar zu
abweichenden strukturellen Eigenschaften der BC fuhren [66, 69-73]. Diese Besonderheit ist
fur die Materialentwicklung aus BC sehr interessant, da hierdurch auf einfache Art und Weise
in vivo das spatere BC-Material beeinflusst werden kann. Ha et al. haben die Erkenntnisse
Uber die biochemischen Wege fir die Produktion von BC- und Glucuronsaure-Oligomeren aus
sieben Berichten zusammengefasst [74]. Diese Arbeit wurde in Abbildung 5 um die
Informationen aus anderen Quellen erweitert [65, 74-76].

Glucoronid Gluconoryltransferase
rad Glucuronidase
Cellulose e e T UDP-Glucuronsdure «- * D-Glucuronsdure <« * D-Glucuronséaure Oligomer
Cellulose  WOF 008 “upp
Synthase e Wpor
P ) 2 Glukosedehydrogenase .
UDP-Glukose +~ Pls Glukose Gluconsiure
a
UDP-Glukose ATP | )
Pyrophosphorylase  Phospho- app /| Glucokinase  Gjykose-6-Phosphat
glucomutase Dehydrogenase v .
Glukose-1-Phosphat +« — Glukose-6-Phosphat \7 NAD, NADP g G-Phosp‘ho-Gluconsaure ‘
Glukose-6-Phospho- - * Glucose-6-Phosphat-Isomerase
isomerase 5 — -
Fruktokinase %, NAD, N Entner- Pentose-
Fruktose — + Fruktose-6-Phosphat 2 5, Doudoroff- phosphat-
" %app % KN W W
Phosphotrans- ATP Fruktose — 1,6- Biphosphat NG "dﬁfq eg e9
ferasen System  Fruktose —1- Phosphatase ) RS l
M Phosphat Kinase _ . O"@,\“{E‘,’ l
Fruktose-1-Phosphat »Fruktose-1,6-Biphosphat ATP *. %4\, Slyceraldehyd Pyruvat
3-Phosphat |
> CO,
Glukoneogenese | Citratzyklus < — Acetyl-CoA  «—— Acetat
* ADH
4 | ALDH

C0: Ethanol

Abbildung 5: Verknipfung vorgeschlagener biochemischer Wege fiir die BC-Synthese aus
den Quellen [65, 74-76] erstellt.

Da Essigsaurebakterien die Phosphofructokinase (EC 2.7.1.56) nicht synthetisieren kbnnen,
wird Glukose nicht durch die Glykolyse in Pyruvat umgewandelt [77, 78]. Sie wird aber auch
nicht vollstandig zu BC umgewandelt. Die BC-Synthese wurde mit dem katabolischen Prozess
der Oxidation in Verbindung gebracht, der bis zu 10 % der daraus gewonnenen Energie selbst
verbraucht [79]. Es wurde auch festgestellt, dass BC ein Endprodukt des Kohlenstoff-
metabolismus fir die Mikroben darstellt. Je nach physiologischem Zustand der Zellen hangt
dieser vom Pentose-Phosphat-Zyklus (PP) zur Oxidation von Kohlendraten oder dem
Citratzyklus (CZ) fur die Oxidation organischer Sauren und verwandter Verbindungen,
gekoppelt mit der Gluconeogenese ab [74, 75, 77, 80, 81]. Die BC-Synthese ist ein praziser,
bakterienartspezifizierter und regulierter Mehrstufenprozess, mit einer groRen Anzahl an
individuellen Enzymen und komplexen katalytischen und regulatorischen Proteinen [82]. Fir
die Entwicklung einer stoffwechselbasierten Fermentationsmethode mit Materialsynthese ist
es deshalb wichtig die Stellschrauben des Systems zu kennen und zu verstehen.

1.7. BC-Biosynthese

Die Biosynthese von Cellulose verlauft in Bakterien und in Pflanzen &hnlich ab. Um die
Cellulosebiosynthese auf molekularer Ebene zu untersuchen, war es historisch gesehen sehr
wichtig, Zugang zu einem biologischen Modellsystem zu haben, welches einfacher als dass
der Pflanzen ist. So wurde das Bacterium xylinum, spéater Gluconacetobacter xylinus als
Modellorganismus fir die Analyse der BC-Synthese in Bakterien ausgewahlt [45]. Brown
veroffentlichte bereits 1886/1887 erste wissenschaftliche Berichte Uber die Fahigkeit des
Mikroorganismus Cellulose zu synthetisieren [46]. In Abbildung 6 ist die BC-Biosynthese
ausgehend von Glukose aufgezeigt.
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Abbildung 6: Vereinfachter Stoffwechselweg zur Produktion von BC mit Glukose als Substrat.
Teil der Abbildung 5.

Im ersten Schritt wird die diffusiv tUber die Zellmembran aufgenommene Glukose Uber eine
Glukokinase und unter Verbrauch eines Molekiils ATP zu Glukose-6-Phosphat phosphoryliert.
Durch eine Phosphoglucomutase (EC 5.4.2.2) wird das Zwischenprodukt zu Gukose-1-
Phosphat isomerisiert. Der Glukoserest wird dann durch das Enzym Glukose-1-phosphat-
Uridylyltransferase (EC 2.7.7.9) durch Reaktion mit UTP auf UDP (lbertragen, wodurch UDP-
Glukose und Pyrophosphat in einer geschwindigkeitsbegrenzenden Reaktion entstehen [83].
Durch das Enzym Pyrophosphatase wird Pyrophosphat anschlieRend in zwei Molekile
Phosphat gespalten und damit das Gleichgewicht der Reaktion auf die Produktseite
verschoben. Die Umwandlung in UDP-Glukose erfolgt durch die UDP-Glukose-Pyro-
phosphorylase in der Zytoplasmamembran [84]. UDP-Glukose ist das Substrat der Cellulose-
Synthase (EC 2.4.1.12), das letzte entscheidende Enzym flir die Cellulose-Synthese [65]. Sie
ist ein oligomeres, membrangebundenes Protein und eng mit der Zytoplasmamembran
verbunden [76, 85] und wird auch Terminaler-Komplex (TK) genannt. Laut White et al. fuhrt
das Kanalisieren einer grol3en Menge an UDP-Glukose fir die Cellulose-Biosynthese zu einer
Veranderung des Zellstoffwechsels, wodurch die Gluconeogenese begulinstigt wird [83, 86].

1.8. Cellulose-Synthase

Der Cellulose-Synthase-Enzymkomplex besteht laut Lin et al. aus den vier verschiedenen
Untereinheiten CeSA, CeSB, CeSC und CeSD. Er ist fur die Polymerisierung der 3-1,4-
Glucanketten aus Glukoseeinheiten verantwortlich [85]. CeSA besitzt eine hohe Affinitat zur
UDP-Glukose [87]. CeSB dient laut Kawano et al. zur Regulation und bindet den Aktivator c-
di-GMP. Die Funktion der dritten Untereinheit CeSC ist derzeit noch nicht genau bekannt. Die
Untereinheit CeSD ist fur die Bildung der Polymerstréange verantwortlich [88]. Uto et al. haben
eine computergestitzte Modell- und Molekulardynamiksimulation der Cellulosesynthase-
Untereinheit D-Octamer (CeSD) aus Komagataeibacter hansenii erstellt und auf
eindrucksvolle Weise das Kettenwachstum im CeSD-G12-Komplex gezeigt [89], Abbildung 7.
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Abbildung 7: Vereinfachte Darstellung des CesD-Komplexes mit einer Cellulosekette auf
ihrem Weg aus der Zelle. Abgeleitet von der originalen Abbildung 51 (Anhang) von Uto. et al.
[89].

Unter Abspaltung von UDP wird der Glukoserest kovalent mit dem wachsenden
Celluosemolekul verknipft. Dieser Kettenaufbau erfolgt mit bis zu 200.000 Molekile Glukose
pro Sekunde [77, 90], was einem Kettenwachstum von 2 pum pro Minute und einer
Polymerisation von mehr als 108 Glukose Molekiilen pro Stunde und pro einzelner Bakterie
entspricht [65, 91].

Es gibt zwei Hypothesen fir den Mechanismus des Kettenaufbaus: In der ersten, von Brown
und Saxena, wird davon ausgegangen, dass die Glukosereste an das nicht reduzierende Ende
der Celluloseketten angefligt werden. Es entstehen Polymerketten, deren reduzierendes Ende
von der Zelle abgewandt ist [92, 93]. Mit einer Kombination aus Direktfarbung der
reduzierenden Enden der Celluloseketten und der Mikrobeugungsneigung elektronen-
kristallographischer Analysen konnten Koyama et al. diese Hypothese bestéatigen [94]. Uta et
al. zeigen in ihrer computergestitzten Simulation die katalytische Stelle am C-Terminus von
CesA, die von einer UDP-Glukose besetzt wird. Hier wird die Cellulosekette auch am nicht
reduzierenden Ende durch eine Glycosyltransferreaktion verlangert, gefolgt durch die
Translokation vom Transmembrankanal von CesA zur periplasmatischen Doméane von CesB,
Abbildung 7. Die Anordnung der Glukosemolekiile, welche jeweils um einen Torsionswinkel
von 180° gedreht sind, spricht nicht fiir das Binden einzelner Glukose Monomere, sondern fur
die Verknipfung des Dimers Cellobiose. Es entsteht eine Cellobiosekette mit einer 2-fachen
Schraubenachse. [92, 95].

Bei der zweiten Hypothese von Han und Robyt wird ein Lipid-Zwischenprodukt in die
Polymerisation der B-1,4-Glucankette mit einbezogen. Es folgen drei Schritte, welche
kontinuierlich durchlaufen werden, wobei schlieBlich eine B-1,4-Glucankette entsteht. Bei
diesem Mechanismus muss die Konfiguration des anomeren Kohlenstoffatoms beim Anfiigen
an die Glukosekette verandert werden [96]. Fir diese Theorie spricht vor allem die Tatsache,
dass auch die Bakterienart Agrobacterium tumefaciens ein Lipid-Zwischenprodukt in der
Biosynthese von Cellulose nutzt [97]. Weiterhin spielt dieses Molekul auch in Biosynthesen
von Xanthan (Xanthomonas campestris) [98] und Acetan eine Rolle. Letzteres wird von vielen
K. xylinus Stammen als Nebenprodukt produziert [99]. Andererseits konnte bei einer in vitro
Cellulose-Synthese und einer Polymersynthese mittels einer extrahierten Cellulose-Synthase
keine Lipidkomponente gefunden werden [100, 101]. Dies spricht fir das Modell von Brown
und Saxena. Der Mechanismus schein noch nicht exakt aufgeklart zu sein. Sobald die
Celluloseketten den Mikroorganismus verlassen, beginnt der Aufbau der mikrofibrillaren
Struktur der BC.



1.9. Aufbau der mikrofibrillaren BC-Struktur

Muhlethaler beschrieb 1949 bereits, dass mit Hilfe des Elektronenmikroskops sich die Fasern
der BC leicht erkennen lassen und diese ungefahr den gleichen Durchmesser (ca. 250 A) wie
die Fasern der Zellwande vieler Pflanzen haben [102]. Es wurde aber auch festgestellt, dass
sie sehr unterschiedlich in ihrer Struktur héherer Ordnung sind [103]. Die einzigartige
mikrofibrillare Struktur und die Eigenschaften von Cellulose resultieren aus dem
Extrusionsverlauf der Ketten und ihrem Zusammenbau auf3erhalb der Zellen, Abbildung 8.
Mikroskopische Aufnahmen der Oberflache der Zellhille von Zaar et al. weisen auf das
Vorhandensein von etwa 50-80 porenédhnlichen Stellen entlang der Langsachse der Zellen
hin. Diese diskreten Strukturen der Lipopolysaccharidschicht sind die Extrusionsporen fir die
im Innern der Bakterienzellen synthetisierten Précellulose-Polymermolekiile. Diese werden
aus den organisierten Cellulose-Exportkomponenten extrudiert und schlie3en sich in Gruppen
von ca. 10-15 Ketten zu den sogenannten Subfibrillen zusammen [77, 91, 104]. Diese
Subfibrillen haben einen Durchmesser von ca. 1,5 nm und lagern sich weiter zu Nanofibrillen
von 1 nm bis 4 nm zusammen. Die schlief3lich resultierenden Mikrofibrillen, auch Nanobander
genannt, haben ein groRes Aspektverhaltnis (grofRer 50) [105], Abmal3e von ca. 40-80 x 6-
10 nm und eine Lange von 1 um bis 9 um. Hier variieren die Angaben je nach Quelle, Medium,
Kultivierungsbedingungen und Bakterienstamm [63, 91, 106, 107].

Nanofibrille 1-4 nm Nanoband = Mikrofibrille 40-60-nm
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Abbildung 8: Vereinfachte Cellulose-Synthese der Komagataeibacter aus den Quellen [40,
63, 82, 92, 108-112] erstellt.

Fur Baume und Pflanzen wird angenommen, dass die TK in sechsgliedrigen Rosetten
organisiert sind [92], wobei jede Untereinheit eine lineare Schicht aus sechs Celluloseketten
erzeugt. Aus einem einzelnen TK hat die resultierende Cellulose-Elementarfibrille
36 Celluloseketten, einen quadratischen Querschnitt von 3 nm bis 5 nm GroRRe und enthélt
sowohl kristalline als auch amorphe Regionen. Diese elementaren Fibrillen bauen sich selbst
weiter zu einer groReren, steifen Mikrofibrillenstruktur zusammen [105]. Eingebettet in eine
hydrophile Matrix aus Lignin und Hemicellulosen in den Zellwanden der Holzzellen erreichen
sie E-Module von 138 GPa [113].



1.10. Eigenschaften der BC

Die pflanzlichen Cellulose (CgH100s)n besteht aus [B-1,4-glykosidisch verknipften B-D-
Glukose- bzw. Cellobiose-Einheiten. Die einzelnen Celluloseketten sind durch intra- oder inter-
molekulare Wasserstoffbrickenbindungen miteinander verbunden [45, 112], Abbildung 9.

Abbildung 9: Struktur der BC-Fibrillen mit dem Wasserstoffbriickenbindungsmuster zwischen
und innerhalb der Kette in Cellulose | (gestrichelte Linien).

Es handelt sich um eine homogene, polykristalline und makromolekulare Verbindung aus
kristallinen (geordnet) und amorphen (weniger geordnete) Regionen [114]. Cellulose-| ist die
naturlich am haufigste vorkommende Form von Cellulose. Sie besteht aus parallelen Ketten
und kommt in zwei unterschiedlichen Allomorphen vor, der Cellulose-la im metastabilen
Zustand und den Cellulosen-If im stabilen Zustand [115], Abbildung 10.
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Abbildung 10: Strukturformel in Sesselkonformation von Cellulose bzw. BC-Glukose-dimer -
Cellobiose-Einheit (links); Trikline und monokline Kristallstruktur der Cellulose Allomorphen
(rechts) [112] aus der Arbeit von van Zyl et al. mit freundlicher Genehmigung von ELSEVIER.

Die chemische Analyse des BC wurde von Hibbert und Barsha 1931-1934 [116, 117]
unternommen. Sie stellten fest, dass BC chemisch identisch mit der pflanzlichen Cellulose ist.
Zu den wesentlichen Eigenschaften der BC gehdren die hohe Reinheit [79], der hohe Grad an
Kristallinitat, die grol3ere Oberflache im Vergleich zu pflanzlichen Cellulosefasern [76, 118,
119], die hohe Wasserbindungskapazitat [120-122] und das hohe Elastizitatsmodul. Sie ist
metabolisch inert, biokompatibel und biologisch abbaubar.

Tabelle 1 zeigt einige mechanische Eigenschaften der BC und der Holzfasern im Vergleich.
Obwohl BC Fibrillen und pflanzliche Cellulosefasern chemisch gleich aufgebaut sind, bestehen
doch signifikante Unterschiede.

Tabelle 1: Zusammenfassung von mechanische Eigenschaften der BC [91, 123-125] und der
Holzfasern [40, 113, 126].

Eigenschaften BC Holzfaser
Gehalt an Cellulose [%] 73 -80 46,4
Kistallinitatsindex [%6] 71 -89 40 - 60
Elastizitatsmodul, in Faserrichtung [GPa] 15-35 138
Zugfestigkeit [MPa] 200 - 300 45
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1.11. Kultivierung der Mikroorganismen

Die BC-produzierenden Mikroorganismen bilden am Boden des Kultivierungsgefaf3es durch
die synthetisierten BC-Fibrillen einen dinnen BC-Film, der durch CO»-Blaschen mit den darin
eingebetteten Mikroorganismen an die Oberflache der Flissigkeit steigt [45, 127]. Die BC-
Kahmhaut wird mit zunehmender Fermentationszeit immer dicker, Abbildung 11, und kann
leicht von der Oberflache des Mediums abgenommen werden. Die aeroben Mikroben in der
Kahmhaut werden durch Diffusion mit ausreichend Sauerstoff [128] und durch die adsorptiven
Eigenschaften der BC mit Nahrstoffen aus dem Medium [40] versorgt.

V42 KH Innen
SE MAG: 500 x HV: 15,0 kV_WD: 10,0 mm

Abbildung 11: Stehende Kultivierung: (1) Stehkolben mit BC-Pellikel und Nahrmedium;
(2) BC-Pellikel durch stehende Kultivierung gewachsen (3); REM-Aufnahme der BC-Schichten
einer stehend gewachsenen BC-Kahmhaut im Querschnitt.

BC kann durch Kultivierung unter statischen oder bewegten Bedingungen hergestellt werden
[120-122, 129]. Abbildung 11 zeigt die statische Kultivierung, welche die am weitesten
verbreitete Herstellungsmethode von BC-Pellikeln ist [130]. Hier spielt insbesondere das
Verhaltnis von Oberflache zum Volumen des Nahrmediums eine entscheidende Rolle, um die
Mikroorganismen mit gentigend Sauerstoff zu versorgen [131]. Der Aufbau der Cellulose-
Pellikel erfolgt in Schichten, die teilweise lose miteinander verbunden sind, aber dennoch
einen massiven BC-Pellikel bilden kdnnen. Der Sauerstoffeintrag in eine bewegte Kultivierung
ist wesentlich hoher, als der in statischen Kulturen, weshalb diese Kultivierungsmethode bei
aeroben Bakterien oft bevorzugt wird. Durch das Auftreten von Scherkraften entstehen jedoch
in der BC-Kultur faserige Suspensionen oder feste Kugeln aus BC [122]. Die aul3ere Form
verandert sich sichtlich, Abbildung 12. Je nach KolbengrofRe und Rotationsgeschwindigkeit
konnen kleine Kugeln (Bild 2), faserige Strukturen (Bild 3) oder gro3e Klumpen (Bild 4) erzeugt
werden.

Abbildung 12: (1) Schittelkolben mit kugelférmigen BC-Pellikeln; (2) bis (4) kugelférmige BC-
Pellikel kurz nach der Ernte.

Begasung oder der Zusatz von Substanzen, die nicht in die Mikroorganismen eindringen
kénnen, aber kompetitiv Wasserstoffbriickenbindungen mit den -1,4-Glucanketten eingehen
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wie z.B. Carboxymethyl-Cellulose oder fluoreszierende Aufheller wie Calcofluor white, kbnnen
ebenso signifikante Anderungen in die submolekulare Organisation der Celluloseketten
bringen [45, 76, 92]. Bedingt durch diese &aufleren Einflisse entstehen unterschiedliche
mechanische Eigenschaften der BC-Struktur [69, 132]. Die Manipulation der Cellulosefasern
durch die Kultivierungsmethode oder durch Medienzusétze stellt demnach eine der
Stellschrauben flr die in vitro Manipulation der Materialsynthese dar. Sie zeigt aber auch, dass
sich zu viel Scherstress negativ auf die BC-Produktion und die mechanischen Eigenschaften
der Materialien auswirken konnen. Es ist sogar moglich den Stoffwechsel soweit zu
beeinflussen, dass vermehrt Nebenprodukte produziert werden [133, 134].

1.12. Nebenprodukte der BC-Fermentation

Nebenprodukte der Fermentation sind Stoffwechselprodukte, welche die Mikroorganismen
neben dem gewiinschten Hauptprodukt herstellen und dafir Energie verbrauchen. Die
Optimierung der Fermentationsbedingungen ist daher fir die Ausbeute der BC und fir das
Gelingen der Forschungsarbeit entscheidend. Komagataeibacter wandeln einen Teil der
Kohlenstoffquelle in Gluconsaure um [63, 74], die intrazellular eingebaut wird und spater als
Substrat zur BC-Synthese durch den Entner-Doudorouff-Weg (ED) und den PP-Weg
zurlickkehrt [135, 136]. Laut Chao et al. sollte eine Minimierung dieser Nebenproduktbildungen
die BC-Produktion steigern [134, 137]. Komagataeibacter produzieren neben Sauren zudem
noch wasserldsliche EPS, wie beispielsweise ein weiteres 3-Homoglycan mit einem Ruckgrat
aus B-1,4-verknipften Glukosemolekilen. Es unterscheidet sich jedoch von der BC darin, dass
jede dritte Glukoseeinheit eine B-1,2-glykosodische Bindung mit einem anderen
Glukosemolekil eingeht [138, 139]. Tonouchi et al. beschreiben auch das Vorkommen von
Levan als wasserlosliches Nebenprodukt [140]. Zudem kann sogenanntes Acetan
nachgewiesen werden. Es ist das haufigste Nebenprodukt der BC-Synthese und wird
hauptsachlich von den Komagataeibactern gebildet. Es besteht auch aus einer (-1,4-
verknupften Hauptkette, an die ein Tetra- oder Pentasaccharidrest an die 3. Position jedes
weiteren B-D-Glucopyranosylrests gebunden ist. Die Seitenketten bestehen aus Glukose,
Mannose, Rhamnose und Glukuronsaureresten mit einem molaren Verhaltnis von 3-4:1:1:1
[45, 141-144]. Der Aufbau des Molekuls ist in Abbildung 13 dargestellt. Minakami et al. haben
ein Polysaccharid mit Seitenketten, deren Bestandteile Glukose, Galactose, Mannose und
Glukuronséureresten sind, in einem molaren Verhéltnis von 6:2:1:1, gefunden [145]. Es
scheint, dass die Zusammensetzung des Acetans durch die Medienzusammensetzung variiert
werden kann.

B-14

B-1,4 B-1,4 B-1,4
Glukose * Glukose » Glukose + Glukose >
ta-1,3
Mannose
T3-1'2
Glukuronsaure
ta-14
Glukose
tB-16
Glukose
ta-1,6

[ P
Rhamnose & S e
- B n \ s

Abbildung 13: Struktur des wasserloslichen EPS Acetan (links), Strukturformel (rechts);
basierend auf Quelle [99] erstellt.
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Die Enzyme Cellulose-Synthase und UDP-Glukosetransferase produzieren die BC und das
Acetan. Die Biosynthesen sind jedoch nicht direkt miteinander verbunden, obwohl UDP-
Glukose die Vorstufe fur die Synthese beider Produkte ist und sie vermutlich einer @hnlichen
Kinetik folgen [146-148]. Die Hemmung der UDP-Glukosetransferase blockiert auch die
Acetanproduktion und erhdht somit, laut Watanabe et al., die BC-Produktion [137]. Naritomi et
al. berichten, dass mit Ethanol erganzte Kulturmedien die BC-Produktion deutlich erhéhen.
Das Ethanol wird zu Acetat umgewandelt, welches dann im CZ genutzt werden kann, um
letztendlich CO,, HO und ATP zu produzieren. Durch mehr ATP steigt die Aktivitat der
beteiligten Enzyme und beeinflusst dadurch den BC-Syntheseweg. Die Autoren postulieren,
dass die Aktivitat der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase um mehr als 50 % zunahm, was
den PP hemmte und dadurch die BC-Produktion erhdhte [149]. Der Einfluss auf die
Nebenprodukte wirkt sich demnach direkt auf die BC-Produktion aus und muss im
Fermentationsprozess berlicksichtigt werden.

1.13. Rheotaxis

Inspiration fur den spateren Versuchsaufbau war das Vorbild eines flieBenden Gewassers, die
Stromung Uber Steine und die sich daran bildenden Biofilme. Darauf aufbauend wurde eine
Methode fir die Anwendung im Labor entwickelt. Hierfir wurde eine Strémung Uber eine
Flache bendttigt, welche die von Prokaryoten gebildeten EPS, ahnlich eines Fadens in der
FlieRrichtung eine Flissigkeitsstromung, ausrichtet, Abbildung 14.
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Vorbild aus der Natur: f I: Beispiel roter Faden in der Stromung.
Wasser flieft iber Steine So sollen sich die EPS auch ausrichten.

Abbildung 14: FlielRgewasser mit Stromung (links); Sammlung an bakterieller EPS mit
Strukturformeln (Mitte); Roter Faden in einer Flussigkeitsstromung (rechts) - Vorbild der
Ausrichtung von EPS durch Rheotaxis.

Eine Moglichkeit fur die naturliche Ausrichtung von Mikroorganismen ist die Rheotaxis. Sie
gehort zur Gruppe der ,Taxien“. Das sind zielgerichtete Orientierungs- und Bewegungs-
reaktionen von Lebewesen, die von einem Reiz oder Umweltfaktor ausgelost werden.
Beispiele hierfur sind unter anderem Chemotaxis [150, 151], Thermotaxis [152, 153],
Magnetotaxis [154, 155] und Gyrotaxis [156, 157]. Letztere sind passiv und implizieren keine
Wahrnehmung, sondern resultieren ausschlie3lich aus auflieren Kraften. Diese Phanomene
kénnen bei freibeweglichen Mikroorganismen, Tieren und Pflanzen beobachtet werden [158,
159].

