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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Acetobacter xylinum und bakteriell synthetisierte Cellulose

Neben den Pflanzen als bedeutendster Cellulose-Quelle liefert auch das Bakterium
Acetobacter xylinum (AX) ein B-(1—4)-Glucan, die Bakteriencellulose (BC).

Bezliglich der Taxonomie gehért Acetobacter aceti subsp. xylinum (nach aktueller
Nomenklatur: Gluconacetobacter xylinus subsp. xylinus) zur Art Gluconacetobacter
xylinus. Diese zahlt zur Gattung Gluconacetobacter aus der Familie der Acetobacteraceae
[http://sn2000.taxonomy.nl]. Nach der Zellwand-Beschaffenheit zdhlen sie zu den
gramnegativen Bakterien. Generell stellen Bakterien das Reich der prokaryotischen
Einzeller dar, d.h., sie besitzen noch keinen echten, also einen von einer Membran
umgebenen, Zellkern. Sie vermehren sich durch Zweiteilung. [Rehm, 1974]

Pflanzliche, zuckerhaltige Substanz, wie z.B. reifes Obst, aber auch stehende Gewdsser
stellen den natirlichen Lebensraum fiir Acetobacter xylinum dar. Der Mikroorganismus
lebt aerob, chemoorganotroph und hinsichtlich seines Temperatur-Optimums mesophil.
AX bevorzugt pH-Werte zwischen 4 und 6 und gehdrt zu den Suboxidanten, die
Kohlendioxid nur langsam bilden und eher unvollstéandig oxidierte Zwischenprodukte (wie
Acetat oder Gluconat) abgeben. Die Zellen sind ellipsoidal bis stébchenférmig und 1 - 4
Mm lang bzw. 0,6 - 0,8 pm im Durchmesser. [Pilz, 2001]

Die in flissigem Medium gebildete Cellulose-Schicht dient in erster Linie als
Flotationshilfe, wobei ausgeschiedene CO, - Gasblasen das Aufschwimmen erleichtern.
So koénnen die AX-Bakterienzellen an der Grenzflaiche zwischen Flissigkeit und
Atmosphare einerseits Zugang zu ihren Nahrstoffen und andererseits die Aufnahme von
Sauerstoff gewahrleisten. In enger Symbiose werden in diesem Cellulose-Geflecht oft
auch Hefen mit eingeschlossen, ein bekanntes Beispiel ist der aus RuBland bekannte
Kefirpilz. Andererseits kdnnen fremde Nahrungskonkurrenten ferngehalten werden. Eine
weitere Funktion der Bakteriencellulose ist wahrscheinlich der Schutz der Zellen vor UV-
Licht. [Pilz, 2001]
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Abb. 1: Strukturformel von Cellulose
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Acetobacter xylinum ist der wichtigste Mikroorganismus flr Untersuchungen von
bakterieller Cellulose-Biosynthese und -Kristallisation unter Laborbedingungen [Haigler,
1991; Kuga und Brown, 1991; Ross et al., 1991; Vandamme et al., 1998].
Lebensgrundlage fir die Kultivierung von AX bildet ein komplexes Ndhrmedium; als
Standard gilt das Hestrin-Schramm-Medium (HS-Medium), in dem als C-Quelle Glucose
gegeben wird [Hestrin und Schramm, 1954]. Die eingesetzte Glucose wird bis zu 40%
maximaler Ausbeute in Cellulose-Produkt umgewandelt [Klemm et al., 2001].
AX produziert extrazellular Cellulose (Abb. 1). Die Cellulosesynthase-Enzymkomplexe
sind an der Cytoplasma-Membran der Zelle lokalisiert, sie hehmen aus dem Zellinneren
die Substrate auf und geben nach auBen Cellulosestréange ab. Die Polymerisation der
Cellulose erfolgt unidirektional, aus diesem Grund bildet AX normalerweise die
polymorphe Form Cellulose I, die durch parallel angeordnete Ketten gekennzeichnet ist.
Dabei werden die naszierenden Molekile eines Enzymkomplexes zu Mikrofibrillen
zusammengefaBt. Mehrere gleichzeitig ausgeschiedene Mikrofibrillen verschiedener
Enzymkomplexe einer Zelle vereinigen sich bei Rotation und Translation der Zelle zu
Cellulosefasern mit einer Breite von ca. 40 bis 60 nm. [Haigler und Benziman, 1982]
Die Cellulosesynthase-Enzyme werden interessanterweise noch vor der Zellteilung
dupliziert, wodurch jede Tochterzelle sofort mit dem vollstdndigen Zubehér zur Cellulose-
Produktion ausgestattet ist [Brown et al., 1976]. Es werden mehrere verschiedene Wege
fur die Cellulose-Biosynthese diskutiert, letztendlich ist das Substrat fir die
Cellulosesynthase aber UDP-Glucose, in welche die zur Verfiigung stehende C-Quelle
zunachst umgewandelt werden muB [Ross et al.,1987].
Die Kristallisation der Cellulosefasern erfolgt nach der Polymerisation auBerhalb der
Zelle. Innerhalb der Fasern sind die Molekile Uber Wasserstoff-Briickenbindungen
miteinander vernetzt, wodurch die inneren hydrophilen Gruppen maskiert sind und das
Polysaccharid wasserunléslich ist. [Pilz, 2001] Bei Entstehung in waBrigem Medium sind
die Fasern auBen jedoch von Wasserschichten umhillt. Dieses Wasser kann sogar
auBerordentlich gut zurickgehalten werden [Klemm et al., 2003]. Erst bei Trocknung
kommt es zur irreversiblen Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen den Fasern [Colvin
und Leppard, 1977].
Da sich die aktiven Bakterien in einer fllissigen Standkultur immer in Sauerstoffndhe und
damit an der Oberflache der Flissigkeit aufhalten, wird das Cellulose-Vlies schichtweise
hergestellt, und zwar so, daB die oberste, horizontale Cellulose-Schicht die jlingste,
aktuellste ist. Mittels Rasterelektronenmikroskopie 1aBt sich diese planare Orientierung
ausgezeichnet erkennen. Die Schichten sind mehr oder weniger stark miteinander
vernetzt. In einer solchen Schicht-Ebene wird ein ultrafeines Netzwerk errichtet, wobei
eine Zelle eine Cellulosefaser mit einer Geschwindigkeit von ca. 2 nm pro Minute
produziert. Die Faserlange liegt bei etwa 10 um. [Yamanaka und Watanabe, 1994] Die
Verdopplungszeit einer AX-Zelle in statischer Kultur wird mit 8 - 10 h angegeben
2
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[Cannon und Anderson, 1991]. Der Polymerisationsgrad (DP) variiert in der Literatur von
2000 - 12700 [Salmon und Hudson, 1997; Yamanaka und Watanabe, 1994].

Im Gegensatz zur Pflanzencellulose ist Bakteriencellulose ausgezeichnet durch ihre hohe
Kristallinitat und Reinheit (frei von anderen biogenen Begleitprodukten wie
Hemicellulosen und Lignin), eine hohe mechanische Belastbarkeit in nassem Zustand und
ein groBes Wasserrickhaltevermégen [White und Brown, 1989; Brown, 1992]. Aufgrund
der sehr guten Biokompatibilitét eignet sich das Material bspw. hervorragend als
Schutzauflage bei der Wundheilung (BioFill) [Fontana et al., 1990]. Formt man BC
wahrend der Kultivierung zu Hohlkérpern, 1aBt sich BActerial SYnthesized Cellulose
(BASYC) als BlutgefaB-Ersatz verwenden. Die geringe innere Oberflachenrauhigkeit
dieser Implantate sowie die komplette Vitalisierung von BASYC in Experimenten an
Ratten demonstrieren das hohe Potential der BC als Biomaterial fur medizinische
Anwendungen. [Klemm et al., 2001]

Besonders die guten akustischen Eigenschaften von getrockneter BC dienen der
Anwendung als Audiokopfhorer-Diaphragma fiir SONY. So |aBt sich ein qualitativ
besserer Sound reproduzieren als mit konventionellen Kopfhérermembranen. [Yamanaka
und Watanabe, 1994] Auf der Gundlage von BC wurden Filter entwickelt, die sich nicht
nur zur Ultrafiltration, sondern auch fiir Membranseparationstechniken eignen, z.B. flr
die Trennung von waBrigen Ethanol-Lésungen durch Verdunstung [Takai et al., 1991]
oder zur Klarung von Fruchtsaften [Krystynowicz et al., 2000]. Auch als didtischer
Zusatzstoff in der Lebensmittelindustrie ist Bakteriencellulose im Gebrauch, wie als Nata
auf den Philippinen [White und Brown, 1989].

1.2 Synthesestrategien zur Herstellung von Bakteriencellulose

Wahrend sich die Gestaltungsmdglichkeiten einer einfachen chemischen Synthese-
Reaktion auf die Wahl der Ausgangsstoffe, ihres Stoffmengenverhaltnisses, des
Lésungsmittels, eines Katalysators, der Temperatur und der Reaktionsdauer beschranken
(Abb. 2a), finden sich bei der Durchfiihrung einer Biosynthese zahlreiche
Variationsmadglichkeiten, selbst wenn nur ein einziges Produkt (BC) erhalten werden soll
und die Bakterienspezies (AX) vorgegeben ist (Abb. 2b).
Das Nahrmedium stellt die Lebensgrundlage fiir die Bakterien dar, hier sollten alle
lebensnotwendigen Bestandteile sowie der Ausgangsstoff zur Cellulose-Produktion
enthalten sein. Innerhalb dieses Rahmens bestehen aber eine ganze Reihe von
Zusammensetzungsmaoglichkeiten, damit verbunden auch pH- und Konzentrations-
Spielraume. Neben Glucose als C-Quelle werden z.B. auch Fructose, Mannitol, Galactose,
Glycerin, Saccharose oder Cellobiose zur Cellulose-Bildung verwendet [Hibbert und
Barsha, 1931; Barsha und Hibbert, 1934; Shirk und Greathouse, 1952]. Das Produkt
bleibt immer Cellulose, chemisch (molekulare Struktur) véllig identisch mit der
3
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Pflanzencellulose, aber die verschiedenen Ausgangsstoffe fihren allein schon zu groBen
Schwankungen in der BC-Ausbeute [Jonas und Farah, 1998]. Offen bleibt allerdings die

Frage nach dem EinfluB auf die supramolekulare Struktur des Cellulosenetzwerkes.

a) Stéchiometrisches Stéchiometrisches Temperatur,
Verhaltnis zu B, Verhaltnis zu A, Reaktionsdauer,
Austausch durch A' Austausch durch B' Lésungsmittel,
Katalysator
A + B — C
b) )
Acetobacter Xylinum Bakterien-
n Glucose >~ cellulose
Zusammensetzung Inokulations- Inkubations-
des Nahrmediums: bedingungen: bedingungen:
Variation der C-Quelle, Stammauswahl, Temperatur, Licht,
Variation der N-Quelle, Alter der Zellen, Néhrmediumsvolumen,
Variation der anorg. Zellzahl, GefaBart, -form,
Bestandteile, Kolonie / Suspension 0>-Verhaltnisse,
Variation des pH-Wertes, Fest- oder FlUssigkultur,
Zusatze zum Standard- Stand- oder Schiuttelkultur,
Nahrmedium Inkubationsdauer

Abb. 2: Schema flir Synthesestrategien und Gestaltungsméglichkeiten von
a) einer einfachen modellhaften chemischen Reaktion bzw.

b) einer Biosynthese von Bakteriencellulose

Zudem kann man der Nahrldsung auch Additive zusetzen. So wirken sich
Carboxymethylcellulose (CMC) oder Methylcellulose (MC) offensichtlich auf die
Aggregation und die Kristallisation der Cellulosefibrillen aus [Ben-Hayyim und Ohad,
1965; Yamamoto und Horii, 1994; Yamamoto et al., 1996]. Diese wasserloslichen
Polymere CMC bzw. MC werden in das BC-Gerist bis zu 30% (m/m) mit eingelagert
[Takai et al., 1991], und die Produkte haben eine erhdhte Wasseradsorptionsfahigkeit
[Brown, 1990]. Solche BC-CMC-Komposite besitzen eine groBere spezifische
Adsorptionskapazitat fur Blei-Ionen, verglichen mit reiner BC bzw. CMC [Sakairi et al.,
1998; Tokura et al., 1998]. Wahrend BC-CMC komplett durch Cellulasen abbaubar ist,
wird BC-MC nur zu 20-40% biologisch abgebaut [Tajima et al., 1995]. Setzt man dem
Nédhrmedium das wasserlésliche Polymer Polyvinylalkohol (PVA) zu, kann man in
Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad des PVA Vliese mit unterschiedlicher Morphologie
erhalten, wobei aber der Grund noch ungeklart ist [Kai und Kobayashi, 1992]. Da

unterschiedliche Acetobacter-Stamme auf abgednderte Nahrmedien ganz verschieden in

4
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ihrer Produktbildung reagieren [Bonusfield et al., 1947; Masaoka et al., 1993; Tanaka et
al., 1998], ist es von groBer Wichtigkeit, detailliert zu untersuchen, wie sich der AX-
Stamm des Institutes flr Organische Chemie und Makromolekulare Chemie (IOMC) der
Universitat Jena AX5 in Gegenwart solcher Zusatze verhalt bzw. welche strukturellen
Eigenschaften dann sein Cellulose-Geflecht besitzt. Gerade vor dem Hintergrund der
BASYC-Rdhrchen ware es von groBem Vorteil, die Material-Struktur gezielt modifizieren
zu kénnen.