Im Falle der stromungsinduzierten Bewegungsreaktion, die aus Fluidgeschwindigkeits-
gradienten resultiert, kann zwischen positiver und negativer Rheotaxis unterschieden werden.
Bei der positiven Rheotaxis wenden sich die Organismen der Stromungsquelle zu. In einem
flieBenden Strom fuhrt dieses Verhalten dazu, dass sie ihre Position halten, anstatt von der

13



Stromung stromabwarts gespilt zu werden. Mit sorgfaltig kontrollierten, mikrofluidischen
Stromungen konnten Marcos et al. zeigen, dass positive bakterielle Rheotaxis ein rein
physikalisches Phanomen ist. Sie resultiert aus einem Wechselspiel zwischen Geschwin-
digkeitsgradienten und der helikalen Form der Flagellen, die zusammen ein Drehmoment
erzeugen, welches die Schwimmrichtung eines Bakteriums &ndert. Da dieses Drehmoment
unabhangig von der Anwesenheit einer nahegelegenen Oberflache ist, ist die positive
bakterielle Rheotaxis nicht auf die unmittelbare Nachbarschaft von Flissig-Fest-Grenzflachen
beschrankt, sondern findet auch in der FlUssigkeit statt [158]. Die positive Rheotaxis kann
einen Mikroorganismus in Strémungsrichtung ausrichten. Meist resultiert daraus ein Winkel
zur Stromungsrichtung, da der Mikroorganismus versucht die Drift zu kompensieren. Eine
gezielte Ausrichtung der Mikroorganismen und ihrer selbst produzierten EPS kdnnte zu einer
Vorzugsrichtung im spateren Material fuhren. Aus diesem Grund wurde die Rheotaxis als
Instrument fur die Methodenentwicklung ausgewahlt und in die Forschungsarbeit integriert.

1.14. Stand der Wissenschaft und Technik zur Herstellung von
cellulosebasierten 2D-Materialien

Fur den besseren Vergleich, der selbst hergestellten rheotaktischen Materialien zu anderen
cellulosebasierten Materialien, werden in diesem Unterpunkt cellulosebasierte 2D-Materialien
und ihre Herstellung vorgestellt. Dies wird durch eine Zusammenfassung des Stands der
Wissenschaft und Technik zur Herstellung von ausgerichteten 2D-Materialien aus BC erganzt.

1.14.1. Methoden zur Herstellung von 2D-Kérpern aus cellulosebasierten
Materialien

Zu den cellulosebasierten 2D-Kodrpern zahlen Filme, diinne Schichten oder Gewebe aus
Cellulosematerialien, die mit den verschiedensten Methoden aus unterschiedlichen
Ausgangsstoffen generiert werden. Als Cellulosegrundmaterial stehen je nach GroéRe,
Morphologie, Praparationstechnik und Herkunft verschiedene Stoffe aus pflanzlicher und BC
zur Verflgung. Zu unterscheiden sind die freiflieBende mikrokristalline Cellulose mit
unterschiedlichen Koérnungen und Kettenlangen und weitere Untergruppen, wie
Nanocellulose, Nanofasern und mikrofibrillare Cellulose:

e Cellulose-Nanokristalle, auch bekannt als nanokristalline Cellulose oder Cellulose-
Nanowhisker, sind starre, stabchenférmige Partikel mit einem Durchmesser von 10-30 nm
und weniger als 500 nm L&nge. Die Kristallinitat liegt im Bereich von 54-88 % [160, 161].

e Cellulose-Nanofibrillen, auch als Nanofibrillen bezeichnete Cellulose oder mikrofibrillierte
Cellulose, bestehen sowohl aus einzelnen, als auch aus aggregierten Nanofibrillen. Die
Elementarfibrille hat bei diesem Material einen Durchmesser von 3-5 nm und eine Lange
von 500-1000 nm, wahrend die Aggregate einen Durchmesser im Bereich von 20-50 nm
haben. Sie besteht aus kristallinen und amorphen Bereichen, mit einem grof3en
Seitenverhéltnis und einer guten Flexibilitat [160, 162, 163].

e Hochkristalline BC und ihre Eigenschaften, Kapitel 1.10.

Diese Benennungen variieren je nach Quelle und Verwendung und mussen fir den jeweiligen
Einsatz genauer spezifiziert werden. Des weiteren kommen Celluloseregenerate, kinstliche
Fasern, organische und anorganische Celluloseester, Methylcellulose, Hydroxyethylcellulose
und weitere Derivate zum Einsatz [109]. Besonderes Interesse haben in den letzten Jahren
Verbundwerkstoffe aus Naturfasern und BC geweckt [64, 164, 165]. Es hat sich gezeigt, dass
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hierdurch neue spezifische Eigenschaften generiert und eine breite Anwendungsmaoglichkeit
geschaffen werden kénnen. Fir den Vergleich der ausgerichteten 2D-Materialien und deren
Herstellungsmethoden, wurden diese in Abbildung 15 aufgefihrt.
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Abbildung 15: Ubersicht iiber 2D-Materialien mit einer Vorzugsrichtung im Material.

Cellulosenanofibrillen werden haufig durch Nassspinnen hergestellt. Hierfir werden
Polymerlésungen in ein Fallbad mit einem weiteren LOosungsmittel eingedist und die
Cellulosefibrillen dabei ausgerichtet. Das Polymer kann nach weiteren Verarbeitungsschritten
als Filament oder als Faser aufgewickelt werden. Das Elastizitdtsmodul der gesponnenen
Makrofasern nimmt mit der Spinngeschwindigkeit zu. Die Ergebnisse von Walther et al. und
Iwamoto et al. zeigen, dass die mechanischen Eigenschaften direkt von der Ausrichtung der
Nanofibrillen beeinflusst werden [166-168]. Endlose Nanofasern, Nanodrahte und Nanordhren
aus Cellulose kdnnen durch das Elektrospinnen hergestellt werden [169, 170]. Bei diesem
Verfahren kdnnen Lésungen, Suspensionen oder Schmelzen unter Ausnutzung eines starken
elektrischen Felds zu Fasern gesponnen werden. Kim et al. konnten unverwobene Matten aus
Cellulosefasern in SubmikrongréfRe mit Durchmessern von 250-750 nm aus Cellulose-
l6sungen herstellen. Das Verweben von einzelnen, cellulosehaltigen, makroskopischen Faden
ist bisher der Textilindustrie vorbehalten. Technologien zum Weben von kinstlich hergestellten
Fibrillen aus dem Nassspinn- oder Elektrospinnverfahren konnten bei der Literaturrecherche
nicht gefunden werden. Die Herstellung von gewebeartigen dinnen Schichten erfolgt bisher
durch Verschmelzen, Verkleben oder starke Wechselwirkungen der Celluloseketten tber
Wasserstoffbriickenbindungen. Einzig die native Form der BC-Pellikel stellt ein verwobenes
Netzwerk aus Cellulose-Fibrillen dar.

Liu et al. fassen verschiedenen Verfahren zur Herstellung von Nanopapieren zusammen.
Nanopapiere werden meist aus wassrigen Cellulose-Losungen durch Filtration, Giel3en,
Schichten oder Sprihen hergestellt [160]. Sie bestehen aus dem porésen Netzwerk von
Cellulosefasern. Es kénnen kinstlich hergestellte Nanopapiere aus pflanzlicher oder BC und
native, verpresste BC-Kahmhaute unterschieden werden [168, 171-173]. Letztere werden
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durch eine Kombination aus Verdampfen und Verpressen zu einem dichten Film von
~1,0g cm® komprimiert. Hierbei kollabiert das Mikrofibrillen-Gelnetzwerk und eine
durchgehende Filmdicke mit vielen parallelen Stapeln diinner Cellulosefolien oder —schichten
entsteht [105, 106]. Die mechanischen Eigenschaften, wie E-Modul und Endfestigkeit der
Nanopapiere, verbessern sich durch das Nassstrecken, auch bekannt als Kaltziehen. Laut
Torres-Rendon et al. wird diese Methode am haufigsten zur Orientierung von Nanopartikel in
Nanopapieren angewendet [168]. Auf diese Art lassen sich die selbst erzeugten 2D-BC-
Materialien auch nachbehandeln.

Eine weitere Mdoglichkeit flir 2D-Materialien aus cellulosebasierten Materialien ist die
Herstellung von Folien. Diese sehr dinnen und homogenen Flachengebilde werden, &hnlich
wie bei dem Nassspinnverfahren, durch Giel3en von geldster Cellulose und anschlie3endem
Ausfallen in Lésungsmitteln hergestellt [174]. Die mechanischen Eigenschaften reiner BC-
Folien resultieren aus ihrer hierarchischen Struktur und den Eigenschaften einzelner BC-
Mikrofibrillen [103]. Die mechanischen Eigenschaften der BC-Filme kdnnen durch
verschiedene Verarbeitungsschritte stark beeinflusst werden [175, 176]. Kombinationen aus
Reinigungsbehandlungen mit NaClO und/oder NaOH ermdoglichen es, das Elastizitdtsmodul
von 15 GPa auf 30 GPa zu erhdhen [106, 177]. Es wird angenommen, dass sich hierdurch
Verunreinigungen entfernen lassen und starkere Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
BC-Mikrofibrillen ausgebildet werden. Das Trocknen der Filme Uber Raumtemperatur erhéht
die Filmeigenschaften. Trocknen lber 100 °C hat jedoch nur einen minimalen Einfluss auf die
Eigenschaften [103, 105].

1.14.2. Methoden fur die Ausrichtung der BC

Beispiele aus der Literatur zeigen, dass bisher Uberwiegend Methoden entwickelt wurden,
deren Ziel es war die BC in 2D-Pellikeln auszurichten: Ben-Hayyim und Ohad stellten die
chemische Modifikation durch Ausrichtung von Fibrillen in Gegenwart von Na-
Carboxymethylcellulose vor [178]. Haigh et al. erganzte das Wachstumsmedium durch ein
extrahiertes Lipid aus K. xylinus [179]. Durch die Vorstrukturierung des Wachstumssubstrats
mit orientierten Polysaccharidketten konnten Kondo et al. eine Ausrichtung erzielen [180]. Dies
gelang ebenso Putra et al. durch die statische Kultivierung in einem sauerstoffdurchlassigen
Silikonschlauch [181]. Mechanisch konnte die BC, durch direkte Rollernte aus einer
guasistatischen Kultur [182], durch Kultivierung in einem zylindrischen Fermenter, der durch
einen rotierenden Fliigel [183] oder eine Klinge [184] bewegt wurde oder durch Fixieren mit
anschlieRendem Trocknen [132] oder Nassziehen von statisch gewachsenen Hautchen [185],
ausgerichtet werden. Sano et al. stellten eine Methode zur elektromagnetischen Steuerung
der Bewegung von K. xylinus vor und erreichten damit eine Orientierung der BC-Fibrillen [186].
Die Arbeiten von Kondo et al. und Sano et al. unterscheiden sich von den anderen Methoden
dahingehend, dass nicht nur der Ort der BC-Ablagerung festgelegt, sondern direkt die Art und
Weise, in der sich die Mikroorganismen wéahrend der Materialbildung bewegen, manipuliert
wurde. Wan et al. und Luo et al. haben bereits die Moglichkeit gezeigt, ausgerichtete BC durch
stromungsformiges Wachstum zu erhalten [183, 184]. Der Versuchsaufbau unterscheidet sich
grundlegend zur eigenen Methode fur die rheotaktische Ausrichtung der BC.
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1.15. Stand der Wissenschaft und Technik zur Herstellung von
cellulosebasierten 3D-Kdrpern

Die Fertigung von 3D-Kérpern und von 3D-Korpern aus Cellulose ist laut Literaturrecherchen
auf verschiedene Arten moglich.

1.15.1. Herstellung von 3D-Kérpern

Da der 3D-Druck, auch als additive Fertigung bekannt ist und fur die Herstellung der PLA-
Korper benutzt wurde, wird er in diesem Zusammenhang kurz vorgestellt. Im Wesentlichen
umfasst diese Bezeichnung alle Fertigungsverfahren, bei denen Material Schicht fir Schicht
aufgetragen wird, um 3D-Werkstlicke zu erzeugen. Durch physikalische oder chemische
Hartungs- oder Schmelzprozesse kénnen Werkstoffe aus Kunststoff, Kunstharz, Keramiken
oder auch aus speziell aufbereiteten Metallen aufgebaut werden. Dieses Fertigungsverfahren
eignet sich nur fur eine geringe Anzahl von Werksticken, da es im Vergleich zum
Schmelzguss, Tiefziehen oder anderen etablierten Verfahren zu aufwendig und teuer ist. Eine
neue Verwendung hat der 3D-Druck im Forschungsfeld des Tissue Engineerings, der
Gewebeziichtung, gefunden. Hierbei steht der Nachbau von menschlichen Organen und
Geweben fir die regenerative Medizin im Vordergrund. Computergesteuert konnen
regelmafige Strukturen, die so genannten Bioarrays, aus Bio-Ink hergestellt werden [168,
187]. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt eindeutig darin, dass die gewiinschten Strukturen
computergesteuert erstellt werden kénnen und das verwendete Material anschlieRend sofort
von Mikroorganismen oder Zellen bewachsen werden kann. Der groRe Nachteil aller
schichtweise aufgebauten Verfahren ist, dass sie, im Vergleich zu Werkstiicken aus einem
Guss, weniger Stabilitat haben. Die Schichten neigen trotz des Verschmelzens beim Kunststoff
oder des Vernetzens des Alginats in der Bio-Ink leichter zum Bruch.

Das Giel3en ist ein Fertigungsverfahren, durch welches Werkstlicke aus flissigem Material
hergestellt werden kénnen. Auch Hydrogele werden meist einfach nur in eine Form gegossen
und erstarren dort, bevor sie weiterverarbeitet werden. Allgemein sind Hydrogele hydrophile
Netzwerkstrukturen aus wasserunldslichen Polymeren, die zwischen 20 % und dem
Tausendfachen ihres Trockengewichtes an Wasser aufnehmen kénnen [188]. Die Molekiile,
die das Gel aufbauen, sind chemisch, z. B. durch kovalente, supramolekulare oder ionische
Bindungen, oder physikalisch, beispielsweise durch Verschlaufen der Polymerketten, zu
einem Netzwerk verknipft. Hydrogele, die ein hohes Quellvermégen haben, werden
Superabsorber genannt [189]. Im Vergleich dazu bestehen native BC-Hydrogele aus
verwickelten Cellulosemikrofibrillen, die durch die zufallige Bewegung der Bakterien gebildet
werden und mehr als 99 % Wasser enthalten [190]. Der BC-Biosyntheseprozess fordert die
direkte Bildung von 3D-Objekten. Durch Variation der Kultivierungstechniken, der Geometrie
oder Art des Kulturgefdl3es ist es maoglich, die gewiinschte BC-Netzwerkstruktur, das
BC/Wasser-Gleichgewicht und die 3D-Massenform des Hydrogels (z. B. Massenmaterialien,
Filme, Kugeln und Réhren) herzustellen [191, 192]. Trotz des hohen Wassergehalts haben die
Hydrogele aufgrund der BC-Mikrofibrillen-Netzwerkstruktur verniinftige mechanische
Eigenschaften und koénnen durch chemische Behandlungen verandert werden, was
technische Anwendungen erméglicht [188, 193, 194]. Diese BC-Hydrogele verfiigen aber noch
nicht Uber eine gezielte Orientierung der Cellulosefibrillen im Inneren des Materials, weshalb
sich nur durch ul3ere Einflisse eine Vorzugsrichtung erzielen lasst.

Oftmals kdnnen Aerogele aus gefriergetrockneten oder tberkritisch getrockneten Hydrogelen
hervorgehen. Durch verschiedenen Trocknungsmethoden kénnen unterschiedliche
PorengroéRen und Porenverteilungen erzielt werden [195-197]. Diese hochpordsen Materialien
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haben extrem niedrige Dichten (0.01-0.4 g - cm™3), groRe Oberflachen (30-600 m?- g~1) [198]
und meist einen geringen Warmetransport. Aerogele auf Cellulosebasis wurden in den 1950er
Jahren von Stamm und seinen Mitarbeitern entwickelt [105, 199]. BC-Aerogele sind
Kahmhaute, denen das Wasser vollstandig entzogen wurde. Um die Bakterien aus den Pellikel
zu entfernen, werden diese Uber mehrere Stunden in einem NaOH-Bad mit niedriger
Konzentration (~2 %) gekocht und abschlieBend langere Zeit unter flieBendem Wasser
gespllt. Zusatzliche NaOH- und NaClO-Behandlungen helfen bei der weiteren Aufreinigung
der BC-Mikrofibrillen [106, 177]. Um die Netzwerkstruktur der BC-Fibrillen innerhalb der
Kahmhaut verandern zu kénnen, werden mechanische Behandlungen wie die Defibrillations-
behandlungen verwendet. Hierdurch wird das verwickelten BC-Netzwerk aufgebrochen und
wahrend einer Dehnungsbehandlung eine bevorzugte Ausrichtung in das Material induziert
[175, 200-202]. Die zerstorten Netzwerkstrukturen kdnnen nicht wieder repariert werden.

1.15.2. Methoden zur Herstellung von 3D-Kérpern aus BC

Als Beispiel fur eine 3D-gemusterte BC-Struktur haben Rihs et al. por6se Strukturen mit
K. xylinus in Luft-in-Wasser-Schaumen wachsen lassen. Das Medium wurde zunéchst durch
Cremodan und Xanthan stabilisiert. Die kugelférmigen Luftblasen dienten als Vorlage fir die
Porenstruktur und den Mikroorganismen wahrend des Wachstums als Sauerstoffquelle [203].
Caro-Astorga et al. produzierten BC-Sphéroide von Komagataeibacter rhaeticus, welche im
Nachgang in 3D-Formen umgestaltet wurden [204]. Beide Studien figen der bereits
hierarchisch porésen, nativen BC-Struktur ein Niveau an Porengrdf3e hinzu. Torres-Rendon et
al. demonstrierten 2015 die Herstellung von bioaktiven Gyroid-Gerusten durch Templatierung
von Nanocellulose-Hydrogelen [205]. Die Ausrichtung der BC-Fibrillen in strukturierten 3D-
Korpern konnte bisher in Literaturrecherchen nicht gefunden werden. Solch eine Methode
wurde als schwer umsetzbar betitelt [168].

1.16. Problemstellung und Zielsetzung

Die kiinstliche Nachahmung komplexer, hierarchischer und biologischer Materialien in einem
technischen Mal3stab, ist Gegenstand vieler Forschungsarbeiten und derzeit noch nicht
zufriedenstellend geldst. Es wird mit den verschiedensten Methoden versucht, die Kontrolle
Uber die Strukturierung auf allen Langenskalen zu erreichen. Neben der Porositat sind
besonders die mechanischen Eigenschaften fir die verschiedenen Forschungsfelder
interessant (Kapitel 1.1). Schwerpunkte liegen hier nicht nur im makroskopischen Aufbau,
sondern auch in der Kontrolle des Gefliges der Materialien. Selbstorganisierte
Netzwerkmaterialien mit einer hierarchischen Strukturierung, einer strukturellen Anisotropie
und einer, das Material dispers durchziehenden Polymerphase, wéren vielen bisherigen
Materialien in Bezug auf die Elastizitat, die Spannungsrelaxation und die strukturelle
Ruckbildung durch viskoelastisches Gleiten, deutlich tberlegen [1, 12, 206, 207]. Ein
maoglicher Ldsungsansatz fir dieses Problem ist die Kombination aus technischer
Strukturierung mit kontrollierter biologischer Unterstiitzung. Aus dieser Uberlegung entstand
die Ubergeordnete Forschungsidee dieser Dissertation: EPS mittels Rheotaxis,
stromungsinduziert, auszurichten und dadurch neuartige Materialien mit besonderen
Eigenschaften zu generieren.
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Erste Hypothese:

1) Durch die strémungsinduzierte Manipulation der Wachstumsbedingungen kdnnen
anisotrope Biofilme generiert werden. (2D-Materialien)

Folgende Ziele missen zur Umsetzung der Forschungsidee erfillt werden:

o Es gibt viele bekannte Mikroorganismen, die in der Lage sind EPS zu produzieren. Fir
das rheotaktische Wachstum muss der geeignete Mikroorganismus und das passende
Medium gefunden werden.

o Da es keinen kommerziell erhaltlichen Versuchsaufbau fiir die rheotaktische Kultivierung
gibt, muss dieser entwickelt und optimiert werden.

o Mit dem entwickelten Versuchsaufbau sollen homogene, anisotrope 2D-Biofilme
generiert werden.

o Die Prifung der hergestellten 2D-Materialien soll evaluiert und etabliert werden.

o Die Methode zur Herstellung von 2D-Materialien soll zur Herstellung von 3D-Materialien
weiterentwickelt werden.

Zweite Hypothese:

2) Monolithische Koérper aus BC konnen sowohl hierarchisch, pords, wie auch global
anisotrop strukturiert werden. (3D-Materialien)
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2. Material und Methoden

Die beschriebenen Methoden, Mikroorganismen und Materialien der beiden Publikationen
[208, 209] werden nur kurz zusammengefasst und durch weitere Informationen ergénzt, soweit
diese fir das Verstandnis der nicht veroffentlichten Ergebnisse und Methoden notwendig ist.

2.1. Mikrobielle Stamme und Medien

Fur das Screening wurden beide genannten Stamme verwendet. Fiur die Veroffentlichungen
wurde der Mikroorganismus K. sucrofermentans eingesetzt.

Komagataeibacter xylinus (K. xylinus) [46]
DSM-2004 =B 4168 = ATCC 23768 = NCIB 7029

Komagataeibacter sucrofermentans (K. sucrofermentans) [52, 53]
DSM-15973 = BPR 2001 = JCM 9730 = LMG 18788 = BCC 7227

Es wurden verschiedenen Komplexmedien und ein Mineralmedium getestet. Fir die
Veroffentlichungen wurde auf das Hestrin-Schramm-Medium (HS-Medium) zuriickgegriffen
[90]. Die Kohlenstoffquelle wurde mit einer Endkonzentration von 0,1 M im Medium verwendet.
Alle Medien, Kohlenstoffquellen und thermisch stabilen Komponenten wurden vor der
Verwendung bei feuchter Hitze mindestens 20 Minuten dampfsterilisiert. Die anderen
Komponenten wurden sterilfiltriert oder in Ethanol Gber mehrere Tage eingelegt.

Das HS-Medium beinhaltet 5,0 g - L' Bactopepton, 5,0 g-L* Hefeextrakt, 2,7 g-L*
wasserfreies Natriumphosphat und 1,15 g - L'? Zitronensaure-Monohydrat [90]. Es wurde auf
pH 6,5 eingestellt.

Laut der Anleitung von Steinbiichel et al. besteht das GHC-Medium aus 10 g - L'! Hefe-Extrakt
und 20 g - L' CaCOs[210]. Es wird mit einem eingestellten pH-Wert von pH 6,8 verwendet.
Das selbe Medium, nur mit einer CaCOs-Konzentration von 30 g - L™t wird von der Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) als M105 fir den Mikroorganismus
K. sucrofermentans empfohlen.

Das Mineralmedium Susi-Medium basiert auf dem Minimalkulturmedium von De Souza et al.
und beinhaltet 147,02 g-L*! CaCl, - 2 H,O, 246,48 g - L* MgSO.-7 H,O, 58,009 - L*
NazHPOQ,, 30,00 g - L* KH2PO4, 5,00 g - L' NaCl und 5,00 g - L' NH4CI [211]. Das Medium
wurde auf pH 6,5 eingestellt.

Fur die Dauerkultivierung wurden die Mikroorganismen als Agar-Kulturen in Petrischalen bei
30 °C inkubiert. Den Medien wurde hierfur 15 g - L™* Agar zugesetzt. Fur die Vorkultur wurde
eine 7 Tage alte Kolonie von einer Agar-Platte in einen Stehkolben mit Flissigmedium
gegeben und bei Raumtemperatur inkubiert. Die Vorkulturen wurden je nach Bedarf wenige
Tage bis mehrere Wochen inkubiert und den Hauptkulturen mit einem Verhéltnis von 1:10
zugegeben.

Den Versuchsansatzen mit 3D gedruckten PLA-K&rpern wurde 1 mL - L™ einer 34 g - L?
ethanolische Losung von Chloramphenicol zugegeben, um Kontaminationen zu verhindern.
Die PLA-Korper wurden im Vorfeld mindestens drei Tage in technischem Ethanol zur
Desinfektion gelagert.
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2.2. Experimente fir die Publikationen

2.2.1. Strukturelle und mechanische Anisotropie in rheotaktisch
ausgerichteter BC (2D)

Fur den Test der ersten Hypothese wurde ein Versuchsaufbau aus einfachen Laborgeraten
und verfligbaren Standardkomponenten zusammengestellt, Abbildung 16, Bild 1:
Peristaltische Pumpe (PLP 380 BT 100-2J, Behr Labortechnik, Diisseldorf, Deutschland) mit
Schlauchen (TPP 6,35/9,55 mm und 7,45/11,15 mm, Freudenberg, Weinheim, Deutschland),
1 L Weithalsflaschen mit Gewindeschraubverschluss (GLS 80, Carl Roth), Silikonschlauche
(6,00/2,00 mm und 3,00/1,50 mm, St. Geyer, Renningen, Deutschland), Sterilfilter fur
Luftaustritt (ReliaPrep Sterile-EO 0,2 um, Ahlstrom, Helsinki, Finnland) und Eingang (Vent
Filter 65 mm PTFE steril 0,22 ym, GVS Labor, Bologna, Italien), Durchflussmesser (generisch,
0 bis 3 L/min).

Abbildung 16: (1) Versuchsaufbau mit allen Komponenten; (2) Duse aus PLA kurz nach der
Entnahme aus dem 3D-Drucker; (3) Bewuchsflache mit sichtbaren Streifen auf der Oberflache
durch das Verschmelzen des PLA-Filaments.

Die eigenen Bauteile wurden mit SolidWorks 2019 konstruiert und teils selbst mit dem FDM
3D-Drucker RepRap X400 Pro V3 (Feldkirchen, Deutschland) oder im Auftrag durch die Firma
3DBAVARIA (Barbing, Deutschland) aus PLA gedruckt, Abbildung 16, Bild 2 und 3. Die
Komponenten wurden fir den Einsatz in den Weithalsflaschen entworfen und vor der
Verwendung mehrere Tage in Ethanol desinfiziert. Die verwendeten Bewuchsflachen setzen
sich aus einer flachen Grundflache mit kleinen Stromungsbrechern und einer Dise
zusammen, durch die das kontinuierlich im Kreis gepumpte Medium gleichmafig auf der
Bewuchsflache verteilt werden kann. Das Wachstum der Biofilme wurde dokumentiert und die
erzeugten BC-Materialien wurden gewogen, autoklaviert, gereinigt und getrocknet. Die
getrockneten 2D-BC-Proben wurden auf ihre Struktur und Orientierung mittels
Rasterelektronenmikroskop (REM), Lichtmikroskopie mit polarisierter Lichterfassung,
Histogrammierung, Rontgenbeugung (XRD) und IR udberprift. Ihre physikalischen
Eigenschaften wurden durch Zugversuche bestimmt und der Wasserverlust durch Trocknung
dokumentiert.