Neben der Zusammensetzung des Nahrmediums sind die Inokulationsbedingungen von
Bedeutung. Damit sind die Auswahl eines AX-Stammes, die Art des Inokulums (Zell-
Kolonie von einer Agar-Platte oder Zell-Suspension aus einer Vorkulturldsung), die
Zellzahl sowie das Alter der Zellen gemeint. Auch hier ergeben sich etliche
Kombinationsmdéglichkeiten, die einen EinfluB auf Cellulose-Ausbeute, Vliesdicke und
Netzwerkstruktur austben.

Eine weitere Stellschraube sind die Inkubationsbedingungen. Dazu zahlen alle dauBeren
Einflisse auf eine Bakterienkultur wahrend der Kultivierung, d.h. wahrend der Cellulose-
Biosynthese. Temperatur-, Licht- und Sauerstoff-Verhaltnisse, Inkubationsdauer,
Ndhrmediumsvolumen und -zustand (fest oder flissig) sind ganz entscheidende
Faktoren. Ebenso haben das Material und die Form des KulturgefdBes sowie eine
mogliche Bewegung (statische, geschiittelte oder rotierte Kultur) und Bewegungsgrad

einen enormen EinfluB auf die Morphologie der gebildeten Cellulose.

Die genannten Variationsmdglichkeiten der Rahmenbedingungen bei der Kultivierung von
AX zur Biosynthese von Cellulose (Abb. 2b) haben jeweils Konsequenzen fiir den
Phdanotyp des Mikroorganismus und damit fir die Produkt-Synthese. Aber die einzelnen
Elemente beeinflussen sich in ihrer Wirkung auch gegenseitig. Um den Effekt eines
Faktors zu untersuchen, missen die anderen Faktoren unbedingt konstant gehalten
werden. Hierin liegen die Herausforderungen beim Arbeiten mit biologischem Material:
Organisation, Arbeitshygiene, Prazision. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
nachzuweisen, sollten immer Standard-Kultivierungen mitgefiihrt und auf Analogie
kontrolliert werden. So kénnen Veranderungen einer ganzen Probencharge, die nicht auf
den EinfluB des zu untersuchenden Faktors zurickzuflihren sind, erkannt und die
fehlerbehaftete Serie gegebenenfalls ausgemustert werden.
In der vorliegenden Arbeit soll die Steuerbarkeit der BC-Struktur tber die Komposition
des Nahrmediums untersucht werden. Bis auf die variable Nahrlésung missen alle
anderen Kultivierungsbedingungen, gerade auch in zeitlich versetzten Chargen, gleich
bleiben und Arbeitsprozesse standardisiert und routiniert ablaufen.
Ganz ahnlich wie in der klassischen Synthesechemie, bei der man z.B. einen speziellen
Farbstoff, einen Katalysator oder ein Medikament sucht, sind die Motive fir diese Arbeit,
differenzierte Bakteriencellulosen zu entwickeln fir neuartige oder bestehende
5



Einleitung

Anwendungen. Aufgrund der positiven Resonanz der Medizin und der Industrie auf dieses
Material ist es von groBer Bedeutung, die Struktur der BC methodisch modifizieren zu
kdnnen, um sie den Anforderungen an einen bestimmten Einsatz bestmdglich
anzupassen.

Im Falle einer modellhaften chemischen Reaktion erhdlt man ein Molekil, dessen
Struktur sich mit 2 - 3 Analysenmethoden nachweisen laBt. Daraufhin kann man es
geeigneten Tests flr seine Zwecktauglichkeit unterziehen. Im Gegensatz dazu handelt es
sich bei der bakteriell synthetisierten Cellulose um ein komplexes, kompaktes Material.
Um ein ganzheitliches Bild der Struktur zu erhalten, sind sehr viele Analysenmethoden
notwendig (Abb. 3).

a)
2-3
Auswert
C Molekil > Analysen- "o Struktur-
methoden beweis
b)
i . komplexes, — > viele Auswertung T
Bakterien kompaktes Analysen- ganzhgltllches
cellulose Material — » methoden Bild

Abb. 3: Darstellung der prinzipiellen Unterschiede nach der Isolierung und Reinigung von
a) einem Produkt C einer chemischen Reaktion bzw.

b) Bakteriencellulose

Erst mit Kenntnis der Unterschiede eines modifizierten Produkts gegeniber einer
Standard-BC 1aBt sich der konkrete EinfluB eines bestimmten veranderlichen Faktors bei

ansonsten konstanten Kultivierungsbedingungen feststellen.

1.3 Konzept und Aufgabenstellung

Aufgrund der Vielzahl der Variationsmdglichkeiten in den Kultivierungsbedingungen bei
der bakteriellen Synthese von Cellulose mittels Acetobacter xylinum, ist es sinnvoll, ein
Konzept vorzulegen, mit dem man die Struktur und andere Merkmale der
Bakteriencellulose (BC) des Stammes AX5 des IOMC der Universitat Jena gezielt
modifizieren kann. Gesucht ist eine Ubersicht von Ursache und Wirkung, um
Zusammenhange zwischen den zahllosen Kultivierungsparametern und Produkt-
Eigenschaften zu verstehen, zu definieren und zu reproduzieren.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit soll dabei der EinfluB der Zusammenstellung des
Ndhrmediums auf die BC-Charakteristik stehen. Als Vergleichsstandard wird die BC, die

im herkdmmlichen Hestrin-Schramm-Medium synthetisiert wird, festgelegt.
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Die Veranderung der Komposition des Nahrmediums wird in zwei Bereiche gegliedert:
Variation der C-Quellen-Zusammensetzung im HS-Medium.
D-Glucose wird sukzessive gegen Glycerin bzw. D-Glucuronsaure (als Na-Salz
und als freie Saure) ausgetauscht. Glycerin wurde als ein in der Fachliteratur
erwdhnter Vertreter der alternativen C-Quellen fir AX gewahlt. Die Verwertung
von D-Glucuronsaure durch AX ist dagegen noch nicht genannt worden.
Addition von wasserldslichen Polymeren zum HS-Medium.
Dem HS-Medium werden CMC, MC bzw. PVA in unterschiedlichen Konzentrationen
zugesetzt. Diese Additive wurden bei der Kultivierung anderer AX-Stamme

schon erfolgreich eingesetzt und sind in der Fachliteratur bekannt.

Auf der Grundlage dieser beiden Herstellungsprinzipien soll der AX5-Stamm des IOMC
der Universitadt Jena in statischer Flissigkultur bei 28°C bebrlitet werden. Die BC-Vliese
werden nach Ablauf der Kultivierungsdauer geerntet, gewaschen und nach geeigneter
Probenvorbereitung verschiedenen Analysenmethoden zugefihrt. Hier muBB besonders
die Aufmerksamkeit auf strukturelle oder andere charakteristische Unterschiede der

neuen Produkte gegeniiber Standard-BC gerichtet werden.

Es kommen folgende Untersuchungen zur Anwendung:
Ausbeute der Produkte,
Elementaranalyse,
Festkdrper-3C-NMR-Spektroskopie,
IR-Spektroskopie,
HPLC-Chromatographie,
GPC,
REM,
Physisorption,
Wasserkapazitat,

Zug- und ReiBfestigkeit.

Differenzen in den Produkt-Merkmalen, die sich in Abhangigkeit von der
Zusammenstellung des Nahrmediums ergeben, sollen klar formuliert werden, um die
entsprechenden Kultivierungsbedingungen bestimmten BC-Kriterien zuordnen zu kdnnen.
So ist ein Katalog von Herstellungsvorschriften flir ein reproduzierbares Design von BC-
Strukturen zu erstellen. AuBerdem sollen die Auswirkungen der Komposition der
Nahrlésung auf die Struktur der Bakteriencellulose im Zusammenspiel mit den Gbrigen
Eigenschaften gesehen werden, um die kausalen Zusammenhange besser verstehen zu

konnen.
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2 Aufbau der Bakteriencellulose-Vliese

2.1 Zusammenstellung des Nahrmediums und Kultivierungsbedingungen

Als Standard-Kultivierungsbedingungen fir alle Proben gelten folgende Parameter:

- Inkubation bei 28°C,

- in Weithals-Erlenmeyerkolben (GréBe: 100 ml, Bodendurchmesser: 6 cm,
Borosilikatglas),

- wassrige Flussigkultur,

- mit reiBfester Aluminium-Folie abgeschlossene Standkultur,

- Stamm AX5 der Stammsammlung des Institutes fir Organische Chemie und
Makromolekulare Chemie der Universitat Jena, erhalten aus der Stammsammlung des
Institutes flr Biotechnologie Leipzig (Prof. Dr. H.-P. Schmauder),

- Inokulum als Zellsuspension aus einer flissigen Vorkulturlésung.

Das HS-Standard-Nahrmedium besteht aus folgenden Komponenten:
- 20 g/l D-Glucose (anhydrous),

- 3,4 g/l Dinatriumhydrogenphosphat - 2 H,0,

- 1,15 g/l Zitronensaure - H,0,

- 5 g/l Hefeextrakt,

- 5 g/l Bactopepton.

Ebenfalls einheitlich fur alle Proben sind die nachstehenden Arbeitsschritte:

Die vorbereiteten Nahrlésungen in den Erlenmeyer-Kolben werden sterilisiert, um
Fremdkeime auszuschlieBen. An einem Reinraumarbeitsplatz werden unter sterilen
Bedingungen die Nahrlésungen mit einer Zellsuspension aus einer Vorkulturldsung (s.
2.3) beimpft und dicht verschlossen. Damit alle Ansdtze einer Reihe mit der gleichen
Zellkonzentration inokuliert werden, wird das BC-Vlies auf der Vorkulturldsung
ausgedriickt, um die Zellen in die Losung zu bringen, und anschlieBend aus dem GefaB
entfernt. AnschlieBend werden die Kulturen in einem Inkubationsschrank bzw. unter
einer Inkubationshaube bebriitet. Nach Ablauf der Inkubationsdauer werden die BC-
Proben sterilisiert, wobei die AX-Bakterien abgetotet werden. Die Vliese werden nach
einer  standardisierten =~ Wasch-Prozedur von den Zellen und restlichen
Ndhrldsungsbestandteilen befreit. Daraufhin kénnen sie fiir ihre spezielle Analyse
vorbereitet werden.

Die Gesamtheit der BC-Proben, die entwickelt wurden, lassen sich nach dem
Herstellungsprinzip in zwei Gruppen einteilen. Einerseits laBt sich die Struktur-
Modifizierung durch eine Variation der C-Quelle im Standard-Medium steuern,

andererseits Uber den Zusatz von Additiven zum Standard-Medium.
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2.1.1 Variation der C-Quellen-Zusammensetzung

Die molare Konzentration an D-Glucose im Standard-Medium ist 0,111 mol/l. Da ein
Glucose-Molekilil 6 C-Atome besitzt, liegen 0,666 mol/l C-Atome an C-Quelle vor. Diese
C-Atom-Konzentration wird als 100% festgelegt. Nun wurden Reihen angefertigt, in
denen die C-Quelle variiert wird, d.h. Glucose wird sukzessive gegen eine andere C-
Quelle unter Beriicksichtigung der C-Atom-Aquivalenz ausgewechselt. Es liegt in jedem
Variationsversuch eine Gesamt-C-Atom-Konzentration der C-Quelle von 0,666 mol/l vor.
Aus Abb. 4 sind der generelle Aufbau einer Reihe aus maximal 5 unterschiedlichen
Ansatzen (fettgedruckt), die eingesetzten alternativen C-Quellen, die sich daraus

ergebenen Proben und deren Bezeichnungen zu enthnehmen.

D-Glucose 100% 75% 50% 25% 0%
alternative C-Quelle 0% 25% 50% 75% 100%
Glycerin St(a) 12 13 14 15
D-Glucuronsaure Na-Salz St(a) 22 23

D-Glucuronsaure St(a) 32 33

Abb. 4: C-Quellen-Zusammensetzung des Ndhrmediums (fettgedruckt), alternative C-

Quelle sowie Probenbezeichnungen

Fir alle Ansatze, die durch Variation der C-Quelle entstanden sind, gelten zu den
generellen Kultivierungsstandards (s. 2.1) uneingeschrankt die folgenden Bedingungen:
- Nahrlésungsvolumen: 25 ml,
- Standard-Medium mit Variation der C-Quelle (s. Abb.4),
- Inokulum: 0,5 ml Zellsuspension aus Vorkulturlésung,
- Vorkulturlésung:
250 ml Weithals-Erlenmeyerkolben, 80 ml Nahrlésung, 10 Tage inkubiert,
- Inkubationsdauer: 3 Wochen (504 + 3 h),

- Ernte der Vliese und Sterilisation in entionisiertem Wasser.

Alle Arbeitsschritte der Probenvorbereitung und —waschung entsprechen den in Abschnitt
2.1 angefihrten (bzw. 8.2).

Von allen Proben wurden Elementaranalysen und IR-Spektren angefertigt. Dabei konnte
das Material in jedem Fall als Cellulose identifiziert werden. Gelegentlich hafteten den
Vliesen geringe Gehalte an Stickstoff an, die auf Reste der N&hrlésung bzw.
Zellbestandteile zurickzufiihren sind, die bei der flir das Standard-Produkt optimierten

Waschprozedur nicht entfernt worden sind.
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2.1.2 Gegenwart von Additiven

Um eine zweite Mdglichkeit zur Modifizierung der Struktur der Bakteriencellulose zu
untersuchen, wurde AX im Standard-Medium (100% D-Glucose) in Gegenwart von
Zusatzen kultiviert. Diese Additive sind die wasserléslichen Polymere (WSP) CMC, MC
bzw. PVA. In Abb. 5 sind die allgemeine Aufstellung einer Reihe, bestehend aus 4
unterschiedlichen Ansatzen (fettgedruckt), die eingesetzten Additive, die so

synthetisierten BC-Proben und ihre Bezeichnungen dargestellt.