21



2.2.2. Dreidimensional gemusterte, hierarchisch und anisotrop aufgebaute BC
(3D)

Die Umsetzung der dreidimensional gemusterten, hierarchisch und anisotrop aufgebauten BC-
Korper erfolgte mit dem gleichen Versuchsaufbau, wie fur die 2D-BC-Korper. Es wurden die
gleichen Standardkomponenten und Laborgerate verwendet: Peristaltikpumpe PLP 380 BT
100-2J (Behr Labortechnik, Dusseldorf, Deutschland) mit Schlauchen (TPP 6,35/9,55 mm und
7,45/11,15 mm, Freudenberg, Weinheim, Deutschland), 1 L Weithalsflaschen mit Gewinde-
schraubverschluss (GLS 80, Carl Roth), Silikonschlauche (6,00/2,00 mm und 3,00/1,50 mm,
Th. Geyer, Renningen, Deutschland), Sterilfilter fur Luftausgang (ReliaPrep Sterile-EO 0,2 pym,
Ahlstrom, Helsinki, Finnland) und Input (Vent Filter 65 mm PTFE steril 0,22 ym, GVS Labor,
Bologna, lItalien), Durchflussmesser (0 bis 3 L/min). Als Flusszelle wurde ein 8-mm-
Kraftstoffleitungsfilter mit transparenter Umhillung (VS-7353, Biopoel, Alfeld, Deutschland)
verwendet.

1

Abbildung 17: (1) Versuchsaufbau mit den Weithalsflaschen und den Flusszellen; (2) FDM-
gedruckte Gyroid-Einbauten fur die Flusszellen; (3) Gyroid in Hulle in einer Flusszellentiille;
(4) Gyroid ohne Hulle in die Flusszelle mit Sichtfenster eingebaut.

Fur die Herstellung eines gewachsenen monolithischen Korpers aus BC, der sowohl
hierarchisch poros als auch global anisotrop strukturiert werden sollte, wurde ein Einbau fur
eine Flusszelle mit SolidWorks 2019 konstruiert. Dieser wurde der minimalen Oberflache eines
Gyroids nachempfunden und mittels FDM 3D-Druck aus PLA realisiert. Hierfur wurden drei
verschiedene Konstruktionsanséatze untersucht. FUr den Test der zweiten Hypothese wurde
das Medium kontinuierlich im Kreis gepumpt und dadurch die Gyroid-Bewuchsflache
permanent durchstromt und beimpft. Nach dem Durchwachsen des Gyroidkorpers wurde
dieser gereinigt und das PLA-Template chemisch geldst und entfernt. Der verbliebene Gyroid
aus BC wurde in vollentsalztem Wasser rehydriert und mittels Gefriertrocknung getrocknet.
Zur Uberpriifung der Anisotropie im BC-Material wurden Schnitte von Gyroidkorpern
untersucht. Fir die Polfilter-Analyse wurden die Proben zuerst in Harz gegossen und
anschlielend mit einer Diamant-Draht-Sage zerteilt. FUr die Strukturanalyse durch REM-
Aufnahmen, wurden reine BC-Proben und PLA-Template mit BC zersagt und untersucht. Die
Wasseraufnahmekapazitdt der BC wurde durch Quellversuche nach dem Entfernen des
Opfertemplats aus PLA und Gefriertrocknung bestimmt.
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2.3. Analytische Methoden
2.3.1. Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Messungen zur Identifizierung und Quantifizierung von Medienbestandteilen wurden zeitweise
mittels einer Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC; Shimadzu System Controller:
CBM-20A, Pumpen A & B: LC-20AD, Autosampler: SIL-20AC, Ofen: CTO-20AC, RID-
Detektor: RID-10A, Fraction Collector: FRC-10A Saule: Phenomenex, Rezex ROA-Organic
Acid H+ (8%), LC Clumn 300 x 7,8 mm, Art. 00H-0138-KO0) durchgefiihrt. (Methode 1: 0,005 N
H.SO,, isokratisch, 0,5 mL/Min, 55 °C, 27 Min; Saccharose-Methode 2: 0,05 N H,SOy,,
isokratisch, Injektionsvolumen 0,5 mL, 25°C, 27 Minuten).

2.3.2. Optische Mikroskopie

Fur die Analyse der Orientierungen innerhalb der Probeneben wurde ein optisches Mikroskop
(OM, RMAS5, Askania Mikroskop Technik, Rathenow, Deutschland) mit einem Semi-
Apochromat-Objektiv 5x/0,15 (MPlan-FLN, Olympus, Tokio, Japan), einer Digitalkamera (EOS
550D, Canon, Tokio, Japan) und einer euzentrischen Rotations-Bihne mit Azimutdrehwinkeln
um die Probe, aufgebaut. Es konnte so ein Bereich von 6,7 mmz auf Faserorientierungen durch
die Analyse der Histogrammierung untersucht werden. Zudem wurden Lichtmikroskopische-
Aufnahmen mit polarisiertem Licht und einer A\ = 525 nm Verzdgerungsplatte aufgenommen,
um die Doppelbrechungen der Cellulosekristalle im Material sichtbar zu machen. Nur bei einer
Ausrichtung der Kristalle im Material kénnen deutliche Farbwechsel der Interferenz-Farben
violett/blau und orange/rot, bei Drehung der Proben unter den Polfiltern, sichtbar gemacht
werden. Zur Ermittlung bevorzugter struktureller Orientierungen innerhalb der Streben der
Gyroide, wurden die Proben in Harz eingebettet (LRWhite, London Resin, Reading, UK) und
auf Dicken von 30 um entlang der Ebenen mit Normalen, senkrecht zu ihren Langsachsen (die
frihere Richtung des Flusses), unter Verwendung einer Diamant-Draht-Sage (3032-4, Well,
Le Cocle, Schweiz) geschnitten. Die Interferenz-Farben wurden auch hier durch die
Polfilteranalyse mit Verzogerungsplatte sichtbar gemacht, fotografiert und ausgewertet.

2.3.3. Fourier-Transform-Infrarotspektrometrie

Fur die Analyse der Proben mittels Infrarotspektroskopie (IR) wurde ein Perkin Elmer Universal
ATR Sampling Acccesory FT-IR Spektrometer Frontier; mit einem Diamant/KRS-5 verwendet.
(Wellenzahl: 4000-380 cm, Anzahl der Scans: 8, Auflosung: 2 cm™, Ordinateneinheit %R
bzw. %T). Die IR-Spektroskopie wurde zur Strukturaufklarung der BC genutzt.

2.3.4. Rasterelektronenmikroskopie

Fur die Strukturanalyse der Oberflachen und Schnitte der Proben wurden diese mit Gold oder
Gold/Palladium gesputtert (SCD050, Bal-tec, Balzers, Lichtenstein) und mittels Rasterelektro-
nenmikroskopie (REM) DSM 940A (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bei einer Beschleu-
nigung von 15-20 kV abgebildet und untersucht. Um die innere Topographie der BC-Gyroide
sichtbar zu machen, wurden die Proben zuerst gesagt, gesputtert und dann analysiert.
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2.3.5. Energiedispersive Réntgenspektroskopie

Die energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX) wurde zur Materialanalyse verwendet.
Dafir wurde das Rasterelektronenmikroskop DSM 940A (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
und ein EDX-Detektor (XFlash Detector 5010, Bruker Nano GmbH, Berlin, Deutschland)
verwendet.

2.3.6. Rontgenbeugung

Die Kristallphaseneigenschaften der getrockneten BC-Proben wurden mittels eines Bragg-
Brentano-Pulver-Difraktometer (XRD) MiniFlex 600 (Rigaku, Tokyo, Japan), mit einer
Kupferanode und einem Siliziumstreifendetektor (D/teX Ultra, Rigaku) untersucht.

2.3.7. Gasadsorptionsporosimetrie

Um Gassorptionsanalysen durchzufiihren, wurden Gyroidproben in Silica repliziert. So konnte
die hierarchische Struktur der komplex porésen Biomasse bis in den Nanometerbereich
beibehalten werden. Die Stickstoffadsorptionskurven wurden mit einem Gasadsoprtions-
messgeréat (Surfer Nano, Thermo Fisher, Waltham, USA) aufgenommen. Aus den Ergebnissen
wurden die spezifischen Oberflachen der Materialien und GroéRenverteilungshistogramme im
Bereich 1 nm < d < 100 nm bestimmt. Es wurde die B.E.T. Methode, nach Brunauer, Emmett
und Teller, angewandt.

2.3.8. Mechanische Prifung

Die Zugversuche, der in rechteckige Streifen geschnittenen Proben, wurden mit einer
Universalprifmaschine (SmartTENS 20, Emmeram Karg Industrietechnik, Krailingen,
Deutschland) durchgefiihrt. Fir die Prufung der rheotaktisch kultivierten BC-Kahmhaute
wurden diese senkrecht und parallel zur ehemaligen Medienflussrichtung in 4 cm lange und
1 cm breite Prufkdrper geschnitten. Die Messungen wurden bei einer Dehnungsrate von
5,5107% . st durchgefuhrt. Aus den Daten der Zugversuche konnten die grundlegenden
mechanischen Eigenschaften wie Zugfestigkeit, Elastizitatsmodul, Verformungen bei Bruch
und Brucharbeiten ermittelt werden.
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3. Zusammenfassung der publizierten Ergebnisse

3.1. Ergebnisse aus der Publikation Uber die strukturelle und mechanische
Anisotropie in rheotaktisch ausgerichteter BC-Korpern (2D)

Durch die entwickelte Methode und den einfachen Versuchsaufbau konnten bereits nach funf
Tagen erste Biofilme aus Essigsaurebakterien, hier K. sucrofermentans, und BC rheotaktisch
erzeugt werden, Abbildung 18. Die Stabilitat der BC-Pellikel nahm mit langerer Kultivierung zu
und hat in der vorgestellten Publikation nach 8 bis 10 Tagen als luftgetrocknetes Material
geometrische Dichten im Bereich von 0,45 g - cm™ bis 0,57 g - cm™2 erreicht. Dies entspricht
einem Volumenanteil von 0,28 und 0,36 BC.
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Abbildung 18: (1) Flussdiagramm der Methode zur Herstellung von 2D-BC-Korper;
(2) skizzierte Darstellung der Besiedelung von K. sucrofermentans auf der PLA-
Bewuchsflache mit Diise; (3) luftgetrocknetes 2D-Material aus BC.

Es hat sich gezeigt, dass weder die Dichte der Endmaterialien noch ihre Ertrége systematisch
durch die Wahl der statischen oder rheotatikschen Kultivierung beeinflusst werden konnten.
Einzig die Inkubationszeit der Vorkultur und die Versuchsdauer hatten einen sichtbaren
Einfluss auf das Wachstum der Biofilme. Hier wurden Dichteunterschiede der ausgerichteten
BC von 30 % und Ausbeuten von 250 % festgestellt. REM-Aufnahmen zeigten, dass alle
gewachsenen Materialien aus Fasern aufgebaut waren und dass die rheotaktisch
gewachsenen 2D-Materialien eine erkennbare Ausrichtung aufwiesen. Das durch die
Stromungsrichtung ausgerichtete Wachstum fihrte zu strukturellen und mechanischen
Anisotropien im BC-Material. Orientierungsanalysen unter dem Lichtmikroskop konnten
sowohl mit polarisierter Lichterfassung, als auch durch die Histogrammierung von winkeligen
Faserorientierungen Vorzugsorientierungen im Material kenntlich machen. Mehr als die Halfte
der Fibrillen im rheotaktisch gewachsenen Material hatten eine Orientierung von bis zu 77 %.
Die Zugprifung der Proben hat E-Module fir stehend gewachsene BC von etwa 3 GPa und
fur die parallel zur Wachstumsrichtung ausgerichteten Proben (||) von bis zu 11 GPa ergeben.
Die Zugfestigkeit der stehend gewachsenen Proben erreichte Werte um die 13 MPa, die der
ausgerichteten Proben || maximal 112 MPa. Die plastische Verformung der rheotaktisch
gewachsenen Kahmhaute || war doppelt so grof3, als die der stehend gewachsenen BC-
Pellikel. Die Brucharbeit erreichte bei den ausgerichteten Proben || Werte bis 0,6 MJ - m~3. Die
Erhdhungen der Unordnung wurde begleitet von einer erhohten durchschnittlichen
KristallitgroRe [208].
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3.2. Ergebnisse aus der Publikation zu den dreidimensional gemusterten,
hierarchischen und anisotrop aufgebauten BC-Gyroid-Korpern (3D)

Fur die Herstellung der monolithischen 3D-Koérper aus BC wurde der entwickelte
Versuchsaufbau fur 2D-Materialen erfolgreich angepasst und um eine Flusszelle mit Einbau
erweitert, Abbildung 19. Anstatt einer Uberstromung einer geraden Flache, wurde ein poroses
Templat durchsplilt und die Mikroorganismen trotzdem mit geniigend Sauerstoff versorgt, um
Wachstum zu ermdglichen. Der Gyroid hat sich als geeignete Geometrie herausgestellt. Er
trennt den Raum in zwei gegensatzlich deckungsgleiche Labyrinthe von Gangen, die den
ganzen Korper wie eine Helix durchziehen. Hierdurch konnte ein exaktes Abbild der
urspriinglichen Vorlage ermdéglicht werden und die angelegte laminare Stromung den ganzen
Korper gleichmalRig durchfluten.
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Abbildung 19: (1) Flussdiagramm der Methode =zur Herstellung von 3D-BC-Kdorper;
(2) skizzierte Darstellung der Besiedelung von K. sucrofermentans auf dem PLA Gyroid; (3)
Gyroid aus gefriergetrockneter BC.

Durch die entwickelte Methode zum Wachstum von Monolithen aus BC, konnten nach
Auflésung der 3D-PLA-Bewuchsflachen Monolithe aus BC gewonnen werden, welche das
Negativ der urspringlichen Form sehr gut wiedergeben, Abbildung 19, Bild 3. Durch die
Gefriertrocknung der Proben konnte eine Schrumpfung von 10 % in der Lange und 20 % im
Durchmesser beobachtet werden. Die endgultige geometrische Dichte der Gyroidstreben
wurde auf 50 mg - cm™ festgelegt.

Durch die Polarisations-Fotographie konnte die geplante Ausrichtung der Cellulosefibrillen im
Inneren des Gyroids sichtbar gemacht werden. REM-Aufnahmen zeigten eine hierarchisch
porése Struktur bis in den Mikrometerbereich. Mittels Gasadsorptionsmessung einer Silica-
Nachbildungen des BC-Gyroids konnte eine durchschnittliche spezifische Oberflache von
270+11 m? - g festgestellt werden. Das PorengroRenverteilungshistogramm zeigte eine
breite Verteilung der Porengrdf3en im Submikrometerbereich mit einem bemerkenswerten
Maximum bei 2 nm, was dem Durchmesser der BC-Fibrillen in der Probe entspricht [212].

26



4. Weitere Ergebnisse und Gesamtdiskussion

Die folgenden Kapitel beschaftigt sich mit fokussierten Diskussionspunkten, die sowohl die
Vorarbeiten, die Problemstellungen und Zielsetzungen, als auch die beiden Publikationen
betreffen.

4.1. Begriffsdefinition

Fur die bessere Einordnung der Methode werden die Begriffe biomediierte Materialsynthese
und die Rheotaxis definiert und diskutiert.

4.1.1. Biomediierte Materialsynthese

Das Ziel der durchgefiihrten Arbeiten war es, durch eine biomediierte Materialsynthese
rheotaktisch strukturierte und hierarchisch organisierte Materialien aus BC zu erzeugen.
Biomediiert wird in dieser Arbeit als ,,durch die Biologie vermittelte Funktionalitat verstanden®.
Die biomediierte Materialsynthese ist in diesem Falle, eine von natirlichen Lebenskréften
geformte, durch biologische Vorgange gepragte Materialsynthese, welche der Begriffs-
erklarung der Biomorphie sehr nahe kommt [213].

4.1.2. Verwendung der Rheotaxis zur Ausrichtung der BC

Wie einleitend in Kapitel 1.13 erlautert, ist Rheotaxis die zielgerichtete Orientierungs- und
Bewegungsreaktion von Lebewesen, die von einem Reiz oder Umweltfaktor ausgelost wird.
Die positive Rheotaxis, Bewegung der Mikroorganismen zur Stromungsquelle, scheidet fur die
Erzeugung von Biofilmen aus. Selbst motile Mikroorganismen mit hohen Teilungsraten, wie
bei Escherichia coli von 20 Minuten [214], und einem darauf folgenden exponentiellen
Wachstum, konnen nicht frei schwimmend einen Biofilm aus EPS und Mikroorganismen
bilden. Ebenso unrealistisch fir die Materialsynthese ist die negative Rheotaxis einiger
Organismen, bei der sie sich von entgegenkommenden Strémungen abwenden und diese
vermeiden [215]. Der fiir die Versuche verwendetet Mikroorganismus K. sucrofermentans ist
unbegeiRelt [216] und dadurch nicht motil. Er kann sich aber durch die BC-Synthese
schraubenférmig fortbewegen [180, 217]. Dabei werden die BC-Fibrillen miteinander verdrillt
und aus den einzelnen Nanofibrillen Nanobdnder gesponnen. Da der Mikroorganismus
permanent mit seinen BC-Fibrillen verbunden bleibt, kann er durch diese auch auf einem
Biofilm verankert werden. Befindet sich ein fixierter K. sucrofermentans in einem flie3enden
Medium, so bewegt er sich schraubenférmig von der Stromung weg. Man kdnnte also von
einer passiven, negativen Rheotaxis sprechen. Die wesentliche Ausrichtung des
Mikroorganismus und der BC-Fibrillen wird aber nicht vom Mikroorganismus selbst bestimmt,
sondern von der anliegenden Strémung. Rheotaxis bezieht sich in dieser Arbeit weniger auf
die Fahigkeit der Mikroorganismen gegen oder mit einer Strdmung zu schwimmen, sondern
viel mehr auf den Einfluss der Stromung auf die produzierten EPS. Rusconi et al. konnten
anschaulich zeigen, dass sich fadenférmige Streamer aus EPS und Mikroorganismen in
gewinkelten Kanéalen bilden und mit der Stréomung ausrichten [218, 219]. Diese Arbeiten
weisen darauf hin, dass die Beschaffenheit der Bewuchsflache fir die Entstehung von
ausgerichteten Materialien aus EPS entscheidend ist. Dies wurde in den Kapitel 4.7.1 und
4.7.2 durch eigenen Versuche selbst untersucht und die dabei gewonnen Erkenntnisse bei der
Entwicklung der Bewuchsflachen genutzt.
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4.2. Biopolymere und EPS

Die Wahl des passenden Biopolymers, seine Synthese und Lokalisierung im Biofilm, ist flr die
spatere Besténdigkeit und den hierarchischen Aufbau des erzeugten Materials von
wesentlicher Bedeutung. Mikroorganismen synthetisieren ein  breites  Spektrum
multifunktioneller Polysaccharide. Sie liegen je nach Spezies, ihrer Position und ihrer Rolle im
Metabolismus intrazellular oder extrazellular vor [76]. Interessante und gelaufige Beispiele fur
extrazellulare, amorphe Polysaccharide sind Xanthan und Dextran. Sie kommen als loser,
nicht an der Zelle haftender Schleim vor und verleihen den Bakterien eine klebrige Konsistenz,
ein festes Medium oder eine erhohte Viskositdat in flissigen Medien [76]. Das
Homopolysaccharid Dextran wird von dem Milchsaurebakterium Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum durch eine sekretierte Hexosyltransferase, die Dextransaccharase (EC
2.4.1.5), gebildet. Diesem Enzym dient Saccharose als Substrat. Es Ubertragt den Glukoserest
auf die wachsende Polysaccharidkette und kann dadurch unabhéngig von den
Mikroorganismen Molekulargewichte von mehreren Millionen Dalton aufbauen [210]. Dies
bedeutet eine rasche und hohe Ausbeute an EPS, was fur die Materialherstellung wichtig ist.
Das Heteropolysaccharid Xanthan wird in der Zelle synthetisiert und direkt durch das
Pflanzenpathogen Xanthomonas campestris in die Umgebung sekretiert. Diese EPS-
Produktion ist direkt mit dem Mikroorganismus gekoppelt, kann aber auch zu hohen Ausbeuten
des strukturell interessanten Polysaccharids filhren. Alginat, produziert von Acotobacter
vinelandii, liegt als kapselférmigen EPS und kovalent gebunden an der Zelloberflache vor
[220]. Es schitzt die Zellen und gibt dem Biofilm durch die Alginatkapseln eine einzigartige
Struktur [35].

Die Recherche nach EPS bei Eukaryoten und Prokaryoten wurde in Tabelle 6 (Anhang)
zusammengefasst. Neben den zahlreich vorkommenden wasserléslichen EPS, sind nur
Curdlan und Mutan schwer in Wasser Ioslich. Eine Besonderheit in der Welt der
Mikroorganismen sind die Essigsaurebakterien. Sie synthetisieren die wasserbestandige und
wasserunldsliche BC. Die BC-Pellikel schiitzen die Mikroorganismen vor auf3eren Einflissen,
wie UV-Licht und stellen deren Versorgung mit Sauerstoff, Nahrstoffen und Feuchtigkeit
sicher. Neben diesen besonderen Eigenschaften gibt es einen weiteren, entscheidenden
Vorteil dieser Mikroorganismen. Die produzierten BC-Fibrillen bleiben dauerhaft mit den
Mikroorganismen verbunden. Fir die rheotaktische Ausrichtung dieser Polysaccharide ist dies
von groRem Nutzen, da wie in Abbildung 14 gezeigt, sich die Cellulosestrange theoretisch wie
Wollfanden in strémenden Flissigkeiten verhalten sollten. Zudem erleichtern
wasserbestandige Materialien die Methodenentwicklung in wassrigen Medien, da die Biofilme
nicht so leicht durch die Strémung weggespult oder aufgeldst werden konnen. Wasserldsliche
EPS mdussten beispielsweise durch Quervernetzung [221] nachbehandelt werden, um
schlieBlich einer Materialprifung Stand halten zu kénnen. Fir die Methodenentwicklung wurde
deshalb die BC als EPS ausgewahlt und der passende Mikroorganismus K. sucrofermentans
fur die BC-Synthese mittels Literaturrecherche und Vorversuchen ausgewahlt (Kapitel 1.5.).
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4.3. Einflussfaktoren auf das Wachstum der Komagataeibacter

Das Wachstum der Komagataeibacter kann unter anderem durch Kultivierungsbedingungen,
unterschiedliche  Medienzusammensetzungen, Kohlenstoffquellen, pH-Puffersysteme,
Zuschlagstoffe, Antibiotika und den Sauerstoffeintrag beeinflusst werden. Diese
Stellschrauben fur die spatere BC-Genese werden in den folgenden Unterpunkten diskutiert.

4.3.1. Kohlenstoffquellen

Die Auswahl der Kohlenstoffsubstrate ist eine der Hauptvoraussetzungen fir eine effiziente
BC-Produktion [222]. Daher wurde im Vorfeld die Nutzungseffizienz verschiedener
Kohlenstoffquellen und die damit verbundene biochemische Umwandlung, Stoffwechselwege
und Nebenprodukte von K. xylinus, und K. sucrofermentans recherchiert und bei einem
Screening erprobt. Tabelle 2 zeigt eine Sammlung an Charakteristika der beiden Mikro-
organismen und stellt sie denen eigener Ergebnisse gegeniber.

Tabelle 2: Zusammenfassung von Kohlenstoffquellen und Stoffwechselprodukten der
Komagataeibacter, K. xylinus, K. sucrofermentans aus eigenen Versuchen und verschiedenen
Quellen [55, 56, 216, 223].

. K. xylinus K. sucrofermentans
Komagataeibacter [55
Charakteristika - allgemein - 56’ * [55, 56, .
[223] 216] 216]
BC-Produktion v + + + +
Produktion von AcOH + + + + +
Oxidation von
Acetat zu CO2 und H20 + + ? + ?
Lactat zu CO2 und H20 + + ? + ?
D-Fruktose ng - ? - ?
D-Glukose ng + + + +
Glycerin ng - ? + ?
Meso-Erythritol ng v ? + ?
D-Mannitol ng - ? + ?
Lactose ng - ? + ?
Saccharose ng - ? - ?
Wachstum auf
AcOH + + + + +
EtOH ng - \% + \%
D-Xylose ng + ? \% ?
D-Galactose ng + ? \% ?
D-Glukose ng + + + +
Glycerin ng - - + -
Meso-Erythritol ng + ? + ?
Dulcitol ng - ? \% ?
Lactose ng - ? - ?
Maltose ng - ? - +
Saccharose ng - + + +
Trehalose ng % ? Y, ?
Mannitol ng ng + ng +
Produktion von
2,5-diketo-D-Gluconsaure % - ? - ?
5-Keto-D-Gluconsaure % + ? - ?
2-Keto-D-Gluconsaure v + + + +
Produktion von DHA v + 5 + -

aus Glycerin
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Braunes Pigment v - ? - ?
Produktion von y-Pyron aus

D-Glukose % - ? - ?
D-Fruktose - - ? - ?
Essigproduktion aus
L-Arabinose % ng ? ng ?
D-Arabinose - ng ? ng ?
D-Xylose v + ? + ?
L-Rhamnose - ng ? ng ?
D-Glukose + + + + +
D-Galaktose + - ? + ?
D-Mannose \Y ng ? ng ?
D-Fruktose + ng ? ng ?
L-Sorbose v ng ? ng ?
Melibiose - ng ? ng ?
Saccharose - - ? + ?
Lactose ng - ? - ?
Maltose ng - ? - ?
Raffinose - ng ? ng ?
Trehalose ng - ? + ?
D-Mannitol v ng ? ng ?
D-Sorbitol - ng ? ng ?
Dulcitol - - ? - ?
Meso-Erythritol ng - ? + ?
Glycerin + v ? + ?
EtOH + + ? + ?

+ = positiv; - = negativ, v = variabel, *= eigene Ergebnisse, ng = nicht genannt/nicht gefunden,
? = bisher keine Analyse dazu durchgefihrt;
AcOH = Essigsaure, EtOH = Ethanol, DHA = Dihydroxyaceton

Die eigenen Ergebnisse hédngen im Wesentlichen von der Dosierung der Kohlenstoffquelle,
der Kultivierungsmethode und dem verwendeten Medium ab. Abbildung 20 zeigt den Vergleich
der verschiedenen Kohlenstoffquellen: D-Glukose, D-Mannitol und D-Saccharose in Bezug auf
die pH-Wert-Anderung im GHC-Medium.

pH-Wert K. xylinus pH-Wert K. sucrofermentans
8 8
7 - 7 o)
o 6 T o 6 T
=5 T ) =5 1 T |
d
]C:L 4 : 1 %_ 4 | $
3 3
2 2
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Zeit (d) Zeit (d)
D-Glukose D-Mannitol D-Saccharose D-Glukose D-Mannitol D-Saccharose

Abbildung 20: Fermentationsverlauf von K. xylinus und K. sucrofermentans in GHC-Medium
mit verschiedenen Kohlenstoffquellen. Mit freundlicher Genehmigung von P. Wolf; aus ihrer
Masterarbeit ibernommen [224].

Es ist deutlich erkennbar, dass sowohl K. xylinus, also auch K. sucrofermentans mit Mannitol
zwischen pH 6,6 und 7,7 bleiben, wahrend die Kohlenstoffquellen Glukose und Saccharose
pH-Werte unter pH 3 erreichen. Die Fermentation mit D-Arabitol und D-Mannitol steigert laut
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Jonas et al. die Celluloseausbeute im Vergleich zur Glukose. Dies liegt vermutlich daran, dass
bei der Fermentation mit diesen beiden Zuckeralkoholen keine Gluconsaure gebildet wird und
der pH-Wert stabil bleibt [40]. Da manche Autoren das pH-Optimum erst bei pH 5 erreicht
haben, scheint dieser Parameter méglicherweise substratspezifisch zu sein (Kapitel 4.3.3.).

Die starke pH-Schwankung mit dem Substrat Glukose ist dadurch zu erklaren, dass diese
zunachst zu Gluconolacton und anschlieend zu Gluconat umgewandelt wird. Beide
Intermediate kdonnen als zuséatzliche Kohlenstoffquelle dienen. Wéahrend zu Beginn der
Fermentation eine Akkumulation der Gluconséure beobachtet werden kann, nimmt die
Konzentration ab und wird schlie3lich auch zu Cellulose verstoffwechselt. Somit scheint die
Gluconsaure kein Inhibitor fur die Celluloseproduktion zu sein [225, 226], senkt aber
zwischenzeitlich deutlich den pH-Wert des Mediums.

Laut Ross et al. sind Glukose, Fruktose und Mannitol am besten fir die BC-Produktion
geeignet. In manchen Fallen bevorzugen jedoch die BC-produzierenden Bakterien
Saccharose, Lactose oder eine Mischung aus Xylose und Xylulose, wéahrend andere
Kohlenstoffquellen im Vergleich nur einen begrenzten Nutzen fur die BC-Produktion haben
[227, 228]. Ein moglicher Grund ist, dass Strukturisomere von Glukose wie z. B. Fruktose und
die Vorlaufer von Glukose wie z. B. Glycerol und Mannitol leicht in Glukose umzuwandeln sind.
Sie kénnen in die Zyklen der Glukosephosphorylierung, Glukose-6-Phosphat-lsomerisierung,
UDP-Glukose-Synthese und in die Verlangerung zur Bildung von BC eintreten [77]. Die
Kohlenstoffquellen Glukose, Fruktose und Mannitol haben in eigenen Versuchen gute
Ausbeuten an BC geliefert, wahrend die Fermentation mit Glycerol nicht erfolgreich war.

Wird K. sucrofermentans mit Fructose als priméare Kohlenstoffquelle inkubiert, ergibt sich laut
Vandamme et al. der folgende Stoffwechselweg, Abbildung 21. Fructose wird von den
Bakterien aufgenommen und dann entweder Uber die Fructokinase unter Verbrauch eines
Molekiils ATP direkt zu Fructose-6-Phosphat umgesetzt oder tber die Phosphotransferase zu
Fructose-1-Phosphat umgewandelt. Von diesem Zwischenprodukt aus wird mit Hilfe des
Enzyms Fructose-1-Phosphat-Kinase das Molekil Fructose-1,6-Bisphosphat gebildet. Diese
Verbindung kann auch als Input in diesen Metabolismus dienen, da es in der Gluconeogenese
als Zwischenprodukt gebildet wird. AnschlieRend wird Uber die Fructose-1,6-Bisphosphat-
Phosphatase wiederum das Molekll Fructose-6-Phosphat gebildet. Auch hier kann ein
anderer Stoffwechselweg, namlich der PP als weitere Inputméglichkeit dienen [229]. Bei
Fructose-6-Phosphat angekommen, werden die beiden Metabolismen mit Fructose bzw.
Glukose als Ausgangssubstrat (ber die Glukose-6-Phosphat-lsomerase miteinander
verbunden. Die Aktivitat dieses Enzyms ist besonders bei K. sucrofermentans und unter
Anwesenheit von Fructose hoch. Wird hingegen Glukose als Kohlenstoffquelle verwendet,
arbeitet die Glukose-6-Phosphat-Isomerase nur im geringen Maf3 [228]. Nach der Produktion
des Intermediats Glukose-6-Phosphat decken sich die Reaktionen der Stoffwechselwege von
K. xylinus und K. sucrofermentans. Es wird das Molekil Glukose-1-Phosphat gebildet, welches
anschlie3end lber die UDP-Glukose-Pyrophosphorylase zu UDP-Glukose verstoffwechselt
wird (Kapitel 1.8). Wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben, ist dieser Schritt essenziell fur die
Produktion von BC, da es hier durch Mutationen schnell zu Aktivitatsverlust kommen kann.
Fur K. sucrofermentans konnte eine 100-mal héhere Aktivitéat im Vergleich zu anderen BC-
produzierenden Essigsaurebakterien festgestellt werden, weshalb der Stamm vermutlich auch
als ,besonders stabil in bewegten Medien® gilt. Dies unterstiitzt wiederum die Hypothese, dass
es sich hierbei um den wichtigsten Schritt des Stoffwechselweges handelt [228].
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Abbildung 21: Vereinfachter Stoffwechselweg von der Fruktose zur BC. Ausschnitt aus
Abbildung 5.

Masaoka et al. konnten Citrat als mogliche Kohlenstoffquelle etablieren. Allerdings konnte hier
lediglich eine Celluloseausbeute von 20 % im Vergleich zur Nutzung von Glukose erzielt
werden [225]. Es konnte aulRerdem festgestellt werden, dass es bei Anwesenheit von Glukose
und Citrat zur Diauxie kommt. Glukose wird bevorzugt und zuerst verstoffwechselt. Erst in
einer zweiten Wachstumsphase wird Citrat verwendet [230]. Das oftmals in der Literatur
verwendete HS-Medium beinhaltet ebenfalls Zitronensadure, als Bestandteil der
Medienzusammensetzung. Da Citrate die Ester, Salze und das Anion der Zitronenséaure sind,
ist es denkbar, dass sie zusammen mit den Mineralien des Komplexmediums als Puffer wirken
konnen.

Im Gegensatz zu Zuckern oder ihren Derivaten werden Ethanol und Acetat eher selten als
Substrate fur die BC-Produktion verwendet [67]. Sie werden den Medien fur eine
Verbesserung der Adenosintriphosphat (ATP)-Produktion zugesetzt (siehe auch Kapitel 4.5.1
Genetische Instabilitat von K. xylinus), die fir die Energiebereitstellung im CZ und dem
Zuckerstoffwechsel verantwortlich ist. Dies wird durch die Verbesserung der Aktivitat von
Glucokinase und Fructokinase fir die BC-Synthese und einer gleichzeitigen Hemmung der
Gluconokinase und Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase im PP zur Energieerzeugung
erreicht. Ethanol wird laut Yunoki et al. von den meisten Komagataeibacter zuerst in
Essigsaure umgewandelt [231]. Dennoch konnten Naritomi et al. bei einer Konzentration von
15g- L' von Ethanol Zellwachstum und eine gesteigerte Cellulose-Ausbeute von
K. sucrofermentans feststellen [149]. Demnach wirde die Gabe von Essigsaure vermutlich
auch das BC-Wachstum fordern. Eigene Versuche mit Ethanol und Essigséure als
Kohlenstoffquelle konnten keine gesteigerte BC-Produktion feststellen.
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4.3.2. Temperatur und Stickstoffquellen

Die Temperatur ist ein entscheidender Parameter, der generell das Wachstum aller
Mikroorganismen beeinflusst. In der Literatur finden sich Empfehlungen fir die optimale
Wachstumstemperatur von 25-30 °C [65, 216, 232-236]. Um den Versuchsaufbau einfach zu
halten, wurden die meisten Kulturen und Experiment bei Raumtemperatur durchgefiihrt, die
deutlich unter dem empfohlenen Temperaturbereich liegt. Die Bildung von Kahmhé&uten konnte
sowohl in den stehend kultivierten Kontrollen, als auch in den Mini-Fermentern beobachtet
werden. Es ist nicht auszuschliel3en, dass eine gezielte Temperierung des Versuchsaufbaus
bessere Ausbeuten erzielt hatte. Dies war jedoch zur reinen Methodenentwicklung nicht
notwendig.

Die Uberprufung der Stickstoffquelle wurde fur die Versuche nicht unternommen. Aus den
Ausfiihrungen von Rani und Appaiah ist zu entnehmen, dass sich unter Verwendung des HS-
Mediums Pepton als die wirksamste Stickstoffquelle darstellte [237]. FUr die Versuche der
Veroffentlichungen wurde das HS-Medium mit Pepton hergestellt.

4.3.3. pH-Wert

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Komagataeibacter Stamme maximale BC-Ertrage bei
pH-Werten zwischen 3,5 und 7 erzielen [232, 238, 239]. Hwang et al. untersuchten die Wirkung
des pH-Werts auf das Wachstum der Mikroorganismen und die Celluloseproduktion und
fanden heraus, dass eine Erh6hung des pH-Werts von 4 auf 5,5 zu einer erhdhten BC
Produktion fuhrt [240]. Masaoka et al. stellten fest, dass die Ausbeute an Cellulose unter dem
pH 4 abnimmt [225]. Ishikawa et al. und Tahara et al. legten ihr Optimum auf pH 5 fest [241,
242]. Wahrend der Diskussion Uber die Kohlenstoffquellen wurde festgestellt, dass die Art der
Kohlenstoffquelle und des Mediums auf den spateren pH-Verlauf Einfluss hehmen. Zudem
scheint es auch stammspezifische Unterschiede zu geben [61]. Die Optimierung der BC-
Produktion, allein durch die stabile Einstellung des pH-Wertes, wéare winschenswert und
verfahrenstechnisch eigentlich leicht zu I6sen. Fermentationsversuche mit automatischer pH-
Wertregelung haben jedoch gezeigt, dass die Mikroorganismen die pH-Sensoren bewachsen
und das Medium durch die Stoffwechselprodukte immer viskoser wird. Um diese Probleme zu
umgehen und den pH-Wert konstant zu halten, haben verschiedene Autoren die
Pufferkapazitdt von Corn Steep Liquor und andere Puffersysteme geprift [243, 244].
Steinbichel et al. und die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
empfehlen fur die Komagataeibacter ein Komplexmedium mit Kalziumkarbonat (CaCOs) als
Puffer [210]. Im Rahmen einer Masterarbeit wurden umfangreiche Versuche mit diesem GHC-
Medium/M105 und den beiden Stammen K. xylinus und K. sucrofermentans durchgefihrt. Die
Probleme und Erkenntnisse werden eingehend im nachsten Kapitel diskutiert. Der Einfluss auf
den pH-Wert scheint laut Bielecki et al. aber nicht nur Auswirkungen auf die BC-Produktion zu
haben. Es wird vermutet, dass die Wasserbindungskapazitat, also die adsorptiven
Eigenschaften der BC ebenso vom pH-Wert abhangen [75]. Eigene Ergebnisse zeigen
Unterschiede in der Wasserbindungskapazitat bei unterschiedlichen Medienkompaositionen.

4.3.4. Medien

Der Einfluss der Medienzusammensetzungen auf die Ausbeute, die Qualitdt der BC und das
Wachstum der Mikroorganismen wurde bereits haufiger angesprochen. In diesem Unterpunkt
wird nun genauer auf die Auswirkungen der Medien auf die BC-Materialsynthese und die
Qualitat der BC-Pellikel eingegangen.
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GHC-Medium

Das GHC-Medium besteht laut Steinblichel et al. aus Hefeextrakt und CaCOs, sowie einer
Kohlenstoffquelle [210]. Nach der Mediumherstellung sinkt das CaCOsz auf den Boden des
KulturgefaBes und verbleibt dort so lange, bis es durch die entstehenden Sauren zu
Calciumacetat, Kohlenstoffdioxid und Wasser umgesetzt wird. Oftmals ist dies erst nach
mehreren Wochen der Fall. Das CaCOs; lagert sich bereits zu Beginn der Fermentation
zwischen den Celluloseschichten ab und bildet so einen Verbundwerkstoff, Abbildung 22. Die
REM-Aufnahmen zeigen, dass das CaCOs die BC-Netzwerkstruktur dadurch teilweise zerstort
und somit die Qualitat der BC-Materialien schmalert.

SE MAG: 2000 x HV: 20,0 kV.WD: 10,0 mm | | SE MAG: 5000 x HV: 20,0 kV._WD: 10,0 mm

Abbildung 22: (1) Bildung der ersten Kahmhaut am Boden des KulturgefaRes; (2) und (3)
REM-Aufnahme des Pellikels mit CaCOs-Resten.

Abbildung 23 zeigt GHC-Agar-Platten und Flussigkulturen mit K. xylinus und
K. sucrofermentans in einem sehr guten Wachstumszustand. Mit zunehmender S&ure-
produktion durch die Mikroorganismen, wird der weif3e Agar klar. In den Flussigkulturen, Bild 4
und 5, ist trotz der dicken Pellikel noch eine CaCOs-Schicht am Boden der GefalRe zu sehen.

Abbildung 23: Agar-Kulturen und Flassigkulturen mit K. xylinus und K. sucrofermentans mit
dem GHC-Medium: (1) GHC-Platte Draufsicht; (2) GHC-Platte von unten; (3) Vergré3erung
der Kolonien; (4) GHC-Flussigmedium mit K. xylinus und (5) mit K. sucrofermentans.
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Die CaCOs Ablagerung lasst sich von den Pellikeln nicht entfernen und liefert damit ungenaue
Ausbeuten. Die Kultivierung mit GHC-Medium erzeugt hohe Ausbeuten an BC, es kann jedoch
nicht festgestellt werden, wie viele Gewichtsprozent davon noch aus CaCOs3; bestehen. Selbst
eine Saurebehandlung ermdglicht es nicht, das Mineral zwischen den Celluloseschichten
vollstéandig zu I6sen, ohne die BC langfristig zu verandern. Abbildung 24 zeigt den Unterschied
zwischen der Ausbeute an BC im GHC- und HS-Medium.

Ausbeute in HS- und GHC-Medium
7,00
6,00
-
3 5,00
@ 4,00
83,00
§ 2,00
1,00
0,00

Glukose Fruktose Saccharose Mannitol
mGHC 3,85 6,57 1,10 0,00
HS 1,10 2,60 3,51 0,35

Abbildung 24: Produktivitaét mit GHC- und HS-Medium und K. sucrofermentans. Problem
CaCOs kann nicht von der BC abgenommen werden. Deshalb sind die HS-Werte verlasslicher.

Nach Verbrauch des CaCOs; kdnnen noch andere Kristalle im Flissigmedium oder auf der
Platte entstehen. Vermutlich fallt durch die Pufferung der Sauren ein Kalziumoxalat aus dem
Medium aus und bildet die in Abbildung 25 gezeigten Kristallblumen.

Abbildung 25: Wachstum von K. xylinus und K. sucrofermentans auf CaCOs-haltigen Medien.
(1) und (2) Agar-Platten mit etwas alteren Kulturen. Es haben sich Kristalle gebildet. (3) bis (5)
zeigen REM-Aufnahmen dieser Kristalle.

Die genaue Zusammensetzung der Mineralien konnte bisher nicht aufgeklart werden. Eine
Elementaranalyse (Abbildung 52, Anhang) zeigt, dass gut 60 % aus Kalzium besteht. Die
Kristalle sind nicht mehr in Wasser und Ethanol I6slich und lassen sich nur schwer aus der
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BC-Matrix entfernen. Wahrend der Bildung der Kristalle wird wiederholt die BC-Struktur im
Pellikel zerstort. Dies ist fur die Bildung von homogenen Materialien ein Ausschlusskriterium
und in dieser Arbeit nicht gewinscht. In der Auswertung des HPLC-Chromatogramms,
Abbildung 26, konnten nach elf Tagen Inkubationszeit noch verschiedene S&uren
nachgewiesen werden. Es ist unklar, mit welchen Bestandteilen des Kulturmediums die
Sauren reagieren. Das GHC-Medium wurde aufgrund dieser Nebeneffekte nicht weiter fir die
rheotaktische Materialgenese verwendet. Es wurde auf das HS-Medium zuriickgegriffen.

w
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Abbildung 26: Uberlappende HPLC-Chromatogramme der rheotaktischen Fermentation im
zeitlichen Verlauf, vom Start der Fermentation bis zum Versuchsende nach elf Tagen; GHC-
Medium mit D-Glukose als Substrat. Mit freundlicher Genehmigung von P. Wolf; aus ihrer
Masterarbeit iibernommen [224].

HS-Medium

Das am haufigsten verwendete Medium zur Herstellung von BC, ist das HS-Medium. Es wurde
erstmals 1954 von Hestrin und Schramm beschrieben [127]. Abbildung 27 zeigt einen stehend
kultivierten Vorkulturkolben nach 5 Tagen Wachstum, angeimpft mit einer einzigen Kolonie
K. sucrofermentans von einer Agar-Platte. Das Wachstum dieses BC-Pellikels startete am
Boden des Kultivierungsgefalies. In Bild 3 sind die gebildeten BC Schichten gut erkennbar. Im
Kolben befindet sich HS-Medium mit einer Endkonzentration von 0,1 M Saccharose. Trotz
dieser anfangs kugelférmigen Entwicklung der BC-Kultur, erscheint nach ungeféhr einer
Woche eine Kahmhaut an der Oberflache der Kultur. Durch die Beimpfung mit einer
Flassigkultur entsteht bereits in der Vorkultur eine gleichméaRige Kahmhaut auf der Oberflache
des Mediums.

Abbildung 27: Stehend wachsende Flissigkultur von K. sucrofermentans ausgehend von
einer Kolonie. (1) Cellulose-Pellikel am Boden des Kolbens gewachsen; (2) Pellikel am Boden
eines stehend kultivierten Kolbens; (3) Vergrof3erung von (2) fur die Kenntlichmachung der
BC-Schichten.
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Mit diesem Medium konnte das Wachstum auf den Bewuchsflachen am besten verfolgt
werden und die erzielte Ausbeute war ausreichend fur die Erzeugung einer ausgerichteten
Kahmhaut. Wie auch in Tabelle 3 zu erkennen ist, gibt es Unterschiede in der Farbe und der
Oberflache der produzierten BC-Pellikel. Das HS-Medium lasst sich durch Waschen und
Autoklavieren gut entfernen. Es bleibt ein weil3licher BC-Pellikel mit einer intakten BC-Struktur
zuriick (Abbildung 42 und Abbildung 44).

Tabelle 3: Ubersicht tber die verschiedenen Medien, ihre Besonderheiten und REM-
Aufnahmen der Oberflachen der BC-Pellikel.

Nummer Medium Eigenschaften Flissigkulturen und REM-Aufnahmen

1 GHC pH-Puffer durch
20g- Lt CaCOs

M105 pH-Puffer durch
30g- Lt CaCOs

2 HS mit Komplexmedium
Glukose
3 HS mit Komplexmedium
Saccharose
4 Susi Synthetisches
Medium
5 GY Komplexmedium
6 GYAE Komplexmedium
mit EtOH und
AcOH i

Fur die Optimierung der Kultivierungsmethode wurden zahlreiche Medien mit verschiedenen
Komponenten und Kohlenstoffquellen ausprobiert. Tabelle 3 zeigt eine kleine Ubersicht der
wesentlichen Ergebnisse. Mit dem Susi-Medium lassen sich beispielsweise nahezu
transparente BC-Pellikel herstellen. Dieses Mineralmedium besteht aus verschiedenen
Komponenten und wird vollstandig synthetisch hergestellt. Es ist fir die Studie von bestimmten
Stickstoffquellen oder Medienzusatzen geeignet, da bei einer spéateren Analyse alle
Bestandteile bekannt sind. Der Nachteil dieses Mediums ist, dass die Komagataeibacter
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wesentlich geringere BC-Ausbeuten erzielten, als in den Komplexmedien. GY und GYAE
unterscheiden sich nicht wesentlich von der Zusammensetzung des HS-Mediums. GYAE
enthalt zusatzlich Ethanol und Essigsaure. Diese Zuséatze kénnen auch dem HS-Medium bei
Bedarf zugefiihrt werden. Aus diesem Grund wurde fir die weitere Methodenentwicklung das
HS-Medium verwendet. Zudem wird es in den meisten Literaturquellen verwendet und bietet
einen besseren Abgleich der eigenen Methode zu derer anderer Wissenschaftler.

4.4, Adaption des Versuchsaufbaus auf den Sauerstoffbedarf von
K. sucrofermentans

Sauerstoff spielt in der aeroben Fermentation, wegen seiner niedrigen Ld&slichkeit in
Flissigmedien, eine wichtige Rolle [245]. Es ist bekannt, dass Komagataeibacter Stamme
Sauerstoff als essentielles Substrat benétigen. Fir den obligat aeroben [216]
K. sucrofermentans ist der volumetrische Sauerstofftransferkoeffizient (k..) demnach ein

limitierender Faktor in der aeroben Fermentation und fur die optimale Produktion von BC [50].

Verschiedene Forschungsgruppen haben sich mit der Sauerstoffversorgung beschéftigt. Sie
kommen Uberein, dass eine unzureichende Sauerstoffversorgung zu einer Verringerung der
BC-Produktion fuhrt und haben durch MaRnahmen wie die Zufiihrung von reinem Sauerstoff,
héhere Begasungsraten oder Ruhrergeschwindigkeiten versucht dem entgegenzuwirken [63,
134, 238, 246-250]

In den beiden vorgestellten Versuchsaufbauten (Kapitel 2.2.1 und 2.2.2) wurde durch eine
Zwangsbegasung mit Druckluft versucht eine Sauerstoffunterversorgung zu verhindert. Fir die
Befeuchtung der Druckluft wurde eine Waschflasche mit eingebunden. Bei einer
Begasungsrate von 1 L/min konnte so die Austrocknung des Mediums wahrend der
Versuchsdauer verhindert werden. In Vorversuchen wurden Begasungsraten bis zu 3 L/min
getestet, hierbei war der Flissigkeitsaustrag aus dem System jedoch zu hoch. Mit 1 L/min,
1 vwm, steht dem K. sucrofermentans im Vergleich mit Begasungsraten aus der Literatur, wie
beispielsweise Song et al., genugend Sauerstoff zur Verfliigung [251]. Li et al. untersuchten
die Sauerstoffaufnahmerate (OUR) von K. xylinus KJ1 wahrend des BC-Produktionsprozesses
mit verzuckerten Lebensmittelabféllen. Die OUR in einem modifizierten 50-L-Blasensaulen-
Bioreaktor nach 12-stiindiger Kultivierung betrug 0,21 mg O2/L - min. Um eine Sauerstoff-
begrenzung wahrend der BC-Produktion zu verhindern, legten sie eine kritische Konzentration
des geloste Sauerstoffs von 3,10 ppm festlegten [252]. Laut Zong et al. kommen die
Unterschiede in der Celluloseproduktion jedoch nicht nur von den unterschiedlichen
Sauerstoffversorgungsraten, sondern auch von den hydrodynamische Belastungen auf die
Mikroorganismen [253].

Fur die bessere Sauerstoffversorgung im eigenen Versuch, wurde durch den flachen Aufbau
der Bewuchsflache in der Flasche eine vergrolRerte Oberflache mit einem
Oberflachen/Volumenverhéltnis von rsy = 0,7 cm™ im Gegensatz zur stehenden Kultur von
rsy = 0.35 cm?® geschaffen. Krystynowicz et al postulierten, dass ein Oberflachen-
Volumenverhaltnis von rsy = 0,71 cm™ in ihrer Studie zu einem maximalem Wachstum in einer
stationaren Kultur fiihrte [254]. Joris et al. stellten hingegen ein Verhaltnis von rsy = 2,2 cm™*
als optimal fest [255]. Die Begasung mit Druckluft Gber das Medium und tber einen erhdhten
Druck in der Flasche miuisste zu einer weitaus grol3eren Begasungsrate gefiihrt haben.
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4.5. Auswirkungen der Kultivierungsmethode auf den Metabolismus von
K. sucrofermentans

4.5.1. Genetische Instabilitat von K. xylinus

Schramm und Hestrin [127] haben das Phanomen der spontan auftretenden cellulosefreien
Mutanten (Cel) eingehend beschrieben. Sie treten in Suspensionskulturen von K. xylinus
vermehrt auf, wenn die Kultur bewegt und mit Luftsauerstoff bellftet wird oder bereits
Uberaltert ist. Optisch sind die Cel- Mutanten von den Cel* Mutanten auf Agarkulturen durch
eine veranderte Koloniemorphologie zu unterscheiden. Sie haben mukoides Aussehen,
aufgrund der vermehrten Produktion wasserloslicher EPS [127, 254, 256]. Abbildung 28 zeigt
eine Uberaltete K. sucrofermentans Kultur. Hier beginnen die ehemaligen Kolonien sich auf
dem Agar aufzulésen und werden deshalb mukoid. Dies hat vermutlich mit Endo- und
Exocellulasen der Mikroorganismen selbst zu tun (Kapitel 4.7.4). Echte mukoide Kulturen
bestehen nur aus wasserloslichem EPS und den Cel Mutanten und besitzen keinen BC-Kern,
wie die der abgebildeten Kulturen in Abbildung 28.