D-Glucose 100% 100% 100% 100%
Additiv (m/V) + 0% + 0,5% +1,0% + 2,0%
cMC St(b) 42 43 44
MC St(b) 52 53 54
PVA St(b) 62 63 64

Abb. 5: Anteil der Additive zum Standard-Medium (fettgedruckt), verwendete Additive

und Probenbezeichnungen

Fir samtliche Proben, die in Gegenwart von Additiven hergestellt worden sind, gelten
auBer den generellen Kultivierungsbedingungen (s. 2.1) die folgenden Parameter:
- Nahrlésungsvolumen: 30 ml,
- Standard-Medium plus Additiv (s. Abb.5),
- Inokulum: 1 ml Zellsuspension aus Vorkulturlésung,
- Vorkulturlésung:
100 ml Weithals-Erlenmeyerkolben, 30 ml Nahrlésung, 7 Tage inkubiert,
- Inkubationsdauer: 2 Wochen (336 = 3 h),

- Sterilisation in Kulturldsung, dann Uberfiihrung der Vliese in entionisiertes Wasser.

Alle Ubrigen Arbeitsprozeduren fir die Herstellung der Vliese in Anwesenheit von
Additiven sind identisch mit denen durch Variation der C-Quelle (s. 2.1 bzw. 8.2).

Von samtlichen Proben wurden Elementaranalysen und IR-Spektren gemacht. Dabei
konnte gesichert werden, daB es sich bei jedem Produkt um Cellulose handelt. Flr das
Standard-Vlies St(b) konnte kein Stickstoff durch die Elementaranalyse detektiert
werden. Das bedeutet, daB das angewendete Reinigungsverfahren Proteinreste aus der
Ndhrlésung und den AX-Zellen komplett (oberhalb der Nachweisgrenze) entfernt. Alle
Proben der CMC-, MC- und PVA-Serien enthielten Stickstoff zwischen 0,11 und 0,55%.
Das deutet darauf hin, daBB die WSP-Additive ein Zuriickhalten der Proteinreste wahrend

der standardisierten Waschung bewirken.
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2.2 EinfluB der Zusammenstellung des Nahrmediums auf die Ausbeute der Vliese

Die produzierte St(a)-Masse von 165,3 mg entspricht einer Molmenge von 1,020 mmol
AGU (Anhydro Glucose Unit — Monomer der Cellulose). Das bedeutet fiir die Kontroll-
probe St(a), daB im HS-Standard-Medium und unter den Kultivierungsbedingungen von
2.1.1 36,76% der angebotenen Glucose zur Biosynthese von Bakteriencellulose genutzt
werden. Das stimmt in etwa mit den Literatur-Angaben Uberein, die bei Kultivierung in
optimaler Nahrlésung (HS-Medium) von einer maximalen Glucose-Ausbeute von ca. 40%
ausgehen [Klemm et al., 2001]. Die restliche Glucose wird verstoffwechselt und z.B. zur
Energie-Gewinnung genutzt, sie ist nach ca. 10 Tagen nicht mehr in nennenswerten
Mengen in der Nahrlésung nachzuweisen.

Aus Tab. 1 sind die Massen der Bakteriencellulose-Vliese in Abhangigkeit der C-Quellen-
Zusammensetzung der Nahrlésung zu entnehmen. Der angegebene Mittelwert m fir die
Kontrollprobe St(a) wurde von 10 getrockneten Vliesen (n=10) aus verschiedenen
Chargen gemittelt. Die Ubrigen Mittelwerte errechnen sich aus jeweils 4 Vliesen (n=4)
unterschiedlicher Chargen. Der Berechnung der Standardabweichung s liegt folgende

Formel zugrunde:

n
2. (m;—m)?2
i=1
n-1
Die Relative Standardabweichung RSA gibt das Verhdltnis von s zum Mittelwert der
Masse m an. AuBerdem wurde die Ausbeute bestimmt, indem die durchschnittliche

Masse der Vliese einer Probensorte zum Standard-Vlies St(a) in Beziehung gesetzt

worden ist.

Tab.1: Ausbeute-Unterschiede der BC-Vliese durch Variation der C-Quelle

Probenbezeichnung St(a) 12 13 14 15 22 23 32 33

Mittelwert

— 165,3| 165,3| 178,8 191 182,5| 134,8 90,5| 119,5| 12,75
der Masse m [mg]

Standardabweichung

9,74| 6,65| 7,18|12,00| 16,22| 5,12 3,51| 6,66 1,26
s [mg]

Relative Standard-

abweichung RSA [%] 589| 4,02| 4,02| 6,28| 8,89 3,8 3,88| 5,57 9,88

Ausbeute in Bezug

auf St(a) [%] 100| 100| 108| 116| 110 82 55 72 8
Empirischer Wert t 0,009 2,479| 4,196 | 2,484 | 5,854 | 14,665 | 8,534 | (30,47)
Vergleich von t mitt = 3,05 f<t|f <t|f>t|f<t|t>t] t>t|f>t|(f>t)
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Mit einem t-Test fir unabhangige Stichproben [http://www.emp.tsak.net] wurde der
Unterschied zwischen den jeweiligen Probenmassen mp, und der Standardmasse m syq)

auf Signifikanz getestet. Gepriift wird die Alternativhypothese
Mpr # Msya) -

Dazu wurde die Differenz der Mittelwerte zur Streuung der Werte in den beiden zu

vergleichenden Reihen in Relation gesetzt:

f_ mSt(a) _mPr
o
Ein MaB fir die Streuung beider Reihen ist der Standardfehler der Differenzen der

Mittelwerte o:

Nst(a)=10 e " N, =4 5
D (Mg~ Meya)® + D (Myp — M) 1 1
o= =1 i=1 1
(nSt(a) -1)+(n, -1) Noway  Mer

AnschlieBend wird der empirische Wert t mit dem kritischen Wert t verglichen (Tab.1).
Bei einer Wahrscheinlichkeit von 0,99 und einer zweiseitigen Fragestellung (mp. kann

groBer oder kleiner als msya) sein) gilt fir 12 Freiheitsgrade (nsyay + Ner - 2):
t(0,99; 12) = 3,05.

Die Alternativhypothese ist bewiesen, wenn t > t, sie ist abzulehnen, falls t <t.

Eine andere Methode zum Vergleich zweier Mittelwerte auf signifikanten Unterschied ist
der Welch-Test, der insbesonders angewendet wird, wenn sich die Standard-
abweichungen ssta) und spe signifikant unterscheiden. Dieser Fall liegt fur die Probe 33
vor, wie aus dem F-Test hervorgeht [Krause und Metzler, 1984]. Fir den Welch-Test

errechnet sich die TestgréBe TG folgendermalen:

[ m,
TG = ‘ @) ‘L, wobei
o X
o* S'sta) S'pr
Ngiay  Ner
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Die Anzahl der Freiheitsgrade FG flr den Tabellenwert T(0,99; FG) berechnet sich nach

2
SZSt(a) SzPr
+
Nsiay  Npr

2
2 2
(S St(% j (SZV j
St n
(a) n Pr

Nsia) —1 Np, —1

FG=

Fir die Probe 33 ergibt sich o* zu 3,144 und damit TG zu 48,521. Mit FG = 9,72 = 10
Freiheitsgraden, zweiseitiger Fragestellung und einer Wahrscheinlichkeit von 0,99 betragt
T =3,17. Da TG > T, gilt die Alternativhypothese auch fir die Probe 33 als bestatigt.

120%-

100%

80%-

Ausbeute 60%
40%

20%-+

0% w
St(a) 12 13 14 15 22 23 32 33

BC-Proben

Abb. 6: EinfluB der C-Quellen-Zusammensetzung auf die Ausbeute im Vergleich zu St(a)

In Abb. 6 wurde die durchschnittliche Probenmasse in Relation zur Masse des
Standardvlieses (wobei msiay = 100%) aufgetragen, um den EinfluB der C-Quellen-
Zusammensetzung auf die Ausbeute graphisch darzustellen. Es ist ersichtlich, da3 der
Ersatz von mindestens 50% D-Glucose durch Glycerin im Nahrmedium die
Produktausbeute prinzipiell steigert. Mit einer statistischen Sicherheit von 99% wird eine
signifikant héhere BC-Masse bei einer C-Quellen-Zusammensetzung von 25% D-Glucose
und 75% Glycerin (Probe 14) erreicht.

Aus Ansatz 15 (100% Glycerin als C-Quelle) werden im Vergleich zu St(a) 110% BC
synthetisiert. Daraus |aBt sich schluBfolgern, daB der AX-Stamm des Institutes fir
Organische Chemie und Makromolekulare Chemie der Universitat Jena in der Lage ist,

Glycerin sowohl zur Energie-Gewinnung zu verwerten als auch in UDP-Glucose
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umzuwandeln und Cellulose zu produzieren. Die BC-Bildung erfolgt erstaunlicherweise in
héherer Quantitdt als aus der Literatur bekannt ist; hier sind nur 93% im Vergleich zur
BC-Ausbeute aus Glucose angegeben [Masaoka et al., 1993].

Bei sukzessivem Austausch von D-Glucose durch D-Glucuronsaure als Na-Salz oder als
freie Saure nimmt die BC-Ausbeute generell ab. Mit einer statistischen Sicherheit von
99% sind die Unterschiede der Probenmassen von 22, 23, 32 bzw. 33 im Vergleich zur
Standardmasse von St(a) signifikant.

Bezieht man die Produktmenge auf die eingesetzte Menge an D-Glucose im Medium
(Tab. 2), 1aBt sich feststellen, ob wenigstens die angebotene Glucose zu ca. 40% zur BC-
Produktion verwertet wird. Hierbei wird deutlich, daB eine Anwesenheit von 50% D-

Glucuronsaure (Probe 33) die Cellulose-Biosynthese betrachtlich hemmt.

Tab. 2: Berechnung der Ausbeute an BC, bezogen auf die Glucose-Anfangskonzentration

Probenbezeichnung 22 23 32 33
Menge an D-Glucose in 25 ml Nahrlésung [mmol] 2,081 1,388 2,081| 1,388
Mittelwert der BC-Masse m [mg] 134,75 90,5| 119,5| 12,75
Menge an AGU im Produkt [mmol] 0,832| 0,559 0,738| 0,079
Verhaltnis von AGU zu eingesetzter D-Glucose [%] 39,98 | 40,27 | 35,46 5,69

Wahrend der pH-Wert durch kompletten Austausch von Glucose durch Glycerin im
Nahrmedium (Probe 15) auf pH = 6 steigt, sinkt er durch Austausch von 50% Glucose
durch Glucuronsdure Na-Salz oder freie Saure (Proben 23 bzw. 33) auf pH = 4. Beide
Werte liegen im pH-Toleranzbereich von AX.

In Tab. 3 sind die konkreten Unterschiede in den Herstellungsbedingungen der Standard-
Vliese St(a) und St(b) gegenlibergestellt. Auch fiir die Angaben von St(b) wurden 10
Vliese aus zeitlich versetzt hergestellten Chargen herangezogen, um gleichzeitig die
Reproduzierbarkeit zu kontrollieren. So sind aus Tab. 3 der Mittelwert der Masse m, die
Standardabweichung s, die Relative Standardabweichung RSA sowie der prozentuale
Verbrauch der zur Verfligung stehenden Glucose fiir Cellulose zu entnehmen.

Ob beide Standardabweichungen ssya) und ssypy der gleichen Grundgesamtheit

angehéren, wurde durch einen F-Test gepriift. Dafir wird F mit F verglichen, wobei

SZSt(b)

Eo

U

SZSt(a)

und F(0,99; 9;9) = 5,35. Da F < F, ist diese Voraussetzung erfillt, und der Unterschied
der Massen kann mittels t-Test auf Signifikanz untersucht werden. Bei t = 13,9 und

t(0,99; 18) = 2,88 ist t > t.
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Bei ansonsten gleichen Voraussetzungen ergibt sich durch die genannten Abweichungen
in der Herstellung fir St(b) gegeniber St(a) eine signifikante Steigerung in der
produzierten BC-Masse und trotz kilirzerer Kultivierungszeit eine bessere Ausbeute der

angebotenen Glucose (Tab. 3).

Tab. 3: Herstellungs- und daraus folgende Ausbeute-Unterschiede fir St(a) und St(b)

Probe St(a) St(b)
25 ml HS-Nahrlésung 30 ml HS-Nahrldésung

+ 0,5 ml Zellsuspension + 1,0 ml Zellsuspension

Herstellung Vorkultur: 80 ml Nahrlésung, | Vorkultur: 30 ml Nahrlésung,
10 Tage alt 7 Tage alt

Inkubationsdauer: 504 h Inkubationsdauer: 336 h
Masse m 165,3 mg 235,6 mg
s und RSA 9,74 mg (5,89%) 12,66 mg (5,37%)
Verhaltnis von AGU
Zu eingesetzter Glucose 36,76% 43,62%

Bei den BC-Produkten, die im HS-Nahrmedium mit 100% D-Glucose in Gegenwart von
Additiven entwickelt wurden, 1aBt sich ebenfalls die Masse in Relation zum Standard-Vlies
St(b) angeben. Fir die Berechnung wurden jeweils 4 Vliese einer Probensorte
unterschiedlicher Chargen herangezogen.

Unabhdngig von der zugegebenen Menge wurden durch Zusatz von CMC zur Nahrlésung
BC-Ausbeuten um 109% und von MC um 123% im Vergleich zu St(b) (100%) erreicht.
In der Literatur wird dagegen explizit CMC als produktionsféorderndes WSP genannt
[Tajima, 1999]. Abhangig vom AX-Stamm kann MC hdchstens als vergleichbar mit CMC
hinsichtlich der Ausbeute gelten [Tajima et al., 1995]. Dies kommt hauptsachlich durch
eine Einlagerung der Zusatze in das BC-Vlies zustande. In Anwesenheit von PVA wird
dagegen offensichtlich die BC-Produktion von AX behindert, da Ausbeuten <100%

erhalten wurden.
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2.3 Stammpflege

Um den Stamm AX5 des Institutes fir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie
der Universitat Jena fur den Aufbau der Bakteriencellulose-Vliese fir diese Arbeit standig
einsatzbereit zur Verfigung zu haben, wurde im vierzehn-tdgigen Rhythmus eine
Stammhaltung durchgeflihrt. Diese beinhaltet die Stammpflege in flissiger Standkultur
(5 ml HS-N&hrlésung in einem Reagenzglas) im Wechsel mit Kultivierung auf festem
Néhrboden (20 ml HS-Nahrmedium, versetzt mit Agar, in einer Petrischale). Ein
vergréBerter Ausschnitt einer solchen Festkultur von AX ist in Abb. 7 abgebildet. Aus

jeweils einer einzelnen Zelle, die im Ausstrichverfahren auf das Kulturmedium gebracht

wird, entsteht eine Zellkolonie.

Abb. 7: Zellkolonien von AX - VergrdBerter Ausschnitt einer Festkultur nach 14 Tagen

Wird Zellmaterial zur Inokulation von Proben-Ansatzen benétigt, bringt man eine
saubere, vereinzelte Kolonie unter sterilen Bedingungen in eine flissige Standkultur (20
ml HS-Nahrlésung im Erlenmeyerkolben). Nach 14 Tagen kann eine Vorkulturlésung von

80 ml (bzw. 30 ml) mit 4 ml (bzw. 1 ml) dieser Zellsuspension beimpft werden.
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3 Einlagerung der Additive in die Bakteriencellulose

3.1 Ergebnisse der Festkorper-NMR-Spektroskopie

In Abb. 8 sind die '3C-NMR-Spektren der vakuumgetrockneten BC-Vliese gezeigt, die
durch Addition der wasserldslichen Polymere CMC, MC bzw. PVA zur Nahrlésung
entstanden sind. Die Proben wurden mittels Kreuzpolarisation (CP) vermessen, wobei die
CP-Experimente kontinuierlich ausgeflihrt worden sind, ohne die Bedingungen zu andern.
Die Differenzspektren sind das Resultat des aktuellen Spektrums abzliglich des Standard-

BC-Spektrums St(b), um einen eventuellen Gehalt an WSP in den Vliesen zu detektieren.

Die Proben der BC-CMC-Serie zeigen ein Ubliches NMR-Spektrum von BC. Erst die
Differenzspektren indizieren, daB ein geringer Anteil an CMC dem BC-Material anhaften
kdnnte, obwohl der CMC-Peak bei 176 ppm in keinem BC-CMC-Spektrum aufgeldst
werden konnte. Mdglicherweise wurden die Signale in den Differenzspektren durch
leichte Verdnderungen in den CP-Bedingungen verursacht, die mit der allmahlichen
Probenkopf-Erwarmung bei der Messung einhergehen kénnen. In diesem Fall sind die
Intensitaten schwer zu vergleichen.

Im Spektrum von 52 ist ein Gehalt an MC zu beobachten (Peaks bei 85 und 61 ppm).
Diese Signale werden bei héherer WSP-Addition intensiver. AuBerdem andert sich das
C1-Signal. Es stellt sich die Frage, ob das auf eine Verdnderung im Verhaltnis von a- und
B-Modifikation der Cellulose I zurickzufiihren ist [Yamamoto und Horii, 1994] oder eher
ein Signal der eingelagerten MC darstellt.

Im Falle der BC-PVA-Reihe lassen sich nur im Differenzspektrum 64 - St(b) geringe
Mengen von PVA entdecken, die in das Vlies eingeschlossen sind. In den Proben 62 und
63 ist kein PVA detektierbar.

Es laBt sich also zusammenfassend sagen, daB ein Einbau von CMC in das BC-Gerist
mittels NMR-Spektroskopie nur unter Vorbehalt erkennbar ist, die Einlagerung von MC
mit Erhéhung der angebotenen Konzentration aber eindeutig zunimmt und PVA nur bei
Zusatz von 2,0% (m/V) zum Nahrmedium im BC-Produkt nachzuweisen ist. [Seifert et
al., 2004]
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Abb. 8: Festkérper-*C-NMR-Spektren von vakuumgetrockneten BC-Vliesen, hergestellt
in Gegenwart von Additiven, ihre Differenzspektren zur Standard-BC St(b) sowie Ver-
gleichsspektren der Additive CMC, MC bzw. PVA
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Abb. 9: Demonstration der Cl-Resonanz-Zerlegung in GauB-Linien fir Cla, C1B, C1p’

und amorphe Teile

Cellulose kommt in den verschiedenen polymorphen Formen I, II, III und IV vor, wobei
AX normalerweise Cellulose I produziert, die durch parallele, unidirektional angeordnete
Ketten gekennzeichnet ist. Die reduzierenden Enden treten dabei zuerst aus der Zelle,
der Cellulosesynthase-Enzymkomplex verknlUpft jeweils das nichtreduzierende Ende
eines Stranges mit einem weiteren freien Glucose-Molekill [Delmer, 1999]. Cellulose I
[aBt sich weiter in zwei allomorphe Formen aufteilen, namlich in die trikline
Kristallmodifikation Ia und die monokline I [Salmon und Hudson, 1997]. Die Ia-Form
dominiert bei den Cellulosen, die von Bakterien oder Algen gewonnen werden,
wohingegen Pflanzen eher Cellulose IB bilden [Delmer, 1999]. Die kristallinen Anteile Ia
und IB innerhalb einer Probe kdnnen lUber die NMR-Spektroskopie ermittelt werden. Das
C1-Signal bspw. ist ein Triplett aus einer Ia-Zentrallinie und einem Dublett von zwei
Seitenlinien mit annahernd gleicher Intensitat entsprechend Ip [Fink et al., 1997].

Um das Verhaltnis Ia / If und den amorphen Anteil der Bakteriencellulosen zu ermitteln,
wurden die C1- und C4-Positionen in verschiedene GauB-Linien fiir Ca (Ca’), CB (CB")
bzw. den amorphen Teil zerlegt (Abb. 9). Da die Experimente mittels Kreuzpolarisation
ausgefiihrt worden sind, ohne die Bedingungen zu andern, kann die CP-Stimulation von
Ca und CPB als identisch angesehen werden. Der Grund ist ihre einheitliche *H-Umgebung,
was eine Bestimmung der relativen Anteile von Ca und CB mit einer hohen Wahr-
scheinlichkeit erlaubt. Die angepaBten Integralwerte wurden flr jeden Anteil normiert,
und die Ergebnisse fir die CMC- und MC-Reihe sind in den Abb. 10 und 11 gezeigt.
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Abb. 10: Diagramm der normierten Integral-Werte fiir Cla, C1B und C1B’ (oben) sowie
C4a, C4a’, C4B und C4B’ (unten) der CMC-Reihe (Proben 42-44) im Vergleich zu St(b)
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Abb. 11: Diagramm der normierten Integral-Werte fiir Cla, C1B und C1B’ (oben) sowie
C4a, C4a’, C4B und C4B’ (unten) der MC-Reihe (Proben 52-54) im Vergleich zu St(b)
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Anhand Abb. 10 (obere Grafik) wird eine Abnahme des Cla-Anteils der BC durch Zusatz
von CMC deutlich. Er sinkt von 35% flr St(b) auf ca. 20% fir alle BC, die in Gegenwart
von 0,5 bis 2,0% CMC (Proben 42 - 44) hergestellt worden sind. Es tritt jedoch kaum
Veranderung im Gehalt der B-Modifikation auf. Eine Zunahme von C1B ist lediglich
tendenziell und im Rahmen der MeBgenauigkeit zu vernachldssigen. Die Ergebnisse flir
C4 (Abb. 10 untere Grafik) zeigen keine signifikanten Unterschiede im Ia / I -
Verhadltnis. Im Fall der C4a’- und C4B-Anteile kann keine exakte Aussage getroffen
werden, da sich beide '*C-Resonanzen iberlagern. C4B’ wird unwesentlich gréBer und
C4a kleiner, doch die Anderungen sind zu gering fiir genauere Aussagen.

Die Abnahme des Anteils der Ia-Modifikation der Bakteriencellulose, die durch Zusatz von
CMC entwickelt wurde, ist eher mit einer Zunahme amorpher Teile als mit Zunahme der

IB-Modifikation verbunden.

Im Falle der BC-MC-Komposite nehmen fiir C1 (Abb. 11 oben) die Anteile beider
Modifikationen ab. Besonders deutlich tritt das Verhalten fir Cla von 35% fur BC-
Standard St(b) bis zu ca. 17% fir 54 (BC + 2,0% MC) hervor. Dieser generellen
Abnahme liegt offensichtlich eine Zunahme des amorphen Beitrags zugrunde. Auch eine
Reduzierung der C4a-Fraktion ist zu verzeichnen (Abb. 11 unten). Fir den C4p’-Anteil
treten keine Veranderungen auf. C4a’ und C4B nehmen zwar insgesamt ab, aber
aufgrund der '3C-Resonanz-Uberlagerung |48t sich keine exakte Aussage machen.

Die Abnahme des Gehaltes an Ia- sowie IB-Modifikation der BC, die in Gegenwart von MC

synthetisiert wurde, hangt offenbar mit einer Zunahme der amorphen Anteile zusammen.

In der BC-PVA-Serie sind keine Veranderungen der Ia / IB - Fraktionen der Bakterien-
cellulose zu beobachten. Das bedeutet, trotz Anwesenheit von PVA im Nahrmedium
wahrend der Kultivierung, hat es keine nachweisliche Auswirkung auf die Cellulose-

Kristallisation.

3.2 SchluBfolgerungen aus der IR-Spektroskopie

Um einen mdglichen Gehalt an WSP in den gereinigten und gefriergetrockneten
Kompositen zu sichern und die Ergebnisse der NMR zu verifizieren, wurden IR-Spektren
(vom Feststoff mit KBr vermahlen) aufgenommen und mit den Spektren von reiner BC
und reinem WSP verglichen.

Die typische, starke (v,, COONa)-Bande von CMC bei 1599 cm™ erscheint in allen BC-
CMC-Proben (42 - 44) mit steigender Intensitat bei gréBeren Konzentrationen von CMC
im Nahrmedium wahrend der Kultivierung (Abb.12). Das bestatigt die Einlagerung von

CMC ins Cellulose-Netzwerk.
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Abb. 12: IR-Spektren von St(b), 42, 43, 44 und reiner CMC
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Abb. 13: IR-Spektren von St(b), 52, 53, 54 und reiner MC
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Im Falle von MC konnte das WSP durch eine Bande bei 1646 cm™ identifiziert werden. In
allen BC-Vliesen, die in Gegenwart von MC in der Nahrlésung synthetisiert wurden (52 -
54), ist MC enthalten (Abb. 13). Ebenfalls sind die MC-(v OCH5)-Signale bei ca. 2830 cm™
in den Probenspektren erkennbar.

Das IR-Spektrum von reinem PVA ist gegenliber BC charakterisiert durch Banden bei
1570 und 850 cm™. Diese Signale konnten in den BC-PVA-Produkten (62 - 64) nicht
detektiert werden (Abb. 14).
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Abb. 14: IR-Spektren von St(b), 62, 63, 64 und reinem PVA

Von den Proben, die durch Variation der C-Quelle entstanden sind, wurden die
Oberflachen der Unterseite der Vliese direkt IR-spektroskopisch untersucht (Abb. 15, 16
und 17). Die Spektren sind praktisch identisch mit dem der Kontrollprobe St(a). Das laBt
darauf schlieBen, daB es sich bei diesen Produkten um reine Bakteriencellulose von
einheitlicher Primarstruktur handelt. Es tauchen keinerlei Signale auf, die auf

- Glycerin (charakteristische Banden bei 2885, 1411, 858 cm™),

- Glucuronséaure als Na-Salz (charakteristische Banden bei 1596, 737 cm™) bzw. auf

- freie Glucuronséure (charakteristische Banden bei 1709, 716 cm™)

oder auf anhaftende Verunreinigungen aus der Nahrldsung oder Zellbestandteilen
hinweisen.

Das stimmt mit anderen IR-Ergebnissen Uberein, nach denen AX in der Lage ist, aus

verschiedenen C-Quellen Cellulose zu produzieren [Shirk und Greathouse, 1952].
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Abb. 15: IR-Spektren der unteren Vlies-Seite von St(a), 12, 13, 14 und 15
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Abb. 16: IR-Spektren der unteren Vlies-Seite von St(a), 22 und 23
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Abb. 17: IR-Spektren der unteren Vlies-Seite von St(a), 32 und 33

Die Produktion von reiner BC ohne Begleitstoffe ist in Verbindung mit der signifikanten
Ausbeute-Steigerung durch Glycerin als C-Quelle ein wesentliches Argument fir den

medizinischen Einsatzsbereich im Kérperinneren.

3.3 HPLC der Hydrolysate der Bakteriencellulose-Proben

Die HPLC ist eine ausgezeichnete Methode, um Gemische in einer L6sung aufzutrennen,
die Bestandteile zu identifizieren und zu quantifizieren. Hydrolysiert man bspw. die
Bakteriencellulose-Vliese, erhalt man eine Losung der Glucose-Monomere. Aber man
erfaBt nicht nur alle Bausteine des bakteriell synthetisierten Polysaccharids. Auch dem
Produkt anhaftende Moleklile wie die WSP-Zusatze, die alternativen C-Quellen oder
Verunreinigungen in Form von Nahrldsungs- oder Zell-Resten Ilassen sich, sofern sie
ebenfalls in der Lésung sind, tber die HPLC getrennt detektieren.