Abbildung 28: (1) Uberalterte K. sucrofermentans Kultur auf einer HS-Agarplatte mit 0,1 M
Saccharose als Kohlenstoffquelle. Platte von oben mit Tropfen. (2) VergroRerung der
mukoiden, sich auflosende Kolonien.

Laut Yoshinaga et al. ist die genetische Instabilitdt der Hauptgrund fur die verringerte BC-
Produktion in bewegten Kulturen im industriellen MaR3stab und deshalb besonders im Fokus
der Prozessentwickler und Mikrobiologen [257]. Dieses Phanomen kénnte auch in den
entwickelten Versuchsaufbauten zur rheotaktischen Ausrichtung der BC problematisch
werden, da hier eine Zwangsbeliftung Gber Druckluft und eine starke Bewegung des Mediums
durch die Peristaltikpumpen stattfindet. Krystynowicz et al. stellten fest, dass beide Typen von
Mutanten am Anfang einer Kultivierung zu gleichen Teilen auftreten. Die Cel" Mutanten haben
jedoch durch die Kahmhaut aus Cellulose in unbewegten Flussigkulturen einen
entscheidenden Wettbewerbsvorteil. Sie kénnen an der Flissigkeits-Luft-Grenzflache besser
mit Sauerstoff versorgt werden, als die Cel Mutanten in der Suspension. Wird der Sauerstoff
bei suspendierten Kulturen uber einen Gaseintrag geregelt, unterliegen die Cel* jedoch den
Cel [258]. Die Ausbildung einer Mehrheit scheint durch biologische Selektion geregelt zu sein.
Untersuchungen von Valla und Kjosbakken haben gezeigt, dass ein Grof3teil der Cel- Mutanten
zur BC-Synthese zurtickkehrt, wenn sie wieder in statischen Flissigkulturen gezichtet werden
[249]. Sie erklaren sich ein solches Verhalten dadurch, dass es sich nicht um eine echte
genetische Mutation handelt, sondern um Veranderungen in der phénotypischen Expression
genetischer Sequenzen, die an der Cellulosesynthese (Kapitel 1.7) beteiligt sind. Als Beispiele
hierfir nennen sie die Repression von Cellulosesynthesegenen wahrend des Wachstums
unter bellfteten Bedingungen, Verénderungen in den Zellmembrankomponenten, die durch
die Kulturbedingungen induziert werden oder andere nichtgenetische Ereignisse. [236, 249].
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Fur die Ausbildung der Cel Mutanten scheint besonders die Umsetzung von Glukose-1-
Phosphat zu der UDP-Glukose mittels der UDP-Glukose-Pyrophosphorylase entscheidend zu
sein. Ist die Aktivitat dieses Enzyms zu niedrig, wird keine Cellulose gebildet, obwohl eine
Aktivitat der Cellulose-Synthase nachgewiesen werden kann [258, 259]. Die Aktivitat der UDP-
Glukose Pyrophosporylase variiert stark zwischen verschiedenen Stammen von K. xylinus.
Laut Saxena et al. zeigt K. sucrofermentans eine deutlich effizientere BC-Produktion [260] trotz
des Auftretens der Cel- Mutation, weshalb dieser Mikroorganismus fiir die Entwicklung einer
rheotaktischen Methode in Betracht gezogen wurde und sich vermutlich auch deshalb bei den
Vorversuchen durchgesetzt hat. Das Phanomen der Cel Mutanten ist weder in der
Dauerkultivierung bei stehenden Kulturen, noch im rheotaktischen System merkbar
aufgetreten. Trotz der Bewegung und Zwangsbeliftung konnte eine BC-Kahmhaut wachsen.
Die Cel® Mutanten haben sich durchgesetzt. Dies weil3t bereits daraufhin, dass es sich bei der
entwickelten rheotaktischen Kaultivierungsmethode um eine Methode handelt, die fir die
Mikroorganismen zwischen den Bedingungen der statischen und der geschittelten
Kultivierung liegt.

Eine mdgliche GegenmalRhahme, neben der Empfehlung zur statischen Kultivierung, ist laut
Krystynowicz et al. die Zugabe von 1,0 % (v/v) Ethanol zum Kultivierungsmedium. Dadurch
soll die Bildung von Cel Mutanten vermindert werden und laut Park et al. wird sogar die BC-
Produktivitdt erhoht [149, 250]. Die Zugabe von Ethanol erfolgte in der rheotaktisch
beeinflussten Kultur unabhangig von diesen Erkenntnissen durch die in Ethanol eingelegten
Bewuchsflachen, welche zwar abgetropft in die Flaschen gegeben wurden, aber sicher noch
Ethanol enthalten haben.

45.2. Scherstress

Neben der genetischen Instabilitdt kdnnen verschiedene Mechanismen, Phdnomene und auch
auBBere Einflusse den Metabolismus der Komagataeibacter derart stdren, dass die BC-
Ausbeute verringert wird oder génzlich zum Erliegen kommt. Der Einfluss der rheotaktischen
Kultivierung auf die BC-Produzenten ist noch nicht erforscht und die gefundenen Stell-
schrauben noch nicht genutzt. Die aufgefiihrten Uberlegungen zu unerwiinschten Effekten und
Problemen wahrend der Fermentation grinden auf eigenen Erfahrungen mit den
verschiedensten Mikroorganismen und kénnen im Falle der Essigsaurebakterien auch hinfallig
sein.

Der kontinuierliche Betrieb des Versuchsaufbaus, in dem das Medium durch den Kreislauf
gepumpt wird, setzt die Mikroorganismen einer permanenten Scherbeanspruchung aus. Ein
,sehr gutes Wachstum in bewegten Medien®, wie es von Toyosaki et al. beschrieben wird,
bietet hier eindeutig einen Vorteil, da von K. xylinus-Stdmmen bekannt ist, dass sie empfindlich
gegenuber Scherkréaften sind, vor allem wenn es um die BC-Produktion geht [55, 246, 261].
Fraglich ist, ob dieser genetische Vorteil bereits ausreicht oder ob weitere Anpassungen
erfolgen missen, um eine bessere Ausbeute zu erreichen.

Liu et al. untersuchten die Auswirkungen verschiedener Kultivierungsmethoden auf K. xylinus
und seine BC-Produktion. Insgesamt wurden in ihrer Arbeit zur metabolischen Profilerstellung
von K. xylinus (CGMCC 2955) 79 verschiedene Verbindungen identifiziert und quantifiziert.
Davon wurden 71 intrazellulare Metaboliten, hauptsachlich Aminoséuren, Zucker, Alkohole,
organische Sauren, Nukleinsduren sowie Amine, als bekannte Verbindungen identifiziert
[262]. Sie stellten fest, dass sich Metabolite, welche am zentralen Kohlenstoffstoffwechsel und
am Biosyntheseweg der Aminosauren beteiligt sind, unter den verschiedenen Kulturmethoden
und der Zeit erheblich verandert. Wesentliche Unterschiede gab es bei den Konzentrationen
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von Trehalose, Phosphat und Gluconsaure. Hierbei gelten Trehalose und Aminosauren als
Schutz der Mikroorganismen vor extremen Umwelteinflissen. Liu et al. schlie3en aufgrund der
Erkenntnisse aus einer Publikation Gber antioxidative Verbindungen in Honig [263], in der auch
Gluconsaure beschrieben wird darauf, dass dieses Molekul auch fur K. sucrofermentans ein
Schutz gegen hydrodynamischen Scherstress sein kann. Aufgrund dieser Erkenntnisse stellt
sich die Frage, ob die Metaboliten und Nebenprodukte vielleicht doch ihre Berechtigung im
System haben und die Mikroorganismen lediglich fir sich optimal auf die ver&nderten
Lebensbedingungen reagieren.

Wahrend der Fermentationsversuche wurde von Liu et al. zudem festgestellt, dass die BC-
Produktion in bewegter Kultur zwei Stufen unterliegt. In der ersten Stufe wird bei hohen
Rotationsgeschwindigkeiten der Rihrer mehr Biomasse gebildet und vermehrt Glukose in
Gluconsaure umgewandelt, was zu einer niedrigen BC-Produktionsrate fihrt [238]. In der
zweiten Phase fungiert Glukonsaure unter glukoselimitierten Bedingungen, als
Kohlenstoffquelle fir die BC-Produktion [264]. Zhong et al. postulierten, dass die
Uberproduktion von Gluconsaure 40,03% der Glukose verbrauchte und nur 19,05% der
Glukose fir die BC-Biosynthese in K. xylinus CGMCC 2955 verwendet wurde [265, 266]. Im
Vergleich wurde in der stehenden Kultur Glukose nicht so schnell verbraucht. Die BC-
Produktion verlief kontinuierlich und fuhrte trotz verminderter Sauerstoffversorgung schlief3lich
zu einem deutlichen BC-Ertrag.

4.5.3. Uberschussmetabolismus, unvollstandige Oxidation und
Substrathemmung

Eine Uberversorgung mit Substrat kénnte eine Substrathemmung oder wie bei Escherichia coli
einen  Uberschussmetabolismus erzeugen. In diesem Beispiel (bersteigt die
Glukoseaufnahmerate die maximale Kapazitat des CZ, als unerwiinschtes Nebenprodukt wird
Acetat (Kapitel 4.5.4) gebildet, dass wiederum das Wachstum und die Produktbildung hemmen
kann [267]. Eine solche aerobe Ausscheidung von Metaboliten des Zentralstoffwechsels wird
generell als Uberflussmetabolismus bezeichnet und tritt auch bei anderen Mikroorganismen
auf. Die Essigsauregarung der Essigsaurebakterien der Familie Acetobacteraceae, zu der
auch die Komagataeibacter gehoren, ist eine besondere Form des Stoffwechsels. Die
oxidative Fermentation vermittelt die Umwandlung einer Vielzahl von Substraten. Am
bekanntesten ist die Oxidation von Ethanol zu Essigsaure. Dieser Vorgang ist jedoch keine
Géarung im eigentlichen Sinne, da bei diesem Prozess Sauerstoff verbraucht wird. Vielmehr
handelt es sich um eine unvollstandige Oxidation, da mit Ausnahme weniger Gattungen, wie
Acetobacter, andere Essigsdurebakterien nicht tber einen vollstandigen Enzymsatz zur
Umwandlung der Essigsaure in Kohlendioxid und Wasser verfigen. Laut Lynch et al. kann die
oxidative Fermentation bereits als Uberflussmetabolismus angesehen werden [44]. Es bleibt
also die Substrathemmung als moéglicher Limitierungsfaktor fur die Fermentation und
Produktion der BC-Pellikel. Eine Substrathemmung tritt auf, wenn die Rate des mikrobiellen
Wachstums aufgrund einer hohen Substratkonzentration abnimmt. Dies kann von einem oder
mehreren Substraten ausgehen und betrifft oftmals die fur das Produkt entscheidenden
Enzyme [31]. Wé&hrend eigener Versuche ist selbst bei einer Glukose- und Saccharose-
konzentration von 100 g/L keine Hemmung eingetreten. Die ausgewerteten HPLC-Messwerte
von Abbildung 29 zeigen, dass ein grof3er Anteil der eingesetzten Kohlenstoffquelle in den elf
Tagen der Versuchslaufzeit nicht verwendet werden konnte. Daher wurde der Einsatz der
Kohlenstoffquelle im Verlauf der Forschungsarbeit auf eine Endkonzentration von 0,1 M im
Medium reduziert.
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Substrat-, Produktverlauf und pH-Werte der
Kultivierung von G.x. mit D-Glucose in Flaschen
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Abbildung 29: Substrat-, Produktverlauf und pH-Werte der Kultivierung von K. xylinus (G.x.)
mit 100 g - L'* D-Glukose; GHC-Medium, rheotaktischer Aufbau. Mit freundlicher Genehmigung
von P. Wolf; aus ihrer Masterarbeit iGbernommen [224].

4.5.4. Nebenprodukte und Acetan

Ein weiteres strukturell interessantes EPS ist das Acetan (siehe Abbildung 13, Kapitel 1.12).
Wie bereits erlautert, fallt es als Nebenprodukt bei der Kultivierung der Komagataeibacter an.
Generell scheint die Synthese von Nebenprodukten zu einer Verminderung der BC-Ausbeute
zu fuhren. Acetan hat jedoch einen wichtigen Einfluss auf die Entstehung der BC-Ketten. Laut
Ishida et al. und Bae et al. soll Cellulose in Gegenwart von Acetan besser dispergieren, die
Bindung der Zellen an die Fibrillen soll verhindert werden, dadurch soll sich das
Bakterienwachstum erhdhen und die Celluloseproduktion besonders in der Schittelkultur
verbessert werden [268, 269]. Laut Fang et al. moduliert Acetan die Blndelung von
Cellulosebandern und somit die Cellulosebildung und —anordnung [270]. Trcek et al. zeigen
eine Ubersicht (iber die chemische Zusammensetzung und Synthese von Acetan und acetan-
ahnlichen Polysacchariden [271]. Sie fuhren auch auf, dass sich das Molekulargewicht und
die Zusammensetzung dieser EPS je nach Kohlenstoffquelle und Mikroorganismus verandert
[272]. Laut Ramana et al. ist die Sekretion von Exopolysacchariden am starksten, wenn den
Bakterien ein reichliches Angebot an einer Kohlenstoffquelle und eine minimale
Stickstoffquelle zur Verfiigung stehen [76, 273]. Diese Erkenntnisse machen klar, dass durch
den Einfluss auf das Medium auch die Acetan-Produktion beeinflusst werden kann. Indirekt
lassen sich so die Materialeigenschaften der BC-Matrix, wie beispielsweise die Porositat, das
Elastizitatsmodul und die Morphologie, in situ beeinflussen. Durch geeignete Versuche kénnen
Voraussagen fur das kiinftige Material gemacht oder gezielt Materialeigenschaften im Medium
eingestellt werden [76].

Leppard et al. vermuten, dass sich die wasserlgslichen EPS wie Acetan als amorphe Schicht
um die Cellulosefibrillen legen [274]. Laut Valla et al. wird diese These dadurch bekraftigt, dass
sich keines der genannten Polymere in der flissigen Fraktion einer statischen Kultur befindet

42



[141]. In eigenen Versuchen mit gewachsener Kahmhaut konnten nur wenig wasserlgsliche
Bestandteile im Medium, die nach dem Fallen mit einer dreifachen Menge an Ethanol
abgenommen wurden, festgestellt werden. Die stehend kultivierten Kontrollen hatten deutlich
weniger der wasserloslichen EPS produziert, als die Anséatze der neu entwickelten Methoden
fur die rheotaktische Ausrichtung der EPS. Abbildung 30 zeigt hierarchische BC-Strukturen
ummantelt mit wasserloslichen EPS. Durch die Gefriertrocknung entstehen porose
Glasierungen. Die EPS scheinen gleichm&Rig im Pellikel und um die Mikroorganismen
vorzuliegen. Fur die Materialherstellung bleiben dadurch mehrere Mdéglichkeiten. Der fertig
gewachsene Biofilm kann mit Mikroorganismen und allen seinen Bestandteilen getrocknet
oder auch feucht verwendet werden. Eine Inaktivierung der Mikroorganismen konnte aber
generell von Vorteil sein, um Kontaminationen zu verhindern. Mit jedem Wasch- und
Autoklavierschritt der Materialien verliert der Biofilm an Komponenten und der
Verbundstoffcharakter und seine damit verbundenen Eigenschaften schwinden. Vollig
gereinigte BC-Pellikel bestehen nur noch aus dem Cellulosenetzwerk und haben mit den
natirlichen Biofilmen nicht mehr viel gemeinsam. Fir die Auswertung und Untersuchungen
der Materialien fur die Publikationen wurden die BC-Pellikel autoklaviert und einmal
gewaschen. Der Grof3teil des Acetans oder auch anderer Nebenprodukte wurde somit
entfernt. Die BC-2D-Korper konnten so getrocknet und problemlos aufbewahrt werden (Kapitel
4.7.4).

- M ¢ - 2 g7 |

> ] 5
V24 - KH V24 - KH an Bewuchsflache Vorderseite
SE MAG: 200 x HV: 10,0 kV WD: 9,0 mm SE MAG: 1000 x HV: 10,0 kV WD: 9,0 mm

Abbildung 30: REM-Aufnahmen ungereinigter, gefriergetrockneter BC-Proben aus K. xylinus:
(1) und (2) Kahmhaut (KH) rheotaktisch gewachsen auf einer Bewuchsflache.

Zur Klarung des Einflusses von Acetan und anderen Medienzusatzen haben Chao et al. durch
die Zugabe von Agar versucht die Agglomerierung der BC-Fibrillen zu minimieren. Die mit
Agar versetzte Kulturbriihe wurde viskoser und die freie Zellzahl erhdhte sich. Hierbei scheint
es sich nicht um einen biochemischen Stoffwelchselvorgang, sondern um ein physikalisch-
chemisches Phanomen zu handeln [134]. Ahnliche Beobachtungen konnten Zhou et al. nach
der Zugabe von Natrium-Alginat zum Kulturmedium machen [275]. Es wurde beobachtet, dass
die Bildung grofl3er BC-Pellikel verhindert und dadurch die Celluloseausbeute verbessert
wurde. Die Zugabe von exogenen Polymeren wie z. B. Polyhydroxybuttersaure oder Alginat
beeinflussten laut Cacicedo et al. nicht nur die BC-Produktion, sondern veranderte auch die
Morphologie und Kristallinitat der BC [82]. Diese ,akzessorischen Molekile werden Teil des
BC-Nano- oder Mikrofibrillen-Netzwerks durch Interaktion mit vielen OH-Bindungen der
Celluloseketten [276]. Durch neu verbundene Wasserstoffbrickenbindungen kdnnen sich die
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Eigenschaften der BC wie die Fahigkeit zur Rehydrierung andern. [82] Es wurden von Huang-
Chan et al. sowohl hydrophile, als auch hydrophobe Molekile wie Tween 80, Harnstoff,
Hydroxypropylmethylcellulose und Carboxymethylcellulose ausgewahlt. Polymere mit hohem
Molekulargewichten kénnen nicht in die kristallinen Bereiche der BC-Fibrillen eindringen, aber
sterische Hinderung hervorrufen und dadurch die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen
unterbinden. Es entstehen gré3ere amorphe Regionen, welche die Aufnahme von Wasser
wahrend des Rehydrierungsprozesses erleichtern [277]. Die Anreicherung des Mediums mit
akzessorischen Molekilen kénnte den BC-Pellikel mdglicherweise auch im rheotaktischen
Aufbau verandern und neue BC-Fibrillenabstande bewirken. Dieses Thema ist auch
dahingehend interessant, da in den durchgefuhrten Versuchen gréRere Mengen an Acetan
gebildet wurden und die Frage offen bleibt, ob sich dies positiv oder negativ auf das spatere
Material auswirkt, Abbildung 30.

In Anlehnung zu diesen Uberlegungen gibt es Studien zum Thema In-situ-Verfahren zur
Herstellung von BC-Verbundwerkstoffe. Sie beschaftigen sich intensiv. mit den
intermolekularen Beziehungen zwischen den sich bildenden BC-Ketten und exogenen
Molekilen. Die Beschreibung der Interaktion zwischen zwei Polymeren, die eine neuartige
Matrix bilden, wurde als ,Interpenetrated Polymer Network® benannt und wird bereits als
eigenes Forschungsfeld verfolgt [82]. Handelt es sich bei einem der beiden Polymere um die
BC, kdnnen auf einfache Weise BC-Komposite hergestellt werden. Die Materialien werden von
den Mikroorganismen zusammengesponnen und bieten neue interessante Anwendungen.

4.5.5. Auswirkungen auf die BC Fibrillen

Watanabe et al. haben bei Versuchen mit stehend gewachsenen Kulturen und einer erhéhten
Sauerstoffversorgung festgestellt, dass sich ein dichteres Cellulosenetzwerk gebildet hat. Sie
konnten zeigen, dass die Lange der Fibrillen zwischen den Verzweigungen mit erhdhter O,-
Versorgung kirzer angelegt wurden und die Dichte des Netzes mit steigender BC-Produktion
abnimmt [278]. Abbildung 31 zeigt die Verkirzung der Cellulosefibrillen.

Verzweigung

Wachstum bei 10 % O, Wachstum bei 50 % O,

Abbildung 31: Verkirzte Cellulosefibrillen durch erhdhte Sauerstoffversorgung im stehenden
System [278].
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Dieser Effekt konnte bisher in eigenen Versuchen nicht beobachtet werden. Es wéare aber
denkbar, dass dieses Verhalten eine Reaktion auf die vermehrte Sauerstoffversorgung sein
konnte. Da den Mikroorganismen mehr Sauerstoff zur Verflgung steht, kénnten die
Versorgungswege fiur die Diffusion des Sauerstoffs aus der Umgebung theoretisch kleiner
angelegt werden.

4.5.6. Wasserbindekapazitat

Die Verkleinerung der Poren im Netzwerk muisste sich auch auf die Wasserbindekapazitat der
BC-Pellikel auswirken, da der extrem hohe Wassergehalt von 98-99% [45] auf die native
Hydrophilie von Cellulose, sowie das Vorhandensein von Porenstrukturen und ,Tunneln®
zurlckgefihrt wird, Abbildung 30. Die Festphasendichte der BC im nassen Zustand betragt
typischerweise = 0,01 g - cm™ und es konnen etwa 1 g Wasser pro Zentigramm Cellulose
gespeichert werden. [120, 122] Laut Strobin et al. kdnnen die hochsten Werte der
Wasserbindungskapazitat zwischen pH 4,8 und pH 6 erreicht werden [279]. Durch eigene
Versuche konnte vor allem in Hinsicht auf die Wasserbindekapazitat der Bezug zur
Kohlenstoffquelle  festgestellt werden. Stehende Versuche mit verschiedenen
Kohlenstoffquellen haben Wasserbindungskapazitdten von D-Glukose 16,5 gH.O/gBC, D-
Mannitol 20,0 gH.O/gBC und D-Saccharose 5,4 gH.O/gBC ergeben [224]. Bei schittelnden
Kulturen oder durch die Zugabe von Substanzen, welche Wasserstoffbriickenbindungen mit
der Cellulose ausbilden kdnnen, wie beispielsweise Carboxymethylcellulose kann sich die
Struktur der gebildeten Cellulose verandern. In diesem Fall wird statt der metastabilen
Cellulose | die thermodynamisch stabilere Cellulose Il gebildet. Das bedeutet flr das spatere
Material, dass die Struktur des Polymers von den Bedingungen der Kultivierung abhangig ist
[92] und somit auch die Wasserbindekapazitét beeinflusst werden kann.

45.7. Aufbau der hierarchischen BC-Struktur

K. sucrofermentans wird als nicht motil, nicht sporulierendes, stabchenférmige Bakterium mit
Abmalfien von etwa 0,6-0,8 x 1,0-1,2 yum beschrieben, welches einzeln, paarweise oder in
Ketten auftritt [216]. Fur das gewachsene Material aus BC und die Mikroorganismen bedeutet
dies, dass Poren mit den Abmalien der Mikroorganismen erwartet werden kénnen, da wie
einleitend beschrieben, die Mikroorganismen in den Cellulosematten eingebettet sind. Nach
dem Autoklavieren und entfernen der K. sucrofermentans mussten je nach Auftreten der
Bakterien lange Kanale oder einzelne Hohlrdume im stehend gewachsenen Material vorliegen.
Abbildung 32 zeigt den hierarchischen Aufbau einer stehend gewachsenen Kahmhaut aus BC.
Bild Nr. 3 zeigt den schichtweisen Aufbau der Pellikel, die teilweise miteinander verbunden
sind. Hier sind zudem die Essigsaurebakterien K. xylinus zu erkennen. Sie liegen ohne
Ausrichtung in der Cellulosematrix vor und sind durch ihre BC-Fibrillen mit dem Pellikel
verbunden. Die Kahmhaut fir die REM-Aufnahmen Nr. 4 und 5 wurde in vollentsalztem
Wasser gereinigt und von den Mikroorganismen befreit. Es bleibt eine porése Struktur. Es
scheint, also ob die grof3en Poren die ehemaligen ,Kokons® der Mikroorganismen sind. Der
Durchmesser der in Bild 5 gezeigten Hohlrdume betragt ca. 4 um. Dies ist ein Vielfaches der
beschriebenen Durchmesser der Mikroorganismen.
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Abbildung 32: Stehend gewachsene Kahmhaut: (1) Wachstum im Kolben; (2) Schnitt einer
luftgetrocknete Kahmhaut (KH); (3) REM-Aufnahme der BC-Schichten einer gefrier-
getrockneten Kahmhaut; (4) REM-Aufnahme einer stehend gewachsenen, lyophilisierten,
hierarchisch aufgebaute BC Matrix mit Hohlrdumen; (5) vergroRerte Aufnahme von Nr. (4).

Die in Abbildung 33 gezeigten REM-Aufnahmen zeigen die Essigsaurebakterien eingebettet
in ihrer Cellulosematrix und dem wasserléslichen EPS Acetan [141, 271, 280], dass wahrend
des Aufbaus der Pellikel als Nebenprodukt gebildet wird. Hier ist deutlich zu erkennen, dass
die Mikroorganismen die Stege und Wéande der pordsen Struktur bilden und die Hohlrdume fur
die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff offen lassen. Die erwartete Porengroéf3e hangt
aufgrund dieser Bobachtung nicht mit den AbmaRen der Mikroorganismen selbst, sondern mit
ihrer Anordnung im BC-Material zusammen.