Zu diesem Zweck wurden die gefriergetrockneten Vliese mit Perchlorsdure hydrolysiert
und die Lésungen anschlieBend der HPLC als Reinheits- und Produktkontrolle zugefihrt.
Wie aus der IR-Spektroskopie hervorging, ist bei den C-Quellen-variierten Proben nicht
mit im BC-Material eingeschlossenen AGU-fremden Bestandteilen zu rechnen.
Stellvertretend fir die BC-Proben, die durch Variation der C-Quelle entstanden sind,
wurde die Reihe gewahlt, bei der Glucose in der Nahrlésung durch Glucuronsaure Na-Salz

ersetzt worden ist, und soll hier diskutiert werden.
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Die Chromatogramme der Hydrolysate von St(a), 22 und 23 zeigen erwartungsgemaB
jeweils einen einzigen Peak bei einer Retentionszeit von 10,258 min (Abb. 18). Durch
Vergleich mit den Chromatogrammen von Referenzsubstanzen im gleichen HPLC-System
konnte dieser Retentionszeit zweifelsfrei die Elution von D-Glucose zugeordnet werden.
D-Glucuronsaure Na-Salz hat dagegen eine Verweildauer von 9,075 min. Unter den
entsprechenden Peaks bei 10,258 min verbergen sich jeweils Flachen von 100%. Das
bedeutet, daB die untersuchten Bakteriencellulosen laut HPLC-Analytik tatsachlich
komplett aus Glucose-Einheiten aufgebaut sind und keinerlei Nebenprodukte oder
Verunreinigungen enthalten. Damit ist auch die mdgliche Hypothese, daB D-

Glucuronsaure von AX mit in die Cellulose-Ketten eingebaut wird, widerlegt.

400000 - g;(a)
23
300000 4 h
200000
100000 - (\
[uV] 0- J J/\L
100000 : , : , : ,
0 5 10 15

Retentionszeit [min]

Abb. 18: HPLC-Elugramme von St(a), 22 und 23

In Abb. 19 sind die Chromatogramme der CMC-Reihe dargestellt. Hier findet sich jeweils
ein Hauptpeak bei 10,258 min, dem sich wiederum D-Glucose zuordnen |aBt. Daneben
erscheinen allerdings noch zwei andere Peaks mit zunehmendem Flacheninhalt bei
héherem CMC-Zusatz zur Nahrldsung. Nach Vergleich mit verschiedenen Glucose-
Derivaten unter gleichen HPLC-Bedingungen gehdren diese Signale zu 6-
Carboxymethylglucose (Mono-CM-Glc) und 2,6-Di-carboxymethylglucose (Di-CM-Glc). In
Tab. 4 sind die Retentionszeiten der Substanzen der Hydrolysate und die zugehdrigen

Flachen aufgelistet.
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Abb. 19: HPLC-Elugramme von 42, 43 und 44
Tab. 4: Auswertung der HPLC-Chromatogramme von 42, 43 und 44
Probe | Retentionszeit Substanz Flache Flache
[min] [uV s] [%]
42 8,567 Di-CM-Glc 16530,583 0,201
9,300 Mono-CM-Glc 93662,930 1,137
10,258 Glucose 8128072,483 98,662
43 8,608 Di-CM-Glc 31285,269 0,639
9,292 Mono-CM-Glc 143061,077 2,923
10,258 Glucose 4719745,692 96,438
44 8,600 Di-CM-Glc 55601,305 0,974
9,300 Mono-CM-Gilc 209944,909 3,677
10,258 Glucose 5443874,435 95,349
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Aus Tab. 4 geht hervor, daBB der Gesamtgehalt an Glucose im BC-Produkt um so starker
abnimmt, je mehr CMC der Nahrldsung wahrend der Kultivierung zugesetzt war.
Demgegenliber nehmen in der gleichen Richtung die Mengen an Mono-CM-Glc und Di-
CM-Glc zu. Diese beiden substituierten Glucosen entstammen der CMC, die wahrend der
Biosynthese der BC anwesend war. Die kommerziell erhaltliche CMC, die eingesetzt
wurde, hat einen von der Fabrik angegebenen Substitutionsgrad (DS) von 0,6 bis 0,95.
Da der DS maximal 3 sein kann und diese Differenz unsubstituierte AGUs der CMC
darstellen, ergeben sich die in Tab. 5 berechneten Gehalte an CMC fir die Proben 42, 43
und 44.

Tab. 5: Berechnung des CMC-Gehaltes aus den HPLC-Daten flir 42, 43 und 44

Probe Gesamtgehalt an Mindestgehalt an Maximalgehalt an
substituierten AGUs | CMC bei DS = 0,95 CMC bei DS = 0,6
[%] [%] [%]
42 1,338 4,23 6,69
43 3,562 11,25 17,81
44 4,651 14,69 23,23

Schatzt man aus den durchschnittlichen CMC-Gehalten der Proben aus den HPLC-Daten
die CMC-Masse in den Proben ab, laBt sich in etwa sagen, wieviel Prozent der dem

Nahrmedium zugesetzten CMC in das Vlies eingelagert wurde (Tab. 6).

Tab. 6: Abschatzung der CMC-Menge, die in ein Vlies eingelagert wurde, in Relation zur

CMC-Menge, die der Nahrlésung zugesetzt war

Probe | Gehalt an Masse des Geschatzte Masse an Geschatzte einge-
CMC Vlieses Masse an CMC CMC in lagerte CMC-Menge
(aus HPLC) [mg] im Vlies Nahrlésung aus Nahrlésung
[%] [mg] [mg] [%]
42 5,46 255,8 14 150 9
43 14,53 258,8 38 300 13
44 18,96 255,8 48 600 8

Der Masse-Anteil von CMC im Vlies nimmt proportional zur angebotenen CMC in der
Nahrlédsung zu. Schatzungsweise 10% der zur Verfigung stehenden CMC werden in das

Vlies aufgenommen bzw. verbleiben darin nach der Wasch-Prozedur.
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Die Gesamtmasse der Produkte nimmt jedoch nicht in gleicher Weise zu, sie bleibt im
Gegenteil nahezu konstant. Das bedeutet, daB in Gegenwart gréBerer Mengen CMC
weniger Bakteriencellulose produziert wird. Ab einem Gehalt von 1,0% (m/V) CMC im
Nédhrmedium nimmt die Masse an synthetisierter BC gegenlber St(b) sogar ab.
Allerdings wird bei 2,0% (m/V) CMC eine BC mit immerhin noch etwa 1,28 mmol AGU
hergestellt, was einer Glucose-Ausbeute von 38% entspricht. Diese Ausbeute ist zwar
geringer als die unter den Bedingungen von St(b), aber trotzdem noch gréBer als die
Ausbeute von St(a), sie liegt also, die Wirtschaftlichkeit betreffend, noch in einem

durchaus vertretbaren Rahmen.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt interpretieren:

Die wasserlésliche CMC ist vermutlich homogen in der Nahrlésung verteilt. Die CMC-
Ketten lagern sich an die durch AX5 entstehenden Mikrofibrillen oder Cellulosefasern an,
und zwar in einem bestimmten Verhaltnis zur Konzentration. Die beim Reinigen der
Vliese dem H,0 zugédnglichen CMC-Ketten werden wieder herausgewaschen, sofern sie
durch das Cellulose-Netzwerk herausgesplilt werden kdnnen. Es scheint also zunachst
einen rein statistischen Zusammenhang zu geben zwischen Konzentration an CMC,
Anlagerung an BC und Aussplilung beim Waschen. Bei einem gréBeren Angebot an CMC
ist auch die Wahrscheinlichkeit gréBer, da mehr CMC im Cellulose-Netzwerk anzutreffen
ist. Es verbleiben stets etwa 10% der angebotenen CMC im Produkt.

Die Proben 42, 43 und 44 unterscheiden sich jedoch ganz erheblich in ihrem stofflichen
Aufbau. Bei annahernd gleichen Gesamtmassen enthalten sie unterschiedliche BC/CMC-
Zusammensetzungen. Die Vliese 42, 43 bzw. 44 enthalten ca. 5, 15 respektive 19%
CMC.

Es stehen somit differenzierte BC-Produkte zur Verfiigung, die z.B. fir die Verwendung

als Adsorbentien hinsichtlich unterschiedlicher spezifischer Aufnahmekapazitaten fur

Metall-Ionen getestet werden kdnnten.
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4 Steigerung des Polymerisationsgrades der Bakteriencellulose

Grundsatzlich gibt es viele Méglichkeiten, die Molmasse einer Substanz zu bestimmen.
Der erfolgreiche Einsatz einer bestimmten Methode hangt von verschiedenen Faktoren
ab. Im Falle von Bakteriencellulose handelt es sich um eine hochmolekulare Verbindung,
wobei mit einer Molmassenstreuung zu rechnen ist. Unter anderem bietet sich fir
polydisperse Stoffe die Gelpermeationschromatographie (GPC) an. Die GPC stellt eine
Saulenchromatographie dar, bei welcher Sieb- und Adsorptionseffekte ausgenutzt
werden, wodurch nach der MolekilgroBe fraktioniert wird. Man erhalt
Durchschnittsmolmassen und Molmassenverteilungen. Dabei |1&Bt sich der arithmetische
Mittelwert der Molmasse (Gewichtsmittel der Molmasse M,,) als auch der arithmetische
Mittelwert der Molekilzahlverteilung (Zahlenmittel der Molmasse M,) angeben. Je grdBer
die Differenz zwischen diesen beiden Werten, um so uneinheitlicher ist die Molmasse. Ein
MaB fir die molekulare Uneinheitlichkeit ist der Polydispersitatsindex PDI [Braun et al.,
1999]:

PDI = M.
M

n

Fir die Angabe der Kettenlédnge eignet sich der Polymerisationsgrad DP, der sich aus
dem Quotienten von Gewichtsmittel der Molmasse des Polymeren und der Molmasse des

Monomeren (flur Cellulose: AGU) berechnen lait:

DP,, =

w
IVIAGU

In einer Kooperation mit dem Institut fir Chemie der Universitat fur Bodenkultur in Wien
konnten die BC-Produkte St(a), 12 - 15, 42 - 44 und 52 - 54 per GPC untersucht
werden. Daflir wurden molekular disperse Losungen der BC-Proben in N,N-
Dimethylacetamid (DMACc) / LiCl angefertigt [Rohrling et al., 2002].

In dieser Zusammenarbeit konnte schon wahrend der BASYC-Forschung gezeigt werden,
daB AX5 des Institutes fiir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie der
Universitat Jena die einzig bisher bekannte formelreine Cellulose herstellt. Der
Carbonylgruppengehalt ist addquat dem Endgruppengehalt, d.h., er entspricht genau der
Anzahl der Celluloseketten. Der DP,, lag bei etwa 6600 mit einem PDI von ca. 9.

Die Molekulargewichtsverteilung von silylierter BC des AX5-Stammes Uber GPC ergab
einen durchschnittlichen DP,, von 4500 mit PDI = 2,1 [Einfeldt und Klemm, 1997].
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Im Rahmen eines DFG-Projektes mit dem Thema ,Synthese und Reaktivitdt molekular
einheitlicher Cellulose® wurden BC-Proben vom gleichen Stamm in Cadmium-tris(2-
aminoethyl)amin gelést und die Molmasse per Lichtstreuungsmessung ermittelt
[Saalwachter et al., 2000]. Dabei erhielt man einen DP,, um 5000.

4.1 EinfluB von Glycerin als C-Quelle auf die Molmassenverteilung
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Abb. 20: Graphische Darstellung der Molmassenverteilung der BC in Abhangigkeit der D-

Glucose / Glycerin - Zusammensetzung der C-Quelle wahrend der Kultivierung

Aus Abb. 20 ist zundchst ersichtlich, daB Probe 12 (75% Glucose, 25% Glycerin) die
groBte Molmasse und den scharfsten Peak aufweist. Dagegen ist das Kurvenmaximum
fir 15 (100% Glycerin) bei der geringsten Molmasse in dieser Reihe. Probe 14 (25%
Glucose, 75% Glycerin) hat einen relativ hohen Anteil an niedermolekularen Fraktionen
mit Molmassen um 10000 g/mol. In Tab. 7 sind die zugehdérigen Daten als auch die
daraus berechneten PDI- und DP,-Werte aufgelistet.

Die Kettenlange der Bakteriencellulosen variieren um 2400 Wiederholungseinheiten. Je
nach der Glucose / Glycerin - Zusammensetzung der C-Quelle im Nahrmedium laBt sich
ein DPy von ca. 5000 bis 7400 einstellen. Dabei zeichnet sich die Probe 12 sowohl durch
den gréBten DP,, als auch den geringsten PDI aus. Mit zunehmendem Glycerin-Gehalt der

C-Quelle (Probe 13-15) sinkt die Kettenldnge der Cellulose wieder.
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Tab. 7: GPC-Ergebnisse flr die Glycerin-Reihe

Probe My, [g/mol] M, [g/mol] PDI DP,,
St(a) 935700 412900 2,27 5776
12 1200000 718100 1,67 7407
13 999100 439100 2,28 6167
14 972800 319300 3,05 6005
15 809300 290900 2,78 4996

Mit 100% Glycerin als C-Quelle (15) erhdlt man sogar eine BC mit einem noch
geringeren DP,, als die Vergleichsprobe St(a). Wahrend das BC-Molekulargewicht
einerseits von den Kultivierungsbedingungen abhdngt [Ridout et al., 1998], wird auch
eine Cellulase-Aktivitat von AX bei C-Quellen wie Glycerin oder CMC diskutiert [Oiawa et
al., 1994]. Die veranderten Kultivierungsbedingungen (Glycerin als C-Quelle) kénnten
eine kirzere Generationszeit der Bakterien bei gleicher BC-Synthesegeschwindigkeit oder

eine langsamere BC-Bildung bei gleich langer Lebensdauer der Bakterien bewirken.

Erwdhnenswert scheint noch die Tatsache, daB die Standard-BC St(a) einen durchaus
vergleichbaren DP aufweist wie in den eingangs genannten Untersuchungen. Das
bedeutet flr die Bakteriencellulose vom AX5-Stamm des IOMC der Universitat Jena eine
relativ. gute Reproduzierbarkeit (ber eine Ilangjahrige Zeitdauer sowie eine
verhaltnismaBig geringe Standort- und Personenunabhangigkeit.

Innerhalb der DP-Dimension von 4500 bis 6600 schwanken die Daten allerdings
gebunden an die Bestimmungsmethode und die unterschiedlichen Herstellungs-
bedingungen. Als Gemeinsamkeit liegt im Prinzip nur der gleiche AX-Stamm und eine
statische Flissig-Kultivierung im HS-Medium zugrunde. Allein verschiedene Brutschranke
und Kultivierungsstandorte implizieren unterschiedliche Temperatur- und Licht-
verhaltnisse. Wie in der Einleitung (s. 1.2 Abb. 2b) bereits skizziert, kénnten andere
maogliche Ursachen flir die DP-Schwankungen von Standard-BC einerseits bei
Abweichungen der Inokulationsbedingungen oder andererseits in den weiteren
Inkubationsbedingungen liegen.

Fir diese Arbeit wurden die Konditionen flir die Herstellung der BC-Produkte
weitestgehend definiert und bis auf die Komposition des Ndhrmediums konstant
gehalten. So bleibt der Vergleich der DP-Werte der Proben der Glycerinreihe zum DP von
St(a) innerhalb der gleichen Herstellungsbestimmungen in jedem Falle glaubhaft.
Bemerkenswert sind die geringeren PDI von St(a) und allen anderen Proben dieser Arbeit
(= 2,4) im Vergleich zum durchschnittlichen PDI der BC-Vliese aus der BASYC-Forschung

(= 9), die Uber die gleiche Bestimmungsmethode erhalten worden sind.
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4.2 Kettenverldangerung durch CMC

Wie aus Abb. 21 hervorgeht und in Tab. 8 spezifiziert, andert sich das Gewichtsmittel der
Molmasse durch unterschiedliche Zugaben von CMC zur Nahrlésung kaum. Der
errechnete DP,, schwankt um 7600 und scheint in keinem direkten Zusammenhang zur
Menge des Additivs in der Nahrlésung zu stehen. Leider stehen keine Angaben zu St(b)
zur Verfigung. Deswegen kann kein Vergleich angestellt werden, ob die Kettenlange der
BC durch CMC-Zusatz generell héher oder niedriger ist als ohne Zusatz bei ansonsten
gleicher Herstellung. Allerdings liegt der DP,-Bereich flr die Standard-BC zwischen 4500
und 6600 (s. 4 bzw. 4.1), der auch in etwa fur St(b) zu erwarten ware, in jedem Fall um
ca. 1000 AGU niedriger als fir die Proben 42-44.

Die Gewichtsfraktionen von 8000 bis 70000 g/mol gehéren den Molekilen der CMC an,
was sich naturlich auf den Polydispersitatsindex auswirkt, womit die Einheitlichkeit der
bakteriell synthetisierten Cellulosestrange verfalscht wird. Der PDI muiBte also fir alle

drei Proben nach unten korrigiert werden.
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Abb. 21: Graphische Darstellung der Molmassenverteilung der BC in Abhangigkeit vom

CMC-Zusatz in der Nahrlésung wahrend der Kultivierung

Tab. 8: GPC-Ergebnisse fiir die CMC-Reihe

Probe My [g/mol] M, [g/mol] PDI DP,
42 1273000 613100 2,08 7858
43 1160000 443400 2,62 7160
44 1259000 500800 2,51 7772
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Steigerung des Polymerisationsgrades der Bakteriencellulose

Obwohl eine Cellulase-Aktivitat von AX in Gegenwart von CMC als C-Quelle dokumentiert
wird [Oiawa et al., 1994; Tahara et al., 1997], wodurch sowohl CMC-Ketten abgebaut
und dem Bakterium zugdnglich gemacht werden als auch BC hydrolysiert wird, scheint
AX5 keine oder nur sehr geringe Cellulase-Aktivitat zu besitzen. Das kann daran liegen,
daB genligend D-Glucose als C-Quelle angeboten wird, die Bakterien also nicht

zwangsweise Cellulase-Enzyme synthetisieren missen.

4.3 Kettenverliangerung durch MC

Wie Abb. 22 und Tab. 9 zeigen, produziert AX5 in Gegenwart von 0,5 bzw. 1,0% MC
prinzipiell langere Celluloseketten als in Gegenwart von CMC. Der DP, liegt im Mittel bei
8860. Die BC-Ketten von Proben 52 und 53 sind um mindestens 2000 Glucose-Bausteine
langer als Standard-BC mit einem DP,, zwischen 4500 und 6600 (s. 4 bzw. 4.1). Es ist
also gelungen, die Kettenldange durch die Komposition der Nahrlésung um 30% zu
vergroBern. Allerdings ist ein Trend von abnehmendem DP bei weiter zunehmendem MC-
Zusatz zu verzeichnen. So fallt der DP,, der BC bei Herstellung in Gegenwart von 2,0%
MC auf 7284.
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Abb. 22: Graphische Darstellung der Molmassenverteilung der BC in Abhangigkeit vom

MC-Zusatz in der Nahrlésung wahrend der Kultivierung
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Tab. 9: GPC-Ergebnisse flir die MC-Reihe

Steigerung des Polymerisationsgrades der Bakteriencellulose

Probe My, [g/mol] M, [g/mol] PDI DP,,
52 1457000 741900 1,96 8994
53 1413000 518000 2,73 8722
54 1180000 428000 2,76 7284

In allen drei Molmassenverteilungskurven ist ein Nebenmaximum von etwa 25000 bis
160000 g/mol erkennbar. Den Ergebnissen der NMR- und IR-Spektroskopie zufolge
haftet den BC-Netzwerken MC an. Diese eingelagerten MC-Ketten verursachen die
Schultern an den Hauptpeaks.

Die im Gegensatz zur BC-Kettenlédnge kilrzeren MC-Molekile beeinflussen den PDI und
verfalschen die Einheitlichkeit der bakteriell synthetisierten Cellulose nachteilig. Um den
BC-PDI objektiv beurteilen zu kénnen, muiBten die angegebenen Werte nach unten

korrigiert werden.

Die Ergebnisse der GPC dienen in erster Linie der Strukturaufklarung. Die Mdéglichkeit,
die Kettenlange Uber die Zusammenstellung der Kulturlésung zu regulieren, bietet aber
wertvolle Perspektiven im Hinblick auf das Design von BC-Produkten fir konkrete

Fragestellungen.
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Modifizierung der Porenstruktur der Bakteriencellulose

5 Modifizierung der Porenstruktur der Bakteriencellulose
5.1 Visualisierte Differenzen im Cellulose-Netzwerk (REM)

Um Unterschiede in der Netzwerkstruktur zu visualisieren, wurden vom Vlies-Inneren
Aufnahmen mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) gemacht. Zu diesem Zweck
wurden gefriergetrocknete Vliese verwendet, da bei der Sublimationstrocknung die
innere Vlies-Struktur weitestgehend erhalten bleibt. Sie wurden gefroren und gebrochen.
Die Bruch-Oberflache wurde anschlieBend mit Gold bedampft und mittels REM
untersucht, wobei die Sekundarelektronen registriert wurden. Abb. 23 veranschaulicht in

einer Skizze die Position im Vlies, die betrachtet worden ist.

Abb. 23: Skizze zur REM-Betrachtungsposition (linierter Bereich) im BC-Vlies

Die einzelnen Vlies-Schichten liegen nach einer Drehung des Bildes um etwa 45° zur
Korrektur der Perspektive wieder horizontal. Poren, die sich zwischen zwei Schichten
befinden und an den vertikalen Seiten durch Schicht-Verbindungen begrenzt sind,
wurden praktisch aufgeschnitten. In glinstigen Fallen lassen sich hier MaBe fir den
Poren-Querschnitt angeben. Ganz allgemein sollten sich Aussagen machen lassen Uber

den Ordnungszustand der Schichten.
5.1.1 Beschreibung und Ursache der Struktur von Standard-Bakteriencellulose

In Abb. 24 sind die Aufnahmen von Standard-Bakteriencellulose St(a) wiedergegeben.
Schon in der 500- und 2000-fachen VergréBerung ist die Schichtstruktur gut erkennbar.
Die Schichten entstehen, weil die Bakterien in einer statischen Flissigkultur nur an der
Phasengrenze zwischen Ndhrlésung und Luft Cellulose produzieren. Dabei bewegen sie
sich hauptsachlich horizontal in Hdhe der Flissigkeitsoberflache, indem sie eine
Cellulosefaser ausstoBen. Ist diese Ebene ortlich schon durch BC-Produkt beansprucht,
wird das altere Cellulose-Geflecht automatisch nach unten gedriickt, wéhrend dartber
eine neue horizontale Schicht entsteht. Die Bildungsrate der BC sollte an allen Punkten
auf der Oberflache gleich sein, da im Mittel Uberall in dieser Ebene die gleiche
Konzentration an Bakterien, damit verbunden auch die gleiche Teilungsfrequenz und

Sterberate vorherrscht.
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Modifizierung der Porenstruktur der Bakteriencellulose

Die horizontale Schichtstruktur wird eigentlich erst durch die Ldcher erkennbar, die
vermutlich die abgestorbenen und herausgewaschenen Bakterienzellen hinterlassen
(5000- und 10000-fache VergréBerung). Die Dimension der Lécher (im Querschnitt etwa
4 uym x 2 ym) paBt gut mit den MaBen der AX-Zellen Uberein (1 - 4 ym lang und 0,6 -
0,8 pm breit [Pilz, 2001]). Diese Poren miussen natirlich nicht zwangsweise in parallelen
Ebenen angeordnet sein. Das wiirde voraussetzen, dafl nur zu bestimmten Zeitpunkten
Bakterien absterben dirfen. Vielmehr sollten die Orte und Zeitpunkte des Absterbens
einer Zelle einer statistischen Verteilung folgen. Deswegen sind in verschiedenen
Bildsegmenten etwa gleich viele Poren sichtbar, d.h., die gesamte Aufnahme ergibt ein
homogenes Erscheinungsbild (500- und 2000-fache VergréBerung).

Liegen mehrere Fasern parallel in einer Hdéhe (Schicht) nebeneinander, ist eine
Aggregation sichtbar (5000- und 10000-fache VergréBerung). Eine Schicht wird offenbar
durch tote Zellen (spater Poren) in ihrer Ausdehnung begrenzt. Die Fasern liegen
auBerhalb einer zusammenhangenden Schicht meist einzeln vor. Hier treten
Umwicklungen von zwei oder mehr Fasern auf, wodurch der lineare Verlauf einer Faser

abgewinkelt wird (10000-fache VergroBerung). Die Faserstarke 1aBt sich aus der 20000-

fachen VergréBerung gut abschatzen und betragt etwa 0,078 pm.

Abb. 24: REM-Aufnahmen von St(a) in 500-, 2000-, 5000-, 10000- und 20000-facher

VergréBerung
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Modifizierung der Porenstruktur der Bakteriencellulose

St(b) dient als Standard-Bakteriencellulose bzw. Kontrollprobe flir die BC-Proben, die in
Gegenwart von Additiven entstanden sind. St(b) wurde wie St(a) ebenfalls im HS-
Medium produziert, aber unter abweichenden Herstellungsbedingungen, welche zu einer
signifikanten Steigerung der Produkt-Ausbeute fiihrten. Die Untersuchung von St(b) mit
einem Rasterelektronenmikroskop dokumentiert aber einen &hnlichen strukturellen

Aufbau. Die Aufnahmen in verschiedenen VergréoBerungen sind in Abb. 25 vorgestellt.
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Abb. 25: REM-Aufnahmen von St(b) in 500-, 5000- und 10000-facher VergroéBerung

Von der Standard-Bakteriencellulose St(b) wurden auBerdem noch die Ober- und
Unterseite eines gefriergetrockneten Vlieses inspiziert. Dabei ergeben sich aufféllige
Unterschiede, wie Abb. 26 zeigt.

Die untere, alteste Vlies-Flache besteht aus einem losen, weitrdumigen Faser-Netz (Abb.
26 links). Es sind keinerlei aggregierte Fasern oder Schichten zu erkennen. Das kdnnte
darauf hinweisen, daB, wenn nach entsprechender Vermehrung der inokulierten Zellen
und genigendem Glucose-Konsum die Cellulose-Bildung einsetzt, sich zundchst ein
Geflecht aus einzelnen Fasern bildet. In diesem friihen Stadium der Kultivierung sind die
Fasern offenbar noch wahllos und zuféllig ausgerichtet. Erst nachdem das junge Netz
eine bestimmte Starke aufweist, konnen die Zellen vermutlich darauf schwimmen, und
ihre Cellulose-Fasern weisen dann bevorzugt eine Orientierung in der horizontalen Ebene
der Nahrlésungsoberflache auf. Solche parallelen Fasern in der gleichen Ebene kénnen
sich nun zu Schichten vereinigen. Weiterhin sind in diesem anfanglichem Netzwerk keine
Poren zu erkennen. Das deutet darauf hin, daB entweder bis zu diesem Zeitpunkt noch
keine Zellen abgestorben sind oder daB sie noch nicht getragen und eingebettet werden
konnten und deshalb abgesunken sind.