=
BC aus Gitter
SEM MAG: 5000 x HV: 15,0 kV . WD: 9,0 mm

Abbildung 33: REM-Aufnahmen einer nicht gereinigten, gefriergetrockneten Kahmhaut:
(1) Wachstum der Pellikel auf einem Gitter; (2-5) VergrolRerte Aufnahmen der gleichen
Kahmhaut.
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Da die rheotaktische Kultivierung eine maximale Ausrichtung der BC-Fibrillen von 80 %
erreichen kann [208], mussten die Poren und Hohlrdume in diesen Materialien geordneter und
ausgerichteter sein. In Abbildung 34 werden 2D- und 3D-gewachsene Kahmhéute gezeigt.

y e i
BC im Fluss V82 FI3 10 Bodenschichten
SE MAG: 3000 x HV: 20,0 kV. WD: 7,0 mm SE MAG: 1000 x HV: 15,0 kV. WD: 10,0 mm

Gyroid_laengs 3 Gyroid_quer 2 3 Gyroid;laengs 32
SE MAG: 50 x HV: 15,0 kV. WD: 7,0 mm SE MAG: 200 x HV: 15,0 kV_WD: 8,0 mm 1 SE MAG: 500 x HV: 15,0 kV.WD: 9,0 mm

Abbildung 34: (1-3) REM-Aufnahmen von 2D-rheotaktisch gewachsenen Kahmhéauten.
(1) Oberflache einer luftgetrockneten Kahmhaut, (2) eine diinne Schicht einer Kahmhaut,
(3) Aufgetrennte Kahmhaut mit Cellulosefibrillen; (4-6) REM-Aufnahmen von 3D-rheotaktisch-
gewachsenen Kahmhauten: (4) Bruch eines Gyroid-Steges, (5) hierarchischer Aufbau eines
Gyroid-Steges, (6) ausgerichtete BC-Schichten im Gyroid.

Die 2D-Kahmhaute sind, wie die stehend gewachsenen Pellikel, in Schichten aufgebaut. Die
Bilder 1 bis 3 von Abbildung 34 zeigen deutlich, dass sich die Mikroorganismen und die
Cellulose-Fibrillen ausgerichtet haben. Die Bildung von Poren ist in diesen Aufnahmen nicht
zu erkennen. Das dunne Material hat eher einen papieréahnlichen Charakter. Dicke Cellulose-
Matten wurden mit dieser Methode noch nicht generiert. Die Bilder 4 bis 6 zeigen Einblicke in
einen lyophilisierten Gyroid-Kérper aus BC. Die BC in den Stegen zeigt eine hierarchische und
anisotrope Ausrichtung der Stromung folgend. Der Volumenstrom war in diesem Versuch mit
305-350 mL/min wesentlich geringer, als bei den 2D-Versuchen mit bis zu 450 mL/min. Daraus
kann geschlossen werden, dass verminderte Scherstrbmung den pordsen, hierarchischen
Aufbau fordert.
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4.6. Reaktionen der Komagataeibacter auf die Antibiotika Zugabe

Fur die Kultivierung mit 3D-gedruckten PLA-K6rpern war es notwendig das Medium zusatzlich
mit einem Antibiotikum zu versetzten, um Kontaminationen vorbeugen zu kénnen. Die
Verwendung von Antibiotika ist aber immer mit Nebeneffekten wie beispielsweise den bereits
diskutierten Cel Mutanten (Kapitel 4.5.1) und dem Phanomen der Filamentierung verbunden.
Valla und Kjosbakken haben beispielsweise zur Aufklarung der spontanen Zellmutation nach
einem definierten Weg zur Induktion der Aggregatbildung geforscht. Die Zugabe des
Antibiotika Tetracyclin bei exponentiell wachsenden Zellen des K. xylinus (ATCC 10245) fiihrte
zu einer ausgedehnten Aggregatbildung. Die gebildeten Kolonien waren schleimig und nicht
von den urspringlichen Cel' Mutanten zu unterscheiden. Auch das Wachstum in
Schuttelkolben erzeugte keine Celluloseaggregate. Die Tetracyclin-Induktion hatte einen
pleiotropen Effekt auf die Mikroorganismen. Diese Mutanten konnten eine grofl3e Menge eines
extrazellularen loslichen Polysaccharids [81], mdglicherweise des Xylinan oder Acetan,
herstellen [45, 141, 249, 281]. Ahnliche Ergebnisse konnten mit Chloramphenicol oder
Rifamycin erzielt werden. Die Zellen scheinen durch Mutationen in den Strukturgenen fir die
Cellulosebiosynthese oder durch Mutationen an Genen, die indirekt an deren Entstehung der
Polysaccharide beteiligt sind, veréandert worden zu sein. Die genaue Natur der Gene, die einen
solchen Effekt bewirken, ist schwer zu identifizieren. Wie eingehend in Kapitel 1.8 erklart, sind
die Enzyme flr die Bildung der Cellulose-Mikrofibrillen an die Zellhille gebunden und die
Polyglucosanketten werden durch die Hille in die extrazellulare Umgebung extrudiert.
Mutationen in mehreren Genen, die fur die Struktur der Zellhille bestimmt sind, kdnnten daher
indirekt die Cellulosebildung stdren. Versuche von Valla et al. mit hohen Konzentrationen in
Ampicillin-Agarmedien haben die meisten Zellen abgetttet. Unter den tberlebenden Zellen
gab es eine viel hohere Haufigkeit von Cel Mutanten als in der gesamten Population. Da
Ampicillin die Zellwandsynthese hemmt, sind die Uberlebende Mikroorganismen
wabhrscheinlich Zellhiillenmutanten. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung von Gayda
et al. unterstiitzt. Sie haben festgestellt, dass Mutationen in den Genen, die fiur die Proteine
der auReren Membran kodieren, bei Escherichia coli die Polysaccharid-Biosynthese storen
[282].

Fur die Methodenentwicklung wurden selbst einige Antibiotika auf ihre Vertraglichkeit mit den
Stammen K. xylinus und K. sucrofermentans getestet. Wachstumsversuche bei stehender
Kultivierung wurden mit dem Aminoglykosid-Antibiotikum Kanamycin gegen aerobe Gram-
negative Bakterien, dem [(-Lactam-Antibiotika Ampicillin gegen Gram-positive Erreger und
dem Translationshemmer Chloramphenicol unternommen [283]. Bakteriostatische
Medikamente wie Chloramphenicol sind dafiir bekannt, die Ribosomenfunktion zu hemmen.
Insbesondere Chloramphenicol bindet an Proteine L16 die ribosomale 50S-Untereinheit.
Diese Untereinheit ist wesentlich fir die Struktur und Funktion von Peptidyl-Transferasen, die
Peptidbindungen zwischen benachbarten Aminosauren wahrend der Proteinbiosynthese
bilden [284-286]. Das Antibiotikum induziert die Filamentbildung und hat dadurch direkten
Einfluss auf die Morphologie des Mikroorganismus [287]. Trotz dieses Effektes konnten
annehmbare Ergebnisse mit einer Endkonzentration von 34 mg - L' Chloramphenicol im
Medium erreicht werden. Abbildung 35 zeigt REM-Aufnahmen der gefriergetrockneten
Kahmhaute mit ausgerichteter BC. Die parallel angeordneten K. sucrofermentans sind trotz
der Behandlung durch die Lyophille noch gut zu erkennen.
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Abbildung 35: REM-Aufnahmen der gefriergetrockneten Kahmhaute mit ausgerichteter BC:
Aufnahme (1-3) zeigt abnorme Morphologien der Mikroorganismen. Aufnahme (4) und (5)
zeigen mdoglicherweise eine Zellteilung.

Bild 1 bis 4 der REM-Aufnahmen zeigen sehr lange Mikroorganismen. Diese Form, erzeugt
durch anormales Wachstum, ist unter dem Begriff Filamentierung bekannt. Die betroffenen
Zellen verlangern sich ohne Zellteilung. Die Zellen, welche daraus resultieren haben mehrere
chromosomale Kopien. Dieses Phdnomen kann durch verschiedene Umweltbedingungen wie
beispielsweise Temperaturschocks, geringe Wasserverfligbarkeit, hoher osmotischer Druck,
extremer pH-Wert oder UV-Exposition verursacht werden. Aus der Literatur ist auch bekannt,
dass Chemikalien wie Antibiotika diesen Effekt hervorrufen kdnnen. Laut Chung et al. verdickt
Chloramphenicol die Zellwand bei Bacillus cereus [288]. Es wurde festgestellt, dass die
Antibiotika Nalidixinsaure und Chloramphenicol deutlich verlangerte Zellen bei Konzen-
trationen von 0,10 mM bzw. 0,30 mM entstehen lassen.

Da eine Veranderung der Morphologie auch die Bildung der Cellulose Fibrillen beeinflussen
kann, werden die moéglichen Auswirkungen hier diskutiert. Wie bereits eingehend beschrieben,
werden die Cellulose-Fibrillen durch die TK aus den Komagataeibacter Zellen extrudiert und
bindeln sich zu Mikrofibrillen. Diese Poren sind entlang der Langsachse auf der Oberflache
der Zellen in einer Reihe ausgerichtet. Wenn die BC-Produktion Uber die Zellgeneration hinaus
fortgesetzt wird, werden die Mikrofibrillen von den Elternzellen jeweils zur Halfte vererbt. Die
Tochterzellen bilden einen Verzweigungspunkt auf der Fibrille. In diesem Fall kann der
Fibrillen-Durchmesser nach der Zellteilung schmaler sein. Eine alternative Version von Brown
et al. ist, dass die normale Porenanzahl im Stadium der Teilung den neuen Zellen bereitgestellt
werden [91]. In jedem Fall fuhrt diese Wiederholung der Zellteilung zu einer Kaskade der
Verzweigungen [103]. Bei genauer Beobachtung der REM-Aufnahmen erscheinen auch diese
Fibrillen nicht unbedingt linear zu sein. Sie enthalten einige "Dreiwege-Verzweigungspunkte"
entlang ihre Lange. Diese Art der Verzweigung wird mit den einzigartigen Eigenschaften
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dieses Materials in Zusammenhang gebracht. Brown et al. und Zaar et al. [91, 104] haben
bereits ein vorlaufiges Verzweigungsbild beschrieben. Abbildung 36 spiegelt diese Theorie auf
der linken Seite wieder. Der Mechanismus der Zellteilung ist hier als normales Wachstum
beschrieben. Auf der rechten Seite sind Zellen ohne Zellteilung zu sehen.

- i Fibrills

“ J “Fibrilig = :
4

Normales Wachstum Einfluss von Chloramphenicol

Abbildung 36: Normales Wachstum der Komagataeibacter (links) und erwartetes Wachstum
unter Einfluss von Chloramphenicol (rechts).

Es wird vermutet, dass sich durch den Mechanismus der Zellteilung die Cellulosenetzwerke
bilden [103, 278, 287]. Bei jeder Zellteilung teilt sich ein Band in Langsrichtung auf. Dieser
Vorgang wird mit jeder Teilung und mit jeder Trennung von Zellen wiederholt, und diese
Wiederholungen filhren zu Netzwerken aus Cellulosebandern [103]. Wenn Antibiotika
eingesetzt werden, welche die Zellteilung hemmen, werden die Bander nicht gespalten und
benachbarte Bander verschmelzen vermutlich zu breiteren Bandern oder Aggregaten von
Bandern. In der Studie von Yamanaka et al. wurde die Breite der Bander oder ihrer Aggregate
durch langere Zellen (nicht getrennte Zellen) auf etwa das 1,2—2 mal fache der Breite der
Kontrollb&nder festgelegt [287]. Laut Yamanaka et al ist fur Acetobacter aceti AJ 12368 eine
Verdopplungzeit von 1,5 bis 8 Stunden bekannt [103]. Mit einer Fibrillen Bildungsrate von 2 pum
pro Minute konnte so flr isolierten Zellen wéhrend der Anfangsphase eine Fibrillenléange
zwischen den Verzweigungspunkten von 180 bis 960 um berechnet werden. Dieser Wert
erscheint den Autoren als viel zu grof3 und wird mit verschiedenen Faktoren wie beispielsweise
der Verzogerung der Nahrstoffzufuhr durch die Entwicklung von Netzwerken und einer
Abnahme der Aktivitdat von Enzymen mit der Alterung der Zelle erklart [103]. Durch die
Verwendung von Chloramphenicol ergab sich ein um 34-42 % hoherer Elastizitditsmodul. Dies
bedeutet, dass je breiter das Band oder das Aggregat der Bander war, desto héher war auch
das Elastizitatsmodul. Diese Zunahme wird durch die Vergrol3erung der effektiven
Querschnittsflache, der Zunahme des Querschnittsimpulses und einer besseren uniplanaren
Orientierung erklart [103].

Henning et al. setzten dem Medium 100 mg/L Chloramphenicol zu. Sie konnten eine
Beeinflussung der Zellmorphologie, der Biomasse- und Celluloseproduktion, eine Erhéhung
des I-a-Allomorph-Gehalts und die Induktion der Filamentbildung beobachten. Mangel an der
Peptidoglykanschicht und bei der Proteinproduktion haben in ihrer Studie die
Celluloseausbeute verringert. Zudem scheint Antibiotika-Stress die EPS-Produktion angeregt
zu haben. Es konnte auch eine verstarkte Aggregation der Glucankette in eine héhere
Ordnung der Strukturebene beobachtet werden [289]. Yamanaka et al. stellten bei dieser
Konzentration von Chloramphenicol inhomogene Wachstumsformen des Cellulose-Pellikels
fest. Das Antibiotika wird in dieser Studie mit Zelldehnung, Zellkrimmung und Filamentation
in Zusammenhang gebracht [287]. Diese Beobachtungen wurden auch bei den Versuchen zur
rheotaktischen Ausrichtung (2D) der Cellulosefibrillen gemacht. Diese morphologischen
Veranderungen sind auch in den REM-Aufnahmen von Abbildung 35 zu erkennen. Im
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Vergleich dazu konnte Gonzélez-Garcia et al. bei Versuchen mit K. xylinus DSM 2004
beobachten, dass die Zugabe von 0,1 mM oder 0,25 mM bei einer stehenden Kultivierung eine
1,7-fache Steigerung der BC-Produktion im Vergleich zur Kontrolle bewirkt hat. Dieser
chemische Stimulus verénderte die mikroporose BC-Struktur in vivo, ohne seine Ausbeute
negativ zu beeinflussen. Es wurde eine Anderung des Membranporenvolumens, der
spezifische Flache des Porendurchmessers und der Kristallinitat beobachtet. [290]. In geringer
Konzentration konnte Chloramphenicol bei diesen Versuchen die Biosynthese stimuliert
haben, da BC als Schutzbarriere gegen diese Verbindung von den Mikroorganismen
produziert wird [291].

Das Antibiotikum Bacitracin ist ein Polypeptid-Antibiotikum und wird von bestimmten Bacillus
Stammen produziert. Es hemmt die Zellwandsynthese einiger Gram-positiver Bakterien und
Neisserien [292]. Laut verschiedenen Quellen scheint es selbst bei hohen Konzentrationen
keine negative Wirkung auf das In-vivo- und In-vitro-Cellulose-synthetisierende System von
K. xylinus zu haben [81, 137, 254]. Versuche mit Bacitracin konnten Klarheit dariber
verschaffen, ob nur das verwendete Antibiotika Chloramphenicol die Morphologie der
Mikroorganismen verandert oder ob auch der rheotaktische Aufbau dazu beigetragen hat.
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4.7. 2D-BC-Korper
4.7.1. Konstruktion der Bewuchsflachen fir die 2D-BC-Kdrper

In der Biofilmforschung werden Biofilme im Labor mit Stehkolben oder mit kleinen statischen
Biofilmreaktoren erzeugt. Diese sind meist dadurch gekennzeichnet, dass ein Medium durch
eine liegende Konstruktion geleitet wird, wie auch die stilistische Darstellung eines
kontinuierlichen Biofilmreaktors in Abbildung 39 zeigt. [31]

Fur die Umsetzung der rheotaktischen Ausrichtung von EPS wurden jedoch die generischen
Merkmale fir das Wachstum der Biofilme in der Natur aufgegriffen. Hierzu z&ahlen:

e Bewuchsflache mit einem Winkel von 10-90 ° zur Bodenflache

e Breitflachige Uberstromung der Bewuchsflache mit einer Fliissigkeit z.B. tiber eine Diise

e Oberflache der Bewuchsflache mit Hindernissen oder einer gewissen Oberflachen-
beschaffenheit zur Anbindung der Mikroorganismen

o Ausreichende Versorgung des Biofilms mit Luft/Sauerstoff

o Versorgung des Biofilms mit Nahrstoffen z.B. Uber ein Nahrmedium

Diese Herangehensweise fiihrte bei der Entwicklung eines Versuchsaufbaus und der spateren
Bewuchsflache zu einem anderen Ergebnis, als die liegende Bauweise der statischen
Biofilmreaktoren. Abbildung 37 zeigt die spatere Umsetzung der Forschungsidee im Labor. Es
wurde versucht einen einfachen, variierbaren und kostenglnstigen Versuchsaufbau zu
entwickeln.

—

Sterilfilter Peristaltikpumpe
A

.x. Flowmeter

Waschflasche

Flasche mit
Nahrmedium

2D Versuchsaufbau

Abbildung 37: (1) Flussdiagramm fur den 2D-Versuchsaufbau; (2) Versuchsaufbau im Labor
mit verschiedenen Einbauten; (3) verschiedene 3D-gedruckte Bewuchsflachen mit
unterschiedlich tiefen Rillen und einer aufgesetzten Dise.

Als Bioreaktoren wurden Weithalsflaschen (Flaschenéffnung von 65 mm) verwendet. Fir die
gleichmaRige und laminare Uberstromung der Bewuchsfliche mit Medium wurde eine
Breitstrahldise mit Fihrung fur den Peristaltikschlauch konstruiert, Abbildung 38. Es wurden
verschiedene Geometrien der Disen getestet, wobei durch unterschiedliche Breiten der
Dusenschlitze versucht wurde Einfluss auf den Medienfluss zu nehmen. Die gepulste Zufuhr
des Mediums, Uber die Peristaltikpumpen, lasst sich durch die zusétzliche Geometrie etwas
ausgleichen und das Medium gleichmaRiger Uber die Flache strdomen. Berechnungen der
Reynolds-Zahl (‘Re) nach den Vorgaben von Lewandowski et al. mit einem Disenschlitz von
0,5 mm, 0,75 mm und 1 mm bei maximaler Leistung der Peristaltikpumpe von 450 mL/min
haben gezeigt, dass sich durch die Breite der Diisen6ffnung das FlieRverhalten des Mediums
nur geringflgig verandern lasst. Die maximal erreichte Re von 500 wurde bei einem

Dusenschlitz von 1 mm auf Re 492 gesenkt.
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Abbildung 38: Verschiedene Diisengeometrien fiir die gleichmaRige Uberstromung der
Bewuchsflachen: (1) Breiter Dusenschlitz (0,75 mm) mit Stegen fir ein besseres 3D-Druck-
Ergebnis; (2) ahnliche Duse wie links (Schlitz 0,5 mm) nur ohne Stege; (3) Diise mit diinnerer
Offnung (0,3 mm).

Ahnlich der Medienfihrung in einem kontinuierlich betriebenen Biofilmreaktor von
Lewandowski et al., soll auch tGber die Bewuchsflache eine Strdomung mit der Re kleiner 2000
fur laminare Stromung flieRen [31]. Strdomungsversuche und Berechnungen haben gezeigt,
dass der Einfluss auf die Re vor allem durch den Volumenstrom gelingt. Das Verhaltnis von

Volumenstrom zur Re verlauft direkt proportional. Bei einem Volumenstrom von 250 mL/min
liegt die Re beispielsweise nur noch bei 278. Bei dieser Stromungsgeschwindigkeit breitet sich

keine gleichmafige Strémungsfront Uber die Bewuchsflache aus und deshalb kann auch kein
Biofilm Uber die ganze Breite wachsen. Die aufgestellten Berechnungen (Ergebnisse nicht
gezeigt) wurden ohne Biofilm und unter der Annahme, dass das wassrige Medium einer
kinematischen Viskositat von Wasser bei 20 °C entspricht, berechnet. Der Aufwuchs von
Mikroorganismen, die Bildung von BC und wasserltslichen EPS wurde nicht bertcksichtigt,
da diese permanent die stromungsdynamischen Gegebenheiten verandern. Beispielsweise
wachsen BC-Pellikel im Laufe der Fermentation in Schlduchen und in der Duse,
wasserlosliche EPS erzeugen Viskositatsveranderungen des Mediums und die Begasung mit
Druckluft erzeugt bei wenig verbleibendem Medium Blasen und Leerlaufzeiten im
Peristaltikschlauch.

Die gewtnschte laminare Stromung etabliert sich auf der Bewuchsflache erst nach 6 cm, nach
dem Austritt des Mediums aus der Dlse, wie auch das Stromungsmuster von Abbildung 39
durch die bogenférmige Linie zeigt. Je geringer die Pumpenleistung wird, desto schneller
verklrzt sich diese Eintrittslange [31]. Durch den Biofiimbewuchs verdndern sich die
Stromungsgeschwindigkeiten tber die Flache. Die gezackte Flache des Strdomungsmusters
zeigt, wie sich die laminare Strdmung zu einer teils turbulenten Strdomung verandert.

\\\

™

Flieltigeschwindigkeit
Abbildung 39: Stilistisch dargestellter, kontinuierlich betriebener Biofilmreaktor (links) mit

Biofilm; Muster der Stréomungsgeschwindigkeit in einer laminaren Stromungsregion mit (gelbe
Flache) und ohne Biofilm (Bogenlinie) (rechts).
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4.7.2. Auswirkungen der Oberflachenbeschaffenheit der Bewuchsflachen auf
die BC-Biofilme

Versuche mit den Komagataeibacter haben gezeigt, dass die Bildung von BC uber eine
komplett gerillte Bewuchsflache sehr gut gelingt. Die eigenen Beobachtungen werden durch
die Studien von Rusconi et al. und Stoodley et al. unterstitzt. Sie haben beobachtet, dass
Biofilmschleppen in einer fluidischen Strémung an Punkten mit erhdhter Scherspannung
entstehen [218, 219, 293]. Untersuchungen mit verschiedenen Strémungssituationen konnten
zeigen, dass freischwimmende Streamer, also fadenférmige Biofilme, aufgrund von
Erhebungen in wasserfiilhrenden Kandlen entstehen konnen [218, 219]. In den Ecken
sammeln sich Polysaccharide und bilden die Vorstufe der Biofilme. Abbildung 40 zeigt
schematisch die Entwicklung eines fadenférmigen Biofilms aus Komagataeibacter und BC.

Abbildung 40: Entwicklung eines fadenférmigen BC-Biofilms mit Komagataeibacter und BC.

Eigene Versuche mit verschiedenen Oberflachenbeschaffenheiten und Tiefen der
Stréomungsbrecher, fuhrten zu folgenden Beobachtungen. Abbildung 41, Bild 1, zeigt die
Stromung des Mediums Uber eine gerillte Oberflache. Auf Bild 2 sind Blasen zwischen den
geriffelten Stromungsbrechern erkennbar. Es scheint, als ob in der Mitte der Bewuchsflache
die Stromung Uber die Erhebungen und die eingeschlossenen Luftblasen hinwegfliel3t. Bild 3
zeigt eine glatte Bewuchsflache. Hier ist deutlich zu erkennen, dass das Medium am Anfang
der Fermentation vor allem an den Randern, der Begrenzung der Bewuchsflache zu erkennen
ist. Hier ist die Stromungsgeschwindigkeit gleich null und die Mikroorganismen besiedeln
oftmals zuerst diese Flachen. Die Stromung des Mediums verteilt sich dennoch tber die ganze
Flache, auch wenn sie kaum zu sehen ist. Die hydrophobe Oberflache der PLA-Drucke férdert
dieses Phanomen. Nach mehreren Stunden Wachstum der Mikroorganismen in diesem
System, scheinen sich die Viskositat des Mediums und die Eigenschaften der Oberflache
verandert zu haben. In den meisten Versuchen konnte dann eine flachenlberspannende
Stromung des Mediums beobachtet werden und der Bewuchs des Biofilms erfolgte
gleichmalig tber die gesamte Flache.
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Abbildung 41: (1) Stromung Uber gerillte Oberflache; (2) Bildung von Blasen zwischen den
Stromungsbrechern (graue Punkte); (3) Stromung udber eine glatte Oberflache der
Bewuchsflache.

Wachstumsversuche auf diesen Bewuchsflachen erzielten die Biofilme aus Abbildung 42. Hier
ist ein deutlicher Unterschied in der Qualitat des BC-Materials erkennbar. Fir eine anisotrope
Ausrichtung der BC-Fibrillen eignet sich eine glatte Bewuchsflache besser. Starke
Vertiefungen ermdglichen eine schnellere Besiedelung, fihren aber zu einem unterbrochenen
Material mit eher isotroper BC-Verteilung. Hier ist allenfalls die oberste Schicht ausgerichtet.
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Die Kahmhaut aus Bild 1 war im Vergleich zur Kahmhaut von Bild 4 eher schwer aus der
Bewuchsflache zu entfernen. Die Mikroorganismen sind mit ihrem BC-Netzwerk in die
Vertiefungen eingewachsen. Dieser Bewuchsflachentyp eignet sich fir eine dauerhafte
Besiedelung der Mikroorganismen auf einer Oberflache, wenn damit beispielsweise Metabolite
oder das EPS Acetan kontinuierlich produziert werden sollen.

Abbildung 42: Autoklavierte und gereinigte Kahmhaute nach dem Wachstum auf den
unterschiedlich tief gerillten Bewuchsflachen: (1) 15 mm tiefe Rillen; (2) 10 mm tiefe Rillen; (3)
5 mm tiefe Rillen; (4) glatte Oberflache.

Die Bilder von Abbildung 43 zeigen trotz der gerillten Struktur, auf der Unterseite der gezeigten
Proben, eine Ausrichtung der BC. Je nach Drehung der Proben zur Phase erscheint die BC
blau oder orange. Diese Interferenzfarben sind nur bei einer Ausrichtung der Cellulosekristalle
in den kristallinen Zonen der BC zu erkennen. Ungerichtete Proben zeigen sich opal und ohne
definierte Farbe. Die oberste Schicht Uber den eingewachsenen BC-Kérpern scheint sich
demnach makroskopisch gut nach der Strdomung ausgerichtet zu haben und stromlinienférmig
weitergewachsen zu sein.

1

Abbildung 43: Lichtmikroskopische Aufnahmen, mit polarisiertem Licht und einer AA = 525
nm Verzoégerungsplatte, eines in die Bewuchsflache eingewachsenen BC-Pellikels.
(1) Interferenzfarbe Blau; (2) Interferenzfarbe Orange, da die Probe um 90 ° gedreht wurde.

Aufbauend auf diese Ergebnisse wurde schlie3lich eine Bewuchsflache konstruiert, die kurz
nach dem Auftreffen des Volumenstroms aus der Duse, eine leicht geriffelte Oberflache
aufweist. Durch diese Erhebungen werden leichte Verwirbelungen erzeugt, die Stromung
etwas gebrochen. Dadurch kénnen sich die K. sucrofermentans leichter ansiedeln. Durch die
Ausbildung eines Sekundarflusses werden sie schlief3lich dazu angeregt sich auszurichten
und Streamer zu bilden. Es konnten Grof3teils homogene 2D-BC-Biofilme generiert werden,
Abbildung 44.
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Abbildung 44: (1) Bewuchsflache mit Stromungsbrechern am Anfang der Wachstumsflache;
(2) nasser BC-Biofilm; (3) trockenes BC-Material mit aufgezeichneten Prifkorpern.

Das weitere Verhalten der sich bildenden Biofilme wurde von Hohne et al. und Shaw et al. mit
dem von viskoelastischen Polymermaterialien, mit Relaxationszeiten in der GréZenordnung
von Sekunden oder Minuten verglichen [294, 295] und l&sst sich nur schwer vorhersagen. Den
eigenen Ergebnissen mit K. sucrofermentans zu folge, kann der grof3te Einfluss auf die
Biofilmbildung durch die vorgegebene Geometrie, die Stromungsgeschwindigkeit, das Medium
und die Begasung genommen werden.

4.7.3. Mechanische Parameter der BC

Die mechanischen Eigenschaften der rheotaktisch hergestellten 2D-BC-Proben werden
zunéchst mit Holz und Papier in Tabelle 4 verglichen. Obwohl alle Materialien aus Cellulose
bestehen, sind die Eigenschaften doch sehr unterschiedlich. Generell kann festgestellt
werden, dass die eigenen 2D-BC-Proben in Bezug auf das E-Modul, die geometrische Dichte
und die Zugfestigkeit im Bereich der Holzwerkstoffe liegt [105, 109]. Da die plastische
Verformung die Fahigkeit von Feststoffen beschreibt, sich unter einer Krafteinwirkung nach
Uberschreiten einer Elastizitatsgrenze irreversibel zu verformen, kann sie als Indikator fiir die
Vorzugsrichtung im Material betrachtet werden. Die rheotaktisch gewachsenen Kahmhéaute ||
hatten eine doppelt so grof3e Plastizitat, als die der stehend gewachsenen BC-Pellikel. Die
durch Mikroskopie und Histogrammierung festgestellte Orientierung im Material scheint auf die
Materialeigenschaften einen direkten Einfluss zu haben. Laut Moon et al. werden die
Brucheigenschaften von Cellulose-Nanopartikelstrukturen und Verbundwerkstoffen in
geringerem Umfang als das Elastizitatsmodul untersucht und oftmals in der Literatur nur die
Arbeit-bis-Bruch- und SEM-Bilder von Bruchflachen angegeben [105]. Generell hangt die
Brucharbeit qualitativ mit der Zahigkeit zusammen. Sie wird durch Messen der Flache unter
der Spannungs-Dehnungs-Kurve bestimmt und stellt die Energie dar, die einem Material bis
zum Bruch verliehen wird. Zahe Materialien haben eine hohe Brucharbeit, wahrend sprode
Materialien niedrigere Werte haben. Damit ein Material zah ist, muss es sowohl eine hohe
Festigkeit als auch eine grofRe Bruchdehnung aufweisen, Tabelle 4.
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Tabelle 4: Fundamentale Eigenschaften von Papier und Holz [109] im Vergleich zu den
eigenen 2D-BC-Proben [208].

Eigenschaft Holz Papier Stehend BC L BC |l
[109] [109] gewachsene BC
Dichte [g/cm3] 0,3-0,5 0,5-1,5 0,45 0,45-0,57
E-Modul [GPa] 1,3 1,8-4,3 3 1,8-5 5-12
Zugfestigkeit [MPa] 90-200 20-200 13 12-50 40-112
Bruchlange [km] 7-30 1-8 3 2-11 7-25
Bruchdehnung [%] 0,6-0,8 0,8-4 0,5 0,75-1,25 1,1
Faserorientierung orientiert  unorientiert unorientiert orientiert orientiert

Cellulose-Nanostrukturen und Verbundwerkstoffe haben Arbeit-bis-Bruch-Werte, die im
Bereich von 0,4-150 MJ - m™ liegen. Es wurde gezeigt, dass die Bruchfestigkeit stark vom
Volumenanteil und der Bindungsstérke der Partikel beeinflusst wird [105, 296]. Mit einem Wert
von 0,6 MJ - m~3 flr die ausgerichteten Proben ||, haben die hergestellten Materialien eher
einen spréden Charakter, im Vergleich zu den angegebenen Werten fir Verbundwerkstoffen
von Moon et al. Das zeigen auch die Bruchflachen der Prifkérper, mit ihrer gestapelten
Struktur aus vielen parallelen Schichten, die aus einem Netzwerk an Fibrillen besteht. Die
Spannungs-Dehnungs-Kurven der BC-Materialien zeigten kein Auftreten von Einschniirungen
an. Beim Zugversuch tritt nach dem Erreichen der Zugfestigkeit bei duktilen Werkstoffen eine
ortliche Einschniirung auf, in deren Bereich dann auch der Bruch erfolgt. Die erzeugten BC-
Materialien haben demnach keinen duktilen Charakter.

Die Orientierung von Cellulosefibrillen in einem BC-Pellikel wurde von Franz und Schiebold
als ,verworrenes, durcheinandergebrachtes Netzwerk von Strangen“ beschrieben [297].
Dennoch beobachteten sie Regionen mit einheitlichen Pfadunterschieden unter gekreuzten
Polfiltern, was darauf hindeutet, dass Fibrillen lokal parallel ausgerichtet sein kénnen.
Einflisse auf die Kristallinitat der Cellulosenanofibrillen erfolgen bereits bei der Biosynthese.
Der anfanglich hohe amorphe Gehalt kann durch den Extrusionsprozess aus dem
Mikroorganismus zu Anderungen in der Cellulosekettenordnung filhren. Im Allgemeinen
bestehen Cellulose-Elementarfibrillen entweder entlang ihrer Ladnge oder in Querrichtung aus
abwechselnd kristallinen und amorphen Bereichen. Die Koexistenz von la- und IB-Poly-
morphen, deren Verhdltnis zueinander und damit der Einfluss auf die mechanischen
Eigenschaften sind unklar. Stérungen der Bandanordnung fihren zu einer IB-Kristallstruktur
[298-300]. Diese Veranderung der Morphologie wurde mit der Abnahme des Anteils von la in
der Mikrofibrille in Verbindung gebracht [301]. If bildet sich vorzugsweise in den isolierten
Elementarfibrillen, die frei von Zwéngen sind, wenn sie in der normalen Bandanordnung
aggregiert sind [299]. Folglich kénnen die Eigenschaften der spateren BC-Materialien durch
die Variationen dieser Variablen beeinflusst werden [69]. Die Steuerung der axialen
Orientierung von Strukturelementen bietet in jedem Material die Moglichkeit, die Anisotropie
seiner Eigenschaften zu bestimmen. Die hierarchische Struktur von BC macht sie daher fir
ein breites Anwendungsspektrum attraktiv. Singhsa et al. haben mit ihren Versuchen
herausgefunden, dass die KristallgréRe und der la-Gehalt kaum durch verschiedenen
Kohlenstoffquellen beeinflusst werden kann. Die Kristallinitdt zeigte jedoch erhebliche
Unterschiede [69]. Die Analyse ihrer Arbeit zeigt, dass die Reflexe (im XRD) der geschuttelten
Proben zu weiteren Winkeln verschoben wurden. Die d-Abstandsédnderungen weil3en darauf
hin, dass sich der Anteil an la- und IB-Cellulose veréandert hat [123, 302]. Laut Bi et al. ist der
Cellulose-la-Gehalt in einem Sternchen-ahnlichen BC héher, als in den festen kugeléhnlichen
BC Sphéaren. Dieser Befund legte nahe, dass die Kristallisation von Cellulose-
Mikrofibrillenstrukturen durch ihre Morphologie beeinflusst werden kann [114].
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Tabelle 5 stellt Ergebnisse fur die Kristallinitat und Kristallitgrof3e von Watanabe et al. den
eigenen Ergebnissen fur stehend gewachsene und rheotaktisch gewachsene BC gegeniiber
[303]. Die prozentuale Kristallinitat von Cellulose unter bewegter Kultur ist niedriger, als unter
statischen Bedingungen. Es scheint, als ob die Bewegung die Aggregation der BC-
Mikrofibrillen storen konnte und dadurch eine geringere Kristallinitét verursacht [299, 304].

Tabelle 5: Mechanische Parameter bewegter und stehend kultivierter BC [303], erganzt mit
den eigenen Ergebnissen aus der ersten Verotffentlichung fur rheotaktisch gewachsenen 2D-
BC-Kdorper [208].

Mechanische Bewegte Stehende Stehend Rheotaktisch
Parameter Kultur Kultur gewachsene gewachsene
[303] [303] BC BC
Kristallinitat (%) 72 80 83 85-87
Kristallitgrof3e (nm) 6.9 7,4 8,3 8,1-9,0

Die rheotkatisch gewachsenen BC-Proben liegen tiber den Werten der stehend gewachsenen
Parameter. Der Einfluss der Rheotaxis scheint sich also nicht negativ auf diesen Faktor
auszuwirken. Die entwickelte Methode kann grundlegend nicht mit einer bewegten Kultivierung
verglichen werden. Die Summe aller bisher festgestellten mechanischen Eigenschaften der
Materialien, die Erkenntnisse aus der Literaturrecherche und die diskutierten eigenen
Erfahrungen mit dem Versuchsaufbau und den 2D-BC-Ko6rpern, weisen darauf hin, dass es
sich um eine neue Fermentationsmethode handelt, die nicht mit der bisher verbreiteten
bewegten oder stehenden Kultivierung von BC verglichen werden kann.

4.7.4. Bioabbaubarkeit und Konservierung

Unabhangig von ihrer Herkunft kann Cellulose in der Natur vollstandig biologisch abgebaut
werden und ist somit nachhaltig und schonend fir die Umwelt. Im Vergleich zur pflanzlichen
Hemicellulose ist BC ein reines Homopolymer. Mikroorganismen kénnen Makromolekile wie
Cellulose nicht einfach in ihren Metabolismus aufnehmen, sie missen zuerst hydrolysiert
werden. Der Abbau wird durch Wasserstoffbriickenbindungen und mikrokristalline Bereiche
erschwert. Deshalb wird Cellulose vorzugsweise in amorphen Bereichen angegriffen. Der
Abbau erfolgt durch extrazellulare Enzyme. Diese werden von Bakterien, Pilzen und Algen
gebildet und sind daher allgegenwertig. [65, 305] Aerobe Bakterien, die Cellulose abbauen
kénnen, sind zum Beispiel Cellulomonas-, Cytophaga- und Stretomyces-Arten. Wichtige
Vertreter unter den Anaerobiern sind Bacteroides-, Clostridium- und Ruminococcus-Arten.
Unter den Pilzen ist die F&ahigkeit bei drei o©kologischen Gruppen vorhanden, den
Schimmelpilzen des Bodens, einigen phytophathogenen Pilzen und den holzzerstérenden
Basidiomyceten und Ascomyceten [306, 307], Abbildung 45.
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Im Hinblick auf die Enzymatik gibt es Analogien zum Abbau von Stérke.
Auch hier gibt es Hydrolasen, so genannte Endocellulasen, welche die
glykosidische Bindung der Celluose eher im Inneren des Molekils
schneiden, wobei verkirzte Celluloseketten entstehen. Andere
Enzyme, so genannte Exocellulasen, spalten an den entstandenen
freien, nicht-reduzierenden Enden. Es findet eine schrittweise
Depolymerisierung der Cellulose statt [109]. Die unverzweigten
Cellobiose-Einheiten kénnen leicht von Cellulasen und Cellobio-
hydrolasen, aus dem Cellulosom-Multienzymkomplex [308], aufgebro-
chen werden [65].

Abbildung 45: Schimmelnder BC-Pellikel aus einer eigenen Kombucha Kultur.

Neben dem biologischen Abbau der Cellulose ist auch der Abbau durch starke Sauren und
Basen mdoglich [309]. Somit ist die reine BC ein umweltfreundliches Produkt, welches
nachhaltig biologisch Abbaubar ist und dem natlrlichen Kreislauf wieder vollstandig
zurlickgefihrt werden kann.

Zudem besitzen die Komagataeibacter selbst Endo- und Exocellulasen. Okamoto et al und
Standal et al. konnten dies in den Genen der Mikroorganismen nachweisen [310, 311]. Es
konnten Endo-1,4-B-glucanase und Exo-1,4-3-glucosidase gefunden und eine Verkirzung der
Celluloseketten festgestellt werden [312, 313]. In wie weit die Mikroorganismen die in der
Cellulose gespeicherte Glukose in substratarmen Zeiten wieder verfigbar machen kénnen,
wurde von Okamoto et al. untersucht [65, 310]. Aus eigenen Erfahrung mit &lteren
Kulturplatten konnte festgestellt werden, dass sich manche Cellulosepellikel scheinbar
verflissigen. Dies konnte auf die Aktivitat dieser Enzyme hinweisen.

Fur die Konservierung der BC-Proben wurden verschiedene Methoden getestet. Das Kritisch-
Punkt-Trocknen (KPT), wie auch die Gefriertrocknung erhalten die Struktur der BC-Proben
und sind fur Strukturanalysen unter dem REM geeignet. KPT-Proben erhalten durch diese
Behandlung einen ,taschentuchartigen Charakter. Sie werden weicher, sehr weil3 und sind im
Gegensatz zu den gefriergetrockneten Proben nicht briichig. Die Konservierung mit Salz, zum
Entzug der Feuchtigkeit, ergab sehr starre und lederartige Materialien. Die Materialien konnten
durch das Trocknen an der Luft am besten fur die Materialprifungen vorbereitet werden. Sie
verlieren dabei ihren 3D-Charakter, da die Netzwerkstruktur durch die Trocknung kollabiert,
enthalten aber nach wie vor ihre Vorzugsrichtung und mechanische Stabilitat.

Beantwortung der ersten Hypothese:

1)  Anisotrope Biofilme aus BC kdnnen durch Manipulation der Wachstumsbedingungen
generiert werden.
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4.8. 3D-BC-Kdrper
4.8.1. Konstruktion des Gyroidkorpers und Anpassung des Versuchsaufbaus

Der urspringliche Versuchsaufbau, fur das Wachstum der 2D-BC-Biofiime mit
Vorzugsrichtung im Material, wurde um eine Flusszelle erweitert. In diese Flusszelle wurden
die 3D-gedruckten PLA-Ko6rper eingefihrt und so lange inkubiert, bis sie durchwachsen waren.
Nach der Entfernung des PLA-Templates konnten BC-Gyroidkdrper erhalten werden. Bild 3
der Abbildung 46 zeigt einen fertigen BC-Gyroid nach dem Trocknen.

Peristaltikpumpe

—
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Flusszelle
mit Gyroid
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\) Flowmeter fiache  wgm

Waschflasche

Flasche mit
Nahrmedium
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3D Versu;:hsaufbau

Abbildung 46: Flussdiagramm fir den 3D-Versuchsaufbau (links); (1) 3D-gedruckte
Gyroidkorper; (2) Flusszelle in der Flasche mit Einbau; (3) trockener Gyroid-Korper aus BC.

Die Konstruktionen der spateren Bewuchsflachen fiir die Gyroidkdrper wurden mit SolidWorks
konstruiert. Zuerst wurde eine Gyroid-Oberflache in einen Wirfel konstruiert und anschieR3end
die Halfte des Wirfels gefillt. Mit diesem Baustein wurden die Einbauten in die Flusszellen
zusammengebaut. Abbildung 47 zeigt die einzelnen Schritte bis zum fertigen Gyroid-Korper.

Abbildung 47: Konstruktion der Gyroid-Korper mit SolidWorks.

Aus dem Grundkoérper wurden drei verschiedene Varianten entwickelt. Abbildung 48 zeigt die
verschiedenen Template als Konstruktionszeichnung und als durchwachsene Korper mit
Biofilm, kurz nach der Ernte. Es hat sich herausgestellt, dass sich durch die verschiedenen
Geometrien unterschiedliche BC-Kdrper generieren lassen. Der BC-Korper des ersten Gyroids
aus Abbildung 48 ist nach auf3en hin geschlossen. Zwischen dem PLA-Templat und der
Flusszelle ist BC gewachsen und hat die Liicke ausgefiillt. Bei den offenen Konstruktionen
wachst der Mikroorganismus Uber den Gyroid hinaus und das Medium flie3t am Rand der
Flusszelle zum Ausgang der Flusszelle. Hier kdnnen Teilstrome des Mediums den Gyroid
Korper verlassen. Die Ausrichtung der BC-Fibrillen wird nicht so gleichmaRig, wie im
geschlossenen Kérper. Es hat sich herausgestellt, dass das Entfernen der PLA-Struktur bei
Form 1 und 2 schwerer zu bewerkstelligen ist, als bei Form 3. Mit dieser ummantelten Gyroid-
Struktur lassen sich schdnere Gyroide erzeugen, da die Mikroorganismen und die BC-
Produktion auf einen Raum begrenzt sind und das eingebrachte Medium durch den ganzen
Korper flie3t. Diese Abgrenzung zur Flusszelle erzeugt klarere Strukturen und keine
Ummantelung der Struktur mit BC, wie bei Form 1 und 2.
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Abbildung 48: Konstruktionszeichnungen und gewachsene Biofilme auf den PLA-Templaten:
(1) Komplette Gyroidstruktur fur die Flusszelle; (2) Gyroid-Saule mit konischen Zulaufen an
den Enden; (3) Gyroid-Saule wie bei Bild (2) nur mit einer PLA-Schicht ummantelt.

4.8.2. 3D-Materialien mit Macro- und Nanoporositat

Die Entwicklung von hierarchisch geordneten Materialien mit mafigeschneiderter Macro- und
Nanoporositat stellt auch weiterhin eine Herausforderung im Bereich der Materialentwicklung
dar. Derartige Materialen sind essentiell fir eine grof3e Zahl von Technologien, insbesondere
im Bereich des ,Tissue Engeneering®“. Die topographische Kontrolle ist beispielsweise fur die
Zellausrichtung (oder -migration) von eukaryotischen Zellen innerhalb der ausgerichteten
Poren im Knochen wichtig [314]. Torres et al. haben hierfur eine einfache Inverse-Template-
Strategie entwickelt, welche die Herstellung von nanofibrillaren Hydrogel-Gerlisten mit
definierter Macro- und Nanoporositat erméglicht. Das auflésbare Gyroid-Gerlst auf Basis
eines basenldslichen Harzes ermdglicht es nach der Infiltration mit Hydrogelen aus
hochkristallinen und steifen Cellulose Nano Fibrillen die Template einfach in schwach
alkalischen Losungen aufzuldsen. Auf diese Weise werden Hydrogel-Kopien des Gerlstes
erzeugt.

Fur die Herstellung gewachsener BC 3D-Korper in der zweiten Veroffentlichung wurde auch
eine Opferschablone verwendet. Der Ansatz ist im Prinzip @hnlich. Fir die BC-Gyroide wurden
PLA-Drucke verwendet und mit Dichlormethan gelést. Es konnten vollkommen
durchgewachsene BC-Gyroids aus dem Losungsmittel entnommen werden. Durch Waschen
und Quellen in vollentsalztem Wasser konnte die urspringliche BC-Struktur annéhernd
wiederhergestellt werden. Wéahrend des Gefriertrocknens sind die Proben um 10 % in der
Lange und 20 % im Durchmesser geschrumpft. Unter der Annahme, dass der Fillfaktor des
Gyroids von 0,5 beibehalten wurde, wurde die endglltige geometrische Dichte der
getrockneten Materialien im Inneren der Gyroidstreben auf 50 mg - cm™ geschatzt. Dieser
Wert liegt etwas Uber den publizierten Werten flr Aerogele aus Siliziumoxid, Aluminiumoxid,
Zinnoxid, Chromoxid, Kohlenstoff oder Kieselsaure [198]. Diese Aerogele zeigen
typischerweise Porositaten bis zu 99 %, Schittdichten im Bereich von 0,004-0,500 g - cm3
und Oberflachen zwischen 100 und 1000 m?-g? [315, 316]. Laut Heath et al. wurden
mesopordse BC-Aerogele aus stehend gewachsener BC mit einer durchschnittlichen Dichte
von 8,25 mg - cm und einer spezifischen Oberflache von 200 m? - g durch Losungsmittel-

61



austausch und KPT von K. xylinus Pellikeln hergestellt. Eigene Messung stehend
gewachsener, gereinigter und lyophylisierte BC-Proben haben &hnliche spezifische
Oberflachen von ca. 230 m? - g ergeben.

Bei den Messungen der eigenen Silica-Nachbildungen der rheotaktisch gewachsenen Gyroid
BC-Korper konnten durchschnittliche spezifische Oberflachen von A = 270+11 m?-g™*
gemessen werden. Die proportionalen Porengréf3enverteilungshistogramme zeigten eine
breite Verteilung der PorengroRen im Submikronbereich, mit einem bemerkenswerten
Maximum bei 20 nm. Durch das rheotaktische Wachstum durch den Gyroidkérper konnte eine
hohere Dichte und eine groRere Oberflache, als fur stehend gewachsene BC-Kdrper aus der
Literatur erzielt werden. Dies grindet auf dem kompakten Wachstum der K. sucrofermentans
unter den gegebenen strémungsdynamischen Gegebenheiten in der Gyroidform. Abbildung
49 zeigt eine Auswahl an Schnitten durch einen gefriergetrockneten Gyroid mit seiner PLA-
Vorlage.
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Abbildung 49: REM-Aufnahmen von Schnitten durch einen gefriergetrockneten Gyroid in der
PLA-Vorlage: (1) und (3) sind Querschnitte und (2) und (4) sind Langsschnitte aus der Probe.

In allen REM-Aufnahmen sind hierarchische BC-Strukturen erkennbar. Wie bei den stehend
gewachsenen Pellikeln wurde der BC-Kdrper auch hier in Schichten aufgebaut, die sich trotz
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permantent verandernder Strémungsgeschwindigkeiten und Querschnitten gleichmaRig
entwickelt haben. Der BC-Biofilm scheint die PLA-Form auf den vorhandenen Oberflachen
besiedelt zu haben und dann schichtweise, bis zum vollstandigen Verschluss der
Gyroidkanéle, gewachsen zu sein. Auf den Bildern sind die Stufen des 3D-Druck-Filaments
deutlich zu erkennen. Das weil3t ebenfalls darauf hin, dass sich auch ohne das Ldsen des
PLAs der BC-Korper beim Gefriertrocknen zusammenzieht.

Im Gegensatz zum Ansatz von Torres et al. und den anderen Methoden ziehen sich die
Cellulosefibrillen wie ein Netzwerk durch den ganzen 3D-Korper. Der Gyroid erleidet weder
bei der Behandlung mit Lésungsmittel noch durch das Autoklavieren einen Strukturverlust.
Laut Moon et al. wechselt Cellulose | (Eceiuose | = 138 GPa [317]) durch das Auflésen und
Regenerieren seine native kristalline Struktur zur mechanisch viel schwéacheren Kristallstruktur
der Cellulose Il (Cellulose Il, Eceiuose Il = 88 GPa [318]). Die fiir die Zahigkeit wichtigen nativen
kristallinen Abmessungen kénnen nicht regeneriert werden. Dieser Nachteil motivierte die
Forscher, native Cellulose zu isolieren [105]. Durch die bakterielle Herstellung der BC-Fibrillen,
an der gewilnschten Stelle im Material, bleibt die Cellulose | Struktur erhalten. Dies misste zu
einem hoheren Elastizitditsmodul des 3D-Korpers fuhren. Zugversuche wurden bisher mit den
rheotaktisch gewachsenen BC-Gyroid-Kdrpern noch nicht unternommen.

Das Einsatzgebiet der 3D-gewachsenen BC-Korper ist wie das der 2D-BC-Pellikel
vielversprechend. Theoretisch kdnnen die meisten der publizierten Verfahren der BC-
Kultivierung, des Pellikel-Managements, der Wasserentfernung und der chemischen
Modifikation auch auf die 3D-Kdrper angewandt werden.

Beantwortung der zweiten Hypothese:

2)  Monolithische Korper aus BC kénnen sowohl hierarchisch, pords, wie auch global
anisotrop strukturiert werden.
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5. Ausblick

Im Forschungsfeld der BC gibt es zahlreiche Mdoglichkeiten die eigene Arbeit mit den
Erkenntnissen anderer Forschungsgruppen zu vereinen und daraus neue Materialien oder
Anwendungsgebiete zu generieren. In den folgenden Abschnitten werden nur einige wenige
Ansatze beschrieben.