Blickt man auf die obere Vlies-Flache, zeichnet sich ein feines, enges Netzwerk mit
ortlichen Schichten aus zusammengelagerten Fasern ab (Abb. 26 rechts). Diese Flache
stellt die letzte, zum Zeitpunkt des Kultivierungsabbruchs aktuelle BC-Synthese-Region
dar. Die Cellulose-Produktion wurde hier durch das Totsterilisieren der aktiven AX-Zellen
quasi abgebrochen. Dadurch gewinnt man einen Einblick in momentan entstehende

Areale.
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Abb. 26: REM-Aufnahmen der Unterseite (links) und der Oberseite (rechts) eines St(b)-
Vlieses in 10000-facher VergroBerung

5.1.2 Auswirkungen der Variation der C-Quelle auf die Struktur
5.1.2.1 GroBere Unordnung in der Struktur durch Glycerin

In Abb. 27 sind die REM-Bilder der Glycerin-Reihe im Vergleich zu St(a) dargestellt.
Wadhrend bei Probe 12 die Schichten groBflachiger und starker als bei St(a) erscheinen,
nehmen die horizontalen Ausdehnungen der einzelnen Schichten bei héheren Glycerin-
Gehalten (Proben 13 - 15) wieder ab. Es sind zwar sehr kraftige Faser-Vereinigungen zu
erkennen, sie erstrecken sich aber nur Uber kurze Distanzen. AuBerdem fallt in Richtung
12 - 15 zunehmend eine nicht-horizontale Orientierung der Struktur-Verstarkungen auf.
Bei 100% Glycerin als C-Quelle (Probe 15) liegen die Faser-Aggregationen kaum noch in
horizontaler Ebene des BC-Vlieses. Sie ergibt ein eher wirres Netzwerk mit groBerer

Unordnung gegentber St(a).

Auch eine starkere VergréBerung von Probe 15 bestatigt diese Charakteristik (Abb. 28).
Der Poren-Querschnitt betragt etwa 4 pm x 2 um. AuBerdem sind deutlich mehr Faser-
Enden im Vergleich zu St(a) zu erkennen, die aus den starken Faser-Verbanden
herausragen (s. 5.1.1 Abb. 24). Das korreliert mit den Daten der GPC, wonach Probe 15
eine kirzere Kettenlange aufweist als St(a), was bei einer hoheren Produkt-Ausbeute fir

15 eine groBere Ketten-Anzahl, also auch mehr Faser-Enden bedeutet.
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Abb. 27: REM-Aufnahmen der Glycerin-Reihe in 2000-facher VergréBerung
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Abb. 28: REM-Aufnahmen von Probe 15 in 5000- und 10000-facher VergréBerung
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5.1.2.2 GroBere Ordnung in der Struktur durch D-Glucuronsaure Na-Salz

Wie in Abb. 29 zu sehen ist, zeichnet sich Probe 22 durch eine groBe Ordnung in ihrer
supramolekularen Struktur aus (500-fache VergréBerung). Die Schichten dehnen sich
Uber weite Flachen zusammenhangend aus, dabei sind sie bemerkenswert gleichmaBig in
ihrer Starke und ihrem Abstand zueinander. Die Poren (ca. 4 pm x 2 ym), die vermutlich
von abgestorbenen Bakterien herrtihren, liegen meist in gleichen Héhen nebeneinander,

so daB sich BC-Schichten mit Poren-Ebenen abwechseln.

So ergibt sich nicht wie fiir St(a) ein Bild von zufédllig angeordneten Poren mit kleinen
Schichten darunter und daruber, die zwar vorzugsweise horizontal, aber in ihrer Héhe
gegeneinander versetzt liegen, sondern eine sehr regelmaBige Ansicht. Das kdnnte in
einem Gleichtakt der Generationszeit, zumindest aber im Gleichtakt von absterbenden

Zellen begrindet sein.

500
Abb. 29: REM-Aufnahmen von Probe 22 in 500-, 3000- und 20000-facher VergroéBerung

Die 20000-fache VergréBerung von Probe 22 zeigt im Vergleich zu St(a) (s. 5.1.1 Abb.
24) weniger vereinzelte Fasern, sondern stérkere Faser-Aggregate mit grdBeren
Abstédnden dazwischen.

Probe 23 weist eine etwas weniger regelmaBige Struktur auf als 22, aber daflir noch
starkere Faserverbdande (Abb. 30). Die PorengréBe scheint unverandert mit etwa 4 um x

2 dm im Querschnitt.
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500 3000 20000
Abb. 30: REM-Aufnahmen von Probe 23 in 500-, 3000- und 20000-facher VergrdofBerung

5.1.3 PorenvergroBBerung durch Additive

Abb. 31 zeigt die REM-Aufnahmen der Proben 43, 44, 53, 54 und 64 in 5000-facher
VergréBerung.

In Gegenwart von CMC in der Nahrlésung entwickelt sich eine BC-Struktur mit relativ
groBen Poren. Die Poren erreichen in Probe 44 MaBe von etwa 6,5 pm x 5 pym im
Querschnitt. Wie die Aufnahmen von 44 einer anderen Charge in Abb. 32 verdeutlichen,
sind diese Poren groBtenteils in gleichen Héhen angeordnet, also nicht statistisch verteilt,
was zu einer hoéheren Ordnung im Strukturbild fUhrt. Starke Cellulose-Schichten
wechseln sich mit Poren-Ebenen ab, wobei die Verbindungen zwischen den Schichten
nahezu rechtwinklig zu ihnen stehen. Diese senkrechten Vernetzungen sind auBerdem
viel dinner als die Schichten selbst, sie werden nur von vergleichsweise wenigen,
vereinzelten Fasern bewerkstelligt. Es laBt sich natirlich optisch kein Unterschied
ausmachen zwischen bakteriell synthetisierter Cellulose und eingelagerter CMC. Die
groBe Schichtdicke im Vergleich zu den scheinbar labilen Schicht-Verflechtungen indiziert
allerdings ein CMC-Vorkommen vorrangig innerhalb der horizontalen Schichten.

Im Gegensatz dazu verursacht ein Nahrmedium mit MC-Zusatz die Synthese einer BC-
Struktur mit leicht vergréBerten LéchermafBen (ca. 5 ym x 3 pm in Probe 54) und nahezu
gleich starken Schichten wie Schicht-Verbindungen (Abb. 31). In Probe 54 sind kaum
noch einzelne Cellulose-Fasern erkennbar. Sie sind zu machtigen Aggregaten
zusammengeschlossen und beherbergen vermutlich auch die MC-Strange. Durch MC als
Additiv 188t sich also die feine Netzwerk-Struktur der Standard-BC in ein Material mit

pordsem, dickwandigem, maschenartigen Aufbau modifizieren.
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Abb. 31: REM-Aufnahmen der Proben 43, 53, 64, 44, 54 in 5000-facher VergroBerung
(Diese Bilder wurden nicht um 45° gedreht, um die Schichten waagerecht darzustellen.)

Interessanterweise werden den lyophilisierten Kompositen CMC- und MC-BC in der
Literatur nach REM-Untersuchungen kleinere Poren im Vergleich zu Standard-BC
zugeschrieben. Dabei sollte aber bedacht werden, daB diese Vliese eine Kultivierungszeit
von nur 7 Tagen hatten und einer anderen Wasch-Prozedur zugefiihrt wurden, so daB sie
noch 34-45% (m/m) CMC bzw. 11-23% (m/m) MC enthielten. [Tajima et al., 1995]

An anderer Stelle wird erwahnt, daB die Additive CMC und MC die Aggregation der
Fibrillen zu Fasern verhindern und die Fibrillen (6-12 nm breit) separiert bleiben. Hier
muB berlicksichtigt werden, daB die untersuchten Vliese eine Kultivierungsdauer von nur
24 Stunden hatten. [Yamamoto et al., 1996]

Das Bild von 64 zeigt ein homogenes, feines Fasernetz ohne Schichten (Abb 31). Ohne
die verstarkten Begrenzungen sind Poren nur schwer auszumachen. Bei genigender

VergroBerung der Aufnahme lassen sich Poren von etwa 3 ym x 1 ym ausmachen.
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500 3000 3000
Abb. 32: REM-Aufnahmen der Probe 44 in 500- und 3000-facher VergroBerung

5.1.4 Faser- und SchichtgroBen im Uberblick

Anhand der REM-Aufnahmen lassen sich Faserbreiten und mittlere Schichtdicken
abschatzen. Die Ergebnisse wurden in Tab. 10 zusammengetragen. Zur besseren
Ubersicht sind die im Text schon erwdhnten PorengréBen mit aufgelistet. Als Faser gilt
der Strang aus verdrillten Mikrofibrillen, den ein Bakterium produziert. Fir die
Faserbreiten wurden die schmalsten erkennbaren, einzelnen Strange im Bildvordergrund
abgemessen. Sie sind im allgemeinen etwas stdrker als 40 bis 60 nm, wie in der Literatur
beschrieben wird [Haigler und Benziman, 1982]. Das kann vom Stamm abhangen und an
der unterschiedlichen Anzahl an Celluloseketten in einer Mikrofibrille oder an einer
unterschiedlichen Anzahl an Mikrofibrillen selbst liegen. Auffallig sind die Faserbreiten
von 43, 44, 53 und 54. Es ist nicht auszuschlieBen, daB der schmalste erkennbare Strang
schon ein Aggregat aus zwei Fasern ist. Méglich ware aber auch eine Faserverbreiterung

durch eingelagerte CMC- oder MC-Molekiile.

Tab. 10: Abmessungen von Poren, Fasern und Schichten im Uberblick

Proben- | PorengrdBe im | Faserbreite | Schichtdicke Bemerkungen
bez. Querschnitt [nm] [nm] zu den Schichten
[Hm X pm]

St(a) 4 x 2 78 80 horizontal, héhenversetzt
15 4 x 2 70 150 wahllos orientiert, kurz
22 4x2 69 150 horizontal, sehr lang
43 5x3 90 450 horizontal
44 6,5x5 120 800 horizontal, sehr lang, kraftig
53 5x2,5 100 450 Faser-Aggregate
54 5x3 129 900 sehr starke Faser-Aggregate
64 3x1 64 - keine Schichten im Bild
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5.2 Erfassung der inneren Oberflache mittels Physisorption

Die verschiedenen BC-Produkte miBten aufgrund ihrer differenzierten Netzwerk-Struktur
eine unterschiedliche innere Oberflache aufweisen. Aussagen zur inneren Oberflache und
zur Porenstruktur lassen sich bspw. duch volumetrische Sorptionsmessungen machen.
Zu diesem Zweck werden je eine N,-Adsorptions- und N,-Desorptionskurve
aufgenommen, wobei sich Physisorptionsisothermen ergeben. Die Physisorption beruht
auf Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen Adsorbat (N,) und Substrat (BC).
Zunachst wird die Druckabhangigkeit des dynamischen Gleichgewichts zwischen den
freien und den adsorbierten Gasmolekilen und der Oberflache des Substrats bei 77,35 K
im Bereich zwischen 0 und 1013 mbar gemessen. Tragt man die adsorbierte Menge an
N, Uber den relativen Druck p/p°® (p = gemessener Dampfdruck; p°® = Sattigungsdampf-
druck) auf, erhalt man verschiedene Isothermen-Typen. Anhand dieser Typen lassen sich
nach Brunauer, Deming, Deming und Teller z.B. mikroporése, mesopordse und
makroporése bzw. unpordse Festkdrper unterscheiden [Brunauer et al., 1940]. Dabei

werden folgende GréBenbereiche unterteilt, wobei r dem Radius der Pore entspricht:

Mikroporen mit rp < 1 nm,
Mesoporen mit 1 nm < rp < 25 nm und

Makroporen mit rp > 25 nm.

Aus den MeBwerten im Bereich 0,05 < p/p°® < 0,3 kann man die spezifische Oberflache
nach Brunauer, Emmett und Teller bestimmen [Brunauer et al., 1938]. Die Auswertung
nach dieser BET-Methode berlcksichtigt dabei nicht nur die monomolekulare Belegung
der inneren und duBeren Substrat-Oberflache durch N,, sondern auch die Adsorption
weiterer N,-Schichten [Atkins, 1990].

Liegen Mesoporen vor, kommt es zwischen Adsorptions- und Desorptionsisotherme zu
einer Hysterese. Diese wird am geometrischen Modell der Zylinderpore durch das
Auftreten von Kapillarkondensation erklart. Zur Berechnung der PorengrdoBenverteilung
und des entsprechenden Porenvolumens wird die Desorptionsisotherme ausgewertet.
[Barrett et al., 1951]

Der volumetrische Sorptionsautomat AUTOSORB-1 liefert sowohl den graphischen
Kurvenverlauf als auch die rechnerische Auswertung der BET-Oberflache. Fur
mesopordse Stoffe werden zusatzlich der durchschnittliche Porendurchmesser und das

spezifische Gesamtporenvolumen ausgegeben.
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5.2.1 Der Effekt der Vakuumtrocknung von Bakteriencellulose
In Abb. 33 sind die Sorptionsisothermen von gefriergetrockneter und vakuumge-

trockneter Standard-BC St(a) dargestellt, wobei beide im Sorptionsautomat sowohl bei

50°C als auch bei 150°C ausgeheizt und jeweils anschlieBend vermessen worden sind.
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Abb. 33: Physisorptionsisothermen von gefriergetrockneter (gefr) Standard-BC St(a),
ausgeheizt bei 50 bzw. bei 150°C, und von vakuumgetrockneter (vak) Standard-BC
St(a), ausgeheizt bei 50 bzw. bei 150°C

Die gefriergetrocknete Standard-BC St(a) zeigt einen Physisorptionsisothermen-Typ 1II,
welcher makro- und unpordsen Stoffen zugeordnet wird. Der Porendurchmesser ist quasi
groBer als 50 nm. Die Ausheizung der Probe im Vakuum direkt vor der Messung bewirkt
eine Trocknung des hygroskopischen Materials, sozusagen eine Entleerung der Poren. Bis
zu einem bestimmten Punkt sollte bei héherer Ausheiztemperatur (Thei,) entsprechend
mehr Platz und Raum fir das Adsorptiv N, geschaffen werden. Tatsdachlich nimmt die
spezifische Oberflache der Probe mit der Ausheiztemperatur zu (Tab. 11). Allerdings ist
die Veranderung relativ gering, so daB zugunsten des temperaturempfindlichen Materials
entschieden wurde, alle weiteren gefriergetrockneten Proben bei 50°C im Vakuum

auszuheizen.
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Tab. 11: Ergebnisse der Messung der N, — Physisorptionsisothermen fiir St(a)

Proben- | Thei, Iso- spezif. Poren- spezif. Gesamtvolumen
vorbe- [°C] thermen- Oberflache durchmesser fur alle Poren mit
reitung form [m2/g] [nm] rr < 43 nm [cm3/g]

gefr 50 II 55,9

gefr 150 II 56,2

vak 50 v 41,2 11,8 0,12

vak 150 v 48,2 10,8 0,13

Die vakuumgetrocknete Standard-BC St(a) hingegen entspricht der Isothermenform 1V,
charakteristisch fir mesopordse Festkdorper (Abb. 33). Auch hier wirkt sich eine
intensivere Ausheizung im Vakuum direkt vor der Messung auf eine groBere spezifische
Oberflache flr die N,-Monoschicht aus (Tab. 11). Da sich aber dabei die Probe gelblich
verfarbt, wird auch fir die restlichen vakuumgetrockneten Proben ein Ausheizen bei
50°C bevorzugt.