5.1. Zusatze zum Kultivierungsmedium fir die in vitro Veranderung der BC-
Struktur

BC ist ziemlich einzigartig im Vergleich zu anderen Cellulose-Mikrofibrillenquellen, da es einen
zuganglichen Weg gibt, um den BC-Mikrofibrillen-Biosyntheseprozess und die anfangliche
Mikrofibrillenkonfiguration innerhalb des Pellikels wahrend der Entstehung zu verandern [105].
Ibrahim et al. haben Wachstumsversuche mit den Farbstoffen: Fluorescent Brightener, Direct
Blue und Direct Red im Medium von K. xylinus durchgefihrt. Sie konnten mittels XRD
feststellen, dass die Farbstoffe die Cellulose direkt beeinflusst haben [319].

Die Zugabe von verschiedenen Chemikalien zum Medium ist verfahrenstechnisch eine
einfache Mdglichkeit, um in einem bestehenden System Anderungen zu implementieren.
Daher ist es naheliegend, auch fir die beiden entwickelten Methoden zur rheotaktischen
Ausrichtung der BC, solche Stoffe zu testen und die Veranderungen in der BC-Struktur zu
analysieren. Der Einfluss der Kristallinitat auf die Wasserbindekapazitat und Porenstruktur
wurde bereits diskutiert. Diese Veranderungen kdnnen die erzeugten Materialien flr neue
Anwendungen, wie beispielsweise die Gewebeziichtung, interessant machen.

5.2. Gewebezichtung (Tissue Engineering) mit BC

Eines der Hauptziele des Tissue Engineering ist die Herstellung dreidimensionaler Geruste mit
untereinander verbundenen Poren, um beschadigte oder deformierte Gewebe und Organe zu
rekonstruieren oder zu regenerieren [320]. Cellulosebasierte Materialien werden hier bereits
verwendet [17]. Die porésen 3D-Korper aus BC kdnnen beispielsweise als Coatingersatz fiir
Kollagen fir die Entwicklung von Nervenzellen verwendet werden [321]. Da bisher nur stehend
gewachsene BC verwendet wurden, ware es interessant zu sehen, wie die Zellen auf die
ausgerichteten Cellulosefibrillen reagieren und ob sich dadurch Verdnderungen in der
Zellbeschaffenheit, wie beispielsweise der Bildung von Neuronalen Netzwerken bei
Nervenzellen hervorrufen lassen [322]. Es wére winschenswert, dass die ausgerichteten
Cellulosefibrillen den Zellen als Template dienen kénnen und sich so langgestreckte
Nervenfasern ausbilden lassen.

5.3. Alternative Kohlenstoffquellen fir die BC produzierenden
Mikroorganismen

Die Verwendung von alternativen Kohlenstoffquellen fiir K. sucrofermentans ware die am
einfachsten und schnellsten zu bewerkstelligende Arbeit, um neue Materialien zu erhalten.
Revin et al. postulieren, dass ca. 30 % der Produktionskosten von BC Uber die Medien entsteht
[323]. Somit ware dies ein interessanter Ansatz, um das rheotaktische Verfahren zur
Ausrichtung der BC zukiinftig rentabel zu machen. Wie bereits erwahnt, kénnten sich hierdurch
auch neue Materialeigenschaften ergeben, da jedes Substrat einen Einfluss auf die BC-
Synthese und die BC-Fibrillen haben kann.
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5.4. Wundauflagen und Transplantate aus BC

Aus zahlreichen Publikationen ist die BC bereits als Wundauflage und Transplantat nach
Verbrennungen bekannt. Hier wird die hohe Wasserbindungskapazitat der Cellulosepellikel
und ihre Reinheit geschéatzt [26, 324]. Es werden bisweilen stehend gewachsene BC-Pellikel
oder Hydrogele aus geldster Cellulose verwendet. Im Vordergrund steht primér die Versorgung
der Hautstellen mit Feuchtigkeit und Medikamenten, sowie das schnelle SchlieRen der Wunde,
um Infektionen zu verhindern. Wird wie von Sajjad et al. und anderen Autoren die BC als
Hautersatz zur Gewebegeneration verwendet [325], ware es fir die Patienten angenehmer,
wenn diese Komposite auf die Bewegungsfreiheit und Dehnbarkeit der jeweiligen Hautstellen
abgestimmt werden kénnten. Mit der rheotaktischen Ausrichtung der BC konnte je nach Bedarf
eine Vorzugsrichtung in das BC Material eingebaut werden. In Anlehnung an die Idee von
Kapitel 5.2 kdénnten so auch Hautzellen mit Vorzugsrichtung erzeugt werden und die
Hautersatzauflagen auf den Patienten und die betroffene Hautstelle abgestimmt werden.

5.5. Verbundfilme mit BC

Fur die Verbundfilme mit BC, wird auf die Arbeiten von Nakagaito et al. zurtickgegriffen. Hier
wurden wahrend des Wachstums der BC-Filme bereits andere Partikel in das Medium der
Mikroorganismen gegeben. Durch das Cellulosenetzwerk wurden diese fest in das Material
eingebunden und neue Materialien mit besonderen Eigenschaften generiert [175]. Direkte
Vergleiche zwischen BC-Verbundfolien und reinen BC-Filmen sind schwierig, da die
Verbundfolien typischerweise einen geringeren Volumenanteil an BC-Mikrofibrillen aufweisen
und es eine Anderung in der Fibrillenmorphologie gibt [105]. Diese Idee kann dennoch fiir die
Erzeugung verschiedenster Verbundfolien verwendet werden. Ob dies auch bei einem
rheotaktischen Aufbau méglich ist, kdnnte Uberprift werden. Sollte dies moglich sein, so hétten
diese Materialien eine Vorzugsrichtung und dadurch wéren sie in die ehemalige Flussrichtung
des Mediums elastischer, was zu neuen Einsatzméglichkeiten dieser Verbundwerkstoffe
fuhren konnte.

5.6. Rheotaktisch ausgerichtete EPS anderer Mikroorganismen

Mit den beiden entwickelten Methoden fir das Wachstum von 2D- und 3D-Strukturen aus
bakterieller EPS kdnnen generell auch andere Bakterienarten kultiviert werden. Tabelle 7 flhrt
weitere BC-produzierende Mikroorganismen auf, deren Tauglichkeit getestet werden konnte.
Moglicherweise lieRen sich Kahmhé&ute aus BC mit anderen Eigenschaften herstellen, da die
Physiologie der Bakterien und deren BC-Synthese unterschiedlich sind.

Neben der BC sind noch weitere EPS bekannt, wie in Tabelle 6 aufgefihrt wurde. Die
wasserloslichen EPS kénnten durch Quervernetzung stabilisiert und die Eigenschaften der
neu entstandenen Materialien getestet werden. So ware es auch mdglich andere EPS-
produzierende Mikroorganismen zu verwenden. Vermutlich misste der Versuchsaufbau auf
die jeweiligen Besonderheiten der Mikroorganismen, wie aerobe oder anaerobe Lebensweise,
Néahrstoffbedarf, Viskositat der EPS usw. angepasst werden. Durch den Einsatz einer 3D-
gedruckten Bewuchsflache ist dies aber relativ leicht zu bewerkstelligen.
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5.7. Materialien mit Vorzugsrichtung aus Eukaryoten und Pilzen

Die wasserbestandigen Polysaccharide Chitin und Chitosan werden nur von Pilzen der
Ordnung Mucorales [307] zur Stabilisierung der Zellwand produziert. Ihre Hyphen kdnnen bei
gunstiger Nahrstoffversorgung theoretisch unbegrenzt weiterwachsen. Das Myzel wachst
dabei jedoch nicht gerade, sondern gleichzeitig in alle Richtungen. Diese Eigenschaft ist fur
die Abformung und Fullung von Strukturen interessant, scheint bisher aber nicht fir einen
rheotaktischen Versuchsaufbau geeignet zu sein. Moglicherweise lassen sich diese
Lebewesen durch Taxien manipulieren und somit Feststoffe mit gewachsener Vorzugsrichtung
aus Chitin und Chitosan generieren.

Hefen kénnen auch verschiedene EPS wie beispielsweise Phosphomannan, bilden [326]. Da
Hefen den Mikroorganismen in ihrer GréRe und Kultivierung ahnlich sind, konnte der
bestehende Versuchsaufbau vermutlich auch dafiir verwendet werden.

Neben den Pilzen kénnten EPS-produzierende Algen fir den Aufbau von gerichteten
Materialien eingesetzt werden. Es ist bekannt, dass Algen, ebenso wie die Bakterien, Biofilme
generieren konnen. Xiao et al. beschreiben eine Reihe von interessanten Algenarten und
deren EPS [326, 327]. Da Algen Photosynthese betreiben, misste der Versuchsaufbau eine
Lichtquelle beinhalten und auf weitere Besonderheiten der jeweiligen Spezies abgestimmt
werden.
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Anhang
Erste Verotffentlichung:

GMACH, Yvonne; VAN OPDENBOSCH, Daniel. Structural and mechanical anisotropy in
rheotactically aligned bacterial cellulose. Cellulose, 2022, 29. Jg., Nr. 16, S. 8521-8537.

Zusammenfassung der ersten Publikation

In dieser ersten Veroffentlichung wird der Versuchsaufbau und das rheotaktische Wachstum
der Essigsaurebakterien K. sucrofermentans auf flachen Oberflachen beschrieben. Der eigens
hierfir konstruierte Einbau in einen Weithalsflaschen-Fermenter ist eine Weiterentwicklung
des Bioreaktors mit geneigter Ebene. In der verwendeten Version verteilt eine Dise den
Volumenstrom des Mediums uber eine Bewuchsflache, welche mit wachstumsinduzierenden
Hindernissen versehen ist. Im Laufe der Inkubationszeit bildet sich ein Biofilm auf der
Oberflache der Bewuchsflache. Durch verschiedene Reinigungsschritte und die Trocknung an
der Luft entsteht aus dem Hydrogel ein festes, papierartiges Material. Die Cellulosematrix
besteht aus ausgerichteten, verdrillten und verwobenen Cellulose-Nanofibrillen, welche zu
einer Vorzugsrichtung im Material fihren und dadurch besondere physikalische Eigenschaften
generieren. Diese wurden durch Rontgenbeugung, Rasterelektronenmikroskopie, optischer
Mikroskopie und mechanischer Prifung charakterisiert. Das Biomaterial weil3t grofl3e
Unterschiede in der Zahigkeit auf. Diese resultieren aus Unterschieden in der Bruchdehnung
und der stark anisotropen Starken der Prifkorper. Es werden rheotaktische Wachstums-
merkmale der Essigsaurebakterien, die Ausrichtung der Cellulosefibrillen, die richtungs-
mechanischen Eigenschaften, strukturelle und mechanische Anisotropien und kristalline
Phaseneigenschaften diskutiert und mit stehend gewachsenen Cellulosepelikeln und
Beispielen aus der Literatur verglichen. Die mechanische und strukturelle Anisotropie wird in
nativen bakteriellen Cellulosehdutchen bewertet und eine vorlaufige Grenze der erreichbaren
strukturellen Ausrichtung in BC, sowie eine Korrelation zwischen Kristallinitdt und Unordnung
in der kristallinen Phase von BC vorgestellt.
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Zweite Verdffentlichung:

GMACH, Yvonne; VAN OPDENBOSCH, Daniel. Threedimensionally patterned,
hierarchically and anisotropically structured bacterial cellulose. Materials Research
Express, 2023, 10. Jg., Nr. 3, S. 035401.

Zusammenfassung der zweiten Publikation

In der zweiten Veroffentlichung wird gezeigt, dass neben 2D-Materialien aus bakterieller
Cellulose auch 3D-Cellulosemonolithe, mithilfe eines rheotaktisch beeinflussten Wachstums
der Essigsaurebakterien K. sucrofermentans generiert werden konnen. Der entwickelte
Versuchsaufbau der ersten Publikation wird um eine Flusszelle erweitert. Als Beispiel fir einen
3D-Karper, wird ein FDM-3D-Druck gefertigter Gyroid aus PLA als Wachstumsvorlage fir die
Essigsaurebakterien eingebaut und nach dem vollstandigen Durchwachsen mit Lésungsmittel
entfernt. Es bleibt ein Negativ der Gyroidstruktur aus bakterieller Cellulose zuriick, welche
durch Gefriertrocknung ihre makroskopisch monolithische und hierarchisch anisotrop
organisierte Struktur behalt. Das stromungsgerichtete Wachstum der Essigsaurebakterien
durch die Gyroid-Struktur wird durch die Analyse der bakteriellen Cellulose mittels
Rasterelektronenmikroskop Uberprft. Polarisationsfotografien von Schnitten durch den 3D-
Korper geben Aufschluss Uber die Ausrichtung der Cellulosefibrillen im Inneren des Gyroids.
Durch die B.E.T.-Messung wird die innere Oberflache des Materials sowie die
PorengroRenverteilung der nanoskaligen Prazisions-Silica-Nachbildungen  bestimmt.
SchlieBlich werden die strukturelle Anisotropie auf der Cellulosefaserebene, die auftretende
Schrumpfung bei der Verarbeitung und die daraus resultierenden Eigenschaften der
Cellulosemonolithe diskutiert. Die erzielte Strebendichte mit 50 mg - cm= und die bevorzugte
Orientierung der Cellulose innerhalb der Streben sind wesentliche Erkenntnisse der Arbeit und
sind ebenso Teil der Diskussion.
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Tabelle 6: Auswahl an mdglichen Biopolymeren flr die Dissertation, deren Léslichkeit in Wasser und Besonderheiten.

EPS Produzent Domane Loslichkeit in Besonderheiten/Verwendung Quellen
Wasser
Acetan Acetobacter xylinum Prokaryot ja [268]
Alginat Azotobacter vinelandii, Prokaryot, Schlecht l6slich in  In  Anwesenheit von mono- und [210, 328,
Pseudomonas aeruginosa Eukaryot > Alge kaltem Wasser divalenten Kationen bilden sie 329]
viskose Losungen oder Gele.
Amylovoran Erwinia amylovora Prokaryot ja Kapsel EPS [330]
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus Prokaryot ja Tensid, bindet Schwermetalle [331, 332]
Carrageenan Chondrus crispu Eukaryot - Alge ja temperaturbestandiges Geliermittel [333]
und Emulgator fur Light-Produkte
Cellulose Acetobacter xylinum Prokaryot, nein Wundauflagen, veganes Fleisch, [210, 328,
Eukaryot > Pflanze veganes Leder 329, 334]
Chitosan Mucorales spp. Eukaryot - Pilz nein Fettbindung, Bindung von [326]
Schwermetallen
Chitin Saccharomyces cerevisiae, Eukaryot - Pilz nein Strukturgebend, durchscheinend, [326]
Aspergillus fumigatus biegsam, elastisch und ziemlich zah
Curdlan Alcaligenes faecalis var. myxogenes, Prokaryot, Schlecht 16slich Geliermittel, [328, 329,
Rhizobium meliloti, Agrobacterium Eukaryot > Alge Immobilisierungsmatrix, in anti- 335]
radiobacter AIDS Medikamenten
Cyclosophoran  Agrobacterium spp., Rhizobium spp., Prokaryot - - [336]
Xanthomonas spp
Dextran Leuconostoc mesenteroides subsp.  Prokaryot Ja, abhangig von Dient L. mesenteroides nicht als [210, 329,
dextranicum; Lactobacillus hilgardii der Verzweigung Speicherstoff. Medizin als Blut- 337-339]
plasmaersatz
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus Prokaryot ja Verwendung wie Alginat z.B. fiir die [328]
Immobilisierung von Zellen und
Enzymen, technischer Emulgator fur
Ol-in-Wasser Emulsionen
Galactoglucan Achromobacter spp., Agrobacterium  Prokaryot - - [328]
radiobacter, Pseudomonas
marginalis, Rhizobium spp., Zooglea'
spp.
Gellan Aureomonas elodea; Azotobacter Prokaryot ja Deacetyliert als Verfestigung von [340]

chroococcum, Sphingomonas
paucimobilis
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Kulturmedien, nativ ein elastisches
Gel, als Agar-Ersatz verwendbar bei
Temperaturen bis 120 °C.



Glucuronan —
modifziertes
Succinoglycan
Hyaluronsaure

Indican
Kefiran

Laminarin
Lentinan
Leucosin
Levan

Mauran

Mutan
N-acetyl-
glucosamine
N-acetyl-
heparosan
Pleuran

Pullulan

Rhamsan

Scleroglucan
Schizophyllan

Stewartan

Sinorhizobium meliloti
Streptococcus equi, Streptococcus
zooepdemicus

Beijerinckia indica
Lactobacillus hilgardii

Laminaria sp.
Lentinus edodes
Laminaria sp.

Alcaligenes viscosus, Zymomonas
mobilis, Bacillus subitilis

Halomonas maura

Streptococcus mutans
Staphylococcus epidermidis
Escherichia coli

Pleurotus ostreatus
Aureobasidium pullulans

Sphingomonas spp.

Sclerotium rolfsii, Sclerotium delfinii,
Sclerotium glucanicum
Schizophyllum commune

Pantoea stewartii subsp. stewartii,
Erwinia stewartii

Prokaryot
Prokaryot
Beijerinckia indica
Beijerinckia indica

Eukaryot - Alge
Eukaryot = Pilz
Eukaryot > Alge
Prokaryot

Prokaryot

Prokaryot
Prokaryot
Prokaryot

Eukaryot = Pilz
Eukaryot = Pilz

Prokaryot

Eukaryot = Pilz
Eukaryot - Pilz

Prokaryot
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ja

ja

ja

ja

ja

Uberwiegend
unldslich

ja

ja

ja
ja

ja

Kommt als Kapsel um die Bakterien
vor. Viskoelastischer und pseudo-
plastischer Charakter.

Kefir Kérner bestehen aus 45 % des
EPS.

Levan gehdrt zu den Fruktanen.
Schlechte chemische Stabilitat,
hitzestabil, bildet kein Gel.

EPS aus der antarktischen See.
Bindet eine Reihe von Schermetall-
Kationen, stabil unter hohen
Salzkonzentrationen, Gefrieren, ...

Stabilitdt und Speicher der Pilze, fur
Menschen unverdaulich.

Erhoht mit zunehmender
Konzentration die Viskositat in der
wassrigen Ldsung stark, birgt
eigenartige rheologische Eigen-
schaften.

Viskositat  fur  Olriickgewinnung,
thermostabiler als Xanthan.
Arrangiert sich zu einer Triple-Helix
in wassrigen Lésungen.

Kapsel EPS

[341]

[328]

[328]

[328]

[328, 329]

[328, 342,
343]

[326, 328]

[328]

[326]
[326]

[330, 344]



Succinoglycan

Xanthan

Welan

Zymosan

Alcaligenes faecalis var. myxogenes,
Sinorhizobium meliloti
Xanthomonas campestris

Alcaligenes spp., Sphingomonas
spp.

Hefen

Prokaryot

Prokaryot

Prokaryot

Eukaryot - Pilz

ja

ja

ja

Temperaturabhéniges pseudoplas-
tisches Verhalten, selbstheilend und
selbstnivellierend, bildet keine Gele
sondern Lésungen

Hoch viskose wassrige Lodsungen;
E415, Ballaststoff

Thermostabil, pH-stabil, stabil in
Salzlésungen, behalt seine Viskosi-
tat bei hoheren Temperaturen bei.

[328, 329]

[210, 329,
345]
[328, 346]
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Tabelle 7: BC produzierende Mikroorganismen, deren Zellwandstruktur und Art der BC [40,
76, 78, 222, 236, 347].

Organismus Zellwandstruktur  Art der produzierten BC Gefahrdungsklasse*

(Genus)

Acetobacter Gram-negativ Extrazellulare Pellikel, R1 (65 von 65)
Cellulose Bander

Achromobacter Gram-negativ Cellulose Fibrillen R1 (11 von 21)

Aerobacter Gram-negativ Cellulose Fibrillen R1 (54 von 54)

Agrobacterium
Alcaligenes

Burkholderia

Gram-negativ
Gram-negativ

Gram-negativ

Kurze Fibrillen

Cellulose Fibrillen

R1 (13 von 13)
R1 (20 von 26)
R1 (103 von 123)

Dickeya Gram-negativ - R1 (9 von 9)
Erwinia Gram-negativ - R1 (39 von 41)
Escherichia Gram-negativ - R1 (2 von 10)
Pseudomonas Gram-negativ Keine deutlichen Fibrillen R1 (256 von 272)
Rhizobium Gram-negativ Kurze Fibrillen R1 (208 von 208)
Salmonella Gram-negativ - R1 (1 von 13)
Sarcina Gram-positiv Amorphe Cellulose R1 (46 von 47)
Zoogloea Gram-negativ Schlecht definierte Cellulose R1 (5 von 5)

* Suche mit: https://biostoffe.dguv.de am 09.12.2022
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Acetobacter cerevisiae LMG 16257 (AJ419843)
9 Acetobacter malorum LMG 17467 (AJ419844)
-Acetobacter orleanensis LMG 1583" (AJ419845)
Acelobacter indonesiensis NRIC 03137 (AB032356)
Acetobacter cibinongensis 4H-17 (AB052710)
™'—Acetobacter orlentalis 21F-27 (AB052706)
Acetobacter senegalensis CWBI-B418" (AYB83036)
% Acetobacter tropicalis NRIC 03127 (AB032354)
Acetobacter estunensis LMG 16267 (AJ419838)
Acetobacter oeni B13" (AY829472)
Acetobacter aceti NBRC 148187 (X74066)
Acetobacter nitrogenifigens RG1" (AY669513)
‘Acetobacter peroxydans IFO 13755" (AB032352)
Acelobacter pasteurianus LMD 22.17 (X71863)
"Acetobacter pomorum LMG 18848" (AJ419835)
Acetobacter fabarum 985" (AM905849)
Acetobacter lovaniensis LMG 16177 (AJ419837)
ghanaensis R-29337" (EF030713)
8- Acetobacter syzygil 9H-27 (AB052712)
1 Neokomagataea tanensis isolate AH13" (AB513364)
o Neokomagataea thailandica isolate AH11" (AB513363)
Saccharibacter fioricola strain S-877" (AB110421)
Gluconobacter japonicus NBRC 32717 (AB253435)
#©!-Gluconobactor frateurii NBRC 3264" (X82290)
& Gluconobacter thailandicus F149-17 (AB128050)
u Gluconobacter wancherniae isolate AC42" (AB511060)
Gluconobacter cerinus NBRC 32677 (AB063286)
r Gluconobacter roseus NBRC 39907 (AB178429)
Gluconobacter oxydans NBRC 14819" (X73820)
s8| [~Gluconobacter kanchanaburiensis BCC 15889" (AB459530)
77| [Gluconobacter sphaericus NBRC 12467" (AB178431)
so{ Gluconobacter albidus NBRC 32507 (AB178392)
Gluconobacter kondonii NBRC 3266 (AB178405)
Tanticharoenia sakaeratensis strain AC37 (AB304087)
b Ameyamaea chiangmaiensis isolate AC04" (AB303366)
Asala krungthepensis AA 08" (AB102953)
Asala bogorensis strain 717 (AB025928)
Asaia lannensis AB 92" (AB286050)
Asaia prunefiaeT-153T (AB485741)
spathodeae GB 23-2" (AB511277)
74| Asala siamensis 860-1" (AB035416)
Asaia plaicodi T-683" (AB485738)
Asala astibesT-6133" (AB485740)
Swarninathania salitolerans PA 517 (AF459454)
_:Nmasafs chiangmalensis AC 28" (AB524503)
0 Kozakia ballensisYo-3" (AB056321)
Acidomonas methanolica LMG 16687 (X77468)
Gluconacetobacter azotocaptans CFN-Ca54" (AF192761)
Gluconacefobacter johannae CFN-Cf55 (AF111841)
Gluconacetobacter diazotrophicus ATCC 49037 (X75618)
Gluconacetobacter liquefaciens IFO 12388" (X75617)
%"—Gluconacetobacter sacchari SRI 1794" (AF127407)
K. saccharivorans LMG 15827 (AJ012466)
K. hansenii NCIB 87467 (X75620)
K. kombuchae strain RG3" (AY688433)
K. entanii LTH 4560" (AJ251110)
K. rhaeticus straln DST GLO2" (AY180961)
K. Intermedius TF2" (Y14694)
K. oboediens LTH 2460" (AJ001631)
K. xylinus NCIB 11684" (X75619)
ul K. sucrofermentans LMG 187887 (AJ007698)
K. natalcols LMG 1536" (AB166743)
K. swings!i straln DST GL01" (AY180960)
K. suropaeus 61607 (Z21936)
Granulibacter bethesdensis CGDNIH1" (AY788950)
Acidocella facilis ATCC 359047 (D30774)

L
0.008

Abbildung 50: Original Abbildung von Yamada, Hoshino und Ishikawa 1998 [52]: Vorschlag

von Komagatabacter gen. nov., fir Stdmme, die der Gluconacetobacter xylinus-Gruppe in den
a-Proteobakterien angehdren. Mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages.

Es ist die phylogenetische Beziehung der Gattungen Gluconacetobacter und Komagatabacter
zu sehen. Der phylogenetische Baum wurde auf der Grundlage von 16S-rRNA-Gensequenzen
durch das Neighbour-Joining-Verfahren konstruiert. Als Auf3engruppe wurde der Typstamm
Acidocella facilis verwendet. Die Zahlen an den Knoten geben Bootstrap-Werte (%) an, die
von 1.000 Replikationen abgeleitet wurden.
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Abbildung 51: Computergestitztes Modell und Molekulardynamik (MD)-Simulation der
Cellulosesynthase-Untereinheit D-Octamer (CesD) aus Komagataeibacter hansenii;
Nachdruck aus Uto et al. [89] mit freundlicher Genehmigung von Copyright © 2021, American
Chemical Society.

Hier ist im Original zu sehen, wie sich die Autoren die Bildung der Celluloseketten in der
Cellulosesynthase-Untereinheit vorstellen. Sie postulieren, dass sich die die Konformationen
der Glukosemolekiile (Bzs, “C1 und 2S,) verandern.

EDX-Spektrum der Kristalle aus dem GHC-Medium:

cps/eV

Au

Abbildung 52: EDX-Spektrum von einem der Kristalle aus dem GHC-Medium nach der
Kultivierung mit Komagataeibacter. Mit 13,39 Gew.-% Kohlenstoff, 19,34 Gew.-% Sauerstoff,
60,95 Gew.-% Kalzium und 6,25 Gew.-% Gold vom Sputtern.
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