Anhand dieser Ergebnisse von gefrier- und vakuumgetrockneter BC [aBt sich
ausgezeichnet der Effekt studieren, der durch die Vakuumtrocknung eintritt. Bei der
Lyophilisierung wird das Vlies zuerst tiefgefroren und anschlieBend im Vakuum
dehydratisiert. Es handelt sich dabei um eine auBerst schonende, die innere Vlies-
Struktur erhaltende Sublimationstrocknung. 1 g gefriergetrocknete Standard-BC besitzt
55,9 m2 spezifische Oberflache, auf die sich die N,-Molekiile verteilen kénnen. Im
Vergleich zu spezifischen Oberflachen bekannter Adsorbentien wie Aktivkohle mit 500 -
1500, aktive Aluminiumoxide mit etwa 300 oder Kieselsauren mit 30 - 800 m2/g ist die
spezifische Oberflache von BC immerhin beachtlich [Rémpp, 1995]. Die Poren oder
Abstande zwischen den Fasern sind so groB, daB sie Uber diese Methode nicht erfaf3t
werden kdnnen.

Wird die Substanz dagegen im Vakuum (bei 60°C) getrocknet, ohne daB die Struktur
durch Einfrieren stabilisiert wird, fallen durch den angelegten Unterdruck die Makroporen
in sich zusammen. Die Schichten und Fasern ndhern sich zwangslaufig einander an,
wenn das Wasser dazwischen verdampft. Die innere Oberflache entlang der Fasern
verkleinert sich (nur aufgrund értlicher Zusammendrangung und Uberschneidung) relativ
wenig (auf 41,2 m2/g), wahrend die Hohlraume im Netzwerk deutlich schrumpfen. Das
Zusammenfallen der inneren Struktur verringert den Porendurchmesser auf
durchschnittlich 11,8 nm (bei 50°C ausgeheizt).
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5.2.2 Kleinere spezifische Oberflache durch Variation der C-Quelle

Die BC-Proben, die durch Variation der C-Quelle entwickelt worden sind, dhneln im
Gesamtbild der Standard-BC St(a). Gefriergetrocknet ergeben sie makropordse (Abb.
34), vakuumgetrocknet mesopordse Festkdorper (Abb. 35). Alle Proben wurden
unmittelbar vor der Aufnahme der Sorptionsisothermen bei 50°C ausgeheizt.

Im Detail weist allerdings die gefriergetrocknete Glycerin-Serie eine kleinere spezifische
Oberflache im Vergleich zu St(a) auf (Tab. 12). Probe 12 hat z.B. eine BET-Oberflache
von 40,2 m2/g. Unter Bericksichtigung der REM-Aufhahmen von St(a) und 12 (s. 5.1.2.1
Abb. 27) ist das darauf zuriickzufiihren, daB die Fasern von 12 dichter aneinander liegen
und starkere Schichten bilden, wobei sich die einzelnen Faser-Oberflachen lberlagern.
Nach vakuumgetrockneter Probenvorbereitung zeigt BC 12 ebenfalls eine kleinere

spezifische Oberflache (36,4 m2/g) als vakuumgetrocknete St(a).
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— 32
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Abb. 34: Physisorptionsisothermen der gefriergetrockneten Proben St(a), 12, 22 und 32
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Abb. 35: Physisorptionsisothermen der vakuumgetrockneten Proben St(a), 12, 22 und 32

Tab. 12: Ergebnisse der Messung der N, — Physisorptionsisothermen von BC in Abhangig-

keit der Variation der C-Quelle im Nahrmedium (Ausheiztemperatur 50°C)

Probe | Proben- Iso- spezif. Poren- spezif. Gesamtvolumen flr
vorbe- | thermen- | Oberflache | durchmesser alle Poren mit
reitung form [m2/g] [nm] rr < 43 nm [cm3/g]

St(a) gefr II 55,9

12 gefr I1 40,2
13 gefr I1 33,7
14 gefr I1 48,1
15 gefr I1 45,8
22 gefr II 54,8
23 gefr II 53,4
32 gefr II 50,8
St(a) vak v 41,2 11,8 0,12
12 vak v 36,4 11,3 0,10
22 vak v 41,3 11,1 0,14
32 vak v 41,4 11,9 0,12

Proben 22, 23 und 32 haben in gefriergetrockneter Form etwas kleinere spezifische
Oberflachen als St(a).

Gesamtvolumina (flr alle Poren mit rp < 43 nm) der vakuumgetrockneten und damit

Die durchschnittlichen Porendurchmesser und spezifischen

mesopordsen Proben liegen in der gleichen GréBenordnung wie die Werte flir St(a).
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Zusammenfassend ist festzuhalten, daB durch die Variationen der C-Quelle mit Glycerin
und D-Glucuronsaure die spezifische Oberflache der Vliese im lyophilisierten Zustand

leicht verringert worden ist.

5.2.3 Minimale spezifische Oberflache durch Additive

und Struktur-Kollaps beim Vakuumtrocknen

Alle Produkte der CMC- und MC-Reihen zeigen in gefriergetrocknetem Zustand
Isothermenform II, welche makroporésen Substanzen entspricht. Auffallend sind die
geringen inneren Oberflachen.

Schon die REM-Aufnahme von 44 (s. 5.1.3 Abb. 32) zeigte groBe, aufgeweitete Poren,
die vorzugsweise in gleichen Hdéhen lagen. So entstand ein Bild mit groBer Ordnung, in
dem sich starke, lange und parallele BC-Schichten mit Poren-Ebenen abwechselten.
Diese Charakteristik widerspiegelt sich auch in den Ergebnissen der Physisorption. Probe
44 (makropords) weist im gefriergetrockneten Zustand eine BET-Oberfléche von nur 32
m2/g auf, sie ist damit sogar kleiner als 41,1 m2/g von vakuumgetrockneter Standard-
BC St(b) (Tab. 13). CMC scheint bei der Aggregation der Fasern zu Schichten eine
wesentliche Rolle zu spielen. Der Effekt der Verkleinerung der spezifischen Oberflache in
der CMC-Serie steht jedoch nicht in direktem Zusammenhang zur zugegebenen CMC-
Menge.

Probe 54 (makropords) zeigt die kleinste BET-Oberflache aller gefriergetrockneten BC-
Vliese mit 26,4 m2/g (Tab. 13). Dieses Ergebnis stimmt sehr gut mit dem REM-Bild (s.
5.1.3 Abb. 31) Uberein, das kaum einzelnen Fasern zeigte, sondern eine pordse Struktur
mit dicken, glatten Wanden, also weniger Oberflache. Der Zusatz MC im Nahrmedium
sorgt vermutlich flir eine starkere Anziehung zwischen den Fasern. Die spezifische

Oberflache wird in der MC-Reihe kleiner, je mehr MC der Nahrldsung zugesetzt wurde.

Tab. 13: Ergebnisse der Messung der N, — Physisorptionsisothermen von BC in Abhangig-

keit von Additiven im Nahrmedium (Ausheiztemperatur 50°C)

Probe Probenvorbereitung Isothermenform spezif. Oberflache [m2/g]
42 gefriergetrocknet II 51,4
43 gefriergetrocknet II 30,1
44 gefriergetrocknet II 32,0
52 gefriergetrocknet II 50,1
53 gefriergetrocknet II 40,1
54 gefriergetrocknet II 26,4
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Bei Vakuumtrocknung der CMC- und der MC-Serien tritt ein interessantes Phdnomen auf.

Die Proben haben nach dem ProzeB der Vakuumtrocknung praktisch keine Hohlraume

mehr.

innere Oberfldche noch eine PorengréBe meBbar.

Die

Physisorptionsisothermen zeigen einen deutlich anderen Kurvenverlauf als St(b) (Abb. 36
und 37).

Volumen [cm3/g]

Es ist weder eine
70
60 —5St(b)
50 —A42
—43
40 —44
30 /
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0 ‘ﬁ
0 0,2 0,4

Relativer Druck p/p°

0,6

0,8 1

Abb. 36: Physisorptionsisothermen der vakuumgetrockneten Proben St(b), 42, 43 und 44
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Abb. 37: Physisorptionsisothermen der vakuumgetrockneten Proben St(b), 52, 53 und 54

52



Modifizierung der Porenstruktur der Bakteriencellulose

Bei der Suche nach den Ursachen fir dieses Erscheinungsbild sollte man sich die
gefriergetrockneten Strukturen von 44 und 54 vergegenwartigen (s. 5.1.3 Abb. 31 und
32). Die Fasern liegen in groBen Verbanden zusammen, das bedeutet, die Poren
dazwischen sind nahezu faserfrei, und im niemals getrockneten Stadium nur von Wasser
ausgeflllt. Die Tendenz in Richtung faserfreie Poren ist bei Probe 54 (2% MC) noch
starker ausgepragt als bei 44 (2% CMC). Dieses fehlende Stilitzgeflecht, das alle anderen
Proben (St(a) und St(b) sowie die durch Variation der C-Quelle entstandenen) haben,
bewirkt einen totalen Kollaps der Poren bei anliegendem Unterdruck. Die parallelen
Schichten werden ohne Hindernis aneinandergesaugt, und aus dem anfanglich ca. 1 cm
dicken Vlies wird eine superdiinne Folie. Mikroskopisch besteht sie immer noch aus den
einzelnen BC-Schichten, aber makroskopisch ist sie flach und plan.

Die Skizze in Abb. 38 soll den Zusammenhang zwischen dem unterschiedlichen Vlies-
Aufbau (grobporig oder netzwerkartig) und der resultierenden Struktur nach dem
Vakuumtrocknen veranschaulichen. Der totale Zusammenbruch der Hohlraume (links)
erklart das verschwindend geringe spezifische Volumen im vakuumgetrockneten

Zustand, wahrend sich aus einem Netzwerk-Aufbau (rechts) Mesoporen ergeben.

urspringliche Porenstruktur des BC-VYlieses

Porenstruktur des BC-Ylieses nach Yakuumtrocknung

Abb. 38: Skizze von BC-Vlies-Strukturen vor und nach dem Vakuumtrocknen

Aus welchem Grund sind die Additive CMC und MC aber in der Lage, solche drastischen
Veranderungen im BC-Material hervorzurufen, so daB bei Vakuumtrocknung der BC-
Aufbau in sich zusammenstlirzen kann? CMC und MC sind kommerziell erhaltliche
pflanzliche Cellulose-Derivate, CMC ist ein Carboxymethylether, MC ein Methylether von
Cellulose. Die EinfiUhrung der funktionellen Gruppen mit vermutlich statistischer
Verteilung entlang der Ketten in die Cellulose dient in erster Linie dazu, die pflanzliche

Cellulose Uberhaupt wasserldslich zu machen.
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Beiden Additiven ist zwar die Ether-Gruppe gemeinsam, wobei es sich aber in einem Fall
um einen Alkyl-Ether der Cellulose handelt (kleiner, unpolarer Rest) und im anderen Fall
um einen Hydroxyessigsaure-Ether (mit einem stark polaren Carbonsaure-Rest).
Aufgrund dieses enormen Unterschiedes der Substituenten kann also nicht die Art des
Substituenten die Ursache flr die Struktur-Veranderung der BC in beiden Fallen sein.

Der Substituenten-Typ differenziert sicherlich Art und Starke der zwischenmolekularen
Krafte, die sich beim Anlagern von Additiv-Molekilen an BC-Strange ergeben. Schon in
frihen Arbeiten wurde vermutet, daB CMC aufgrund der elektrostatischen AbstoBung der
Carboxyl-Gruppen zunachst die Kristallisation und Aggregation der BC-Fibrillen verzdgert
[Ben-Hayyim und Ohad, 1965]. So werden bis zu 1% aller Fibrillen durch CMC-
Anlagerung schmaler in ihrem Durchmesser und liegen separat vor, also nicht zu Fasern
verdrillt, was mit der Abnahme des Anteils an Cellulose Ia korreliert [Hirai et al., 1998].
Dieser ladungsabhangige Effekt der CMC kann fir MC nicht gelten, kann also nicht die
Ursache flir das Phanomen sein, daB BC-Strukturen entstehen, die im Vakuum
kollabieren. Die Cellulose-Ether CMC und MC haben auBer der Wasserl6slichkeit noch
eine Gemeinsamkeit. Sie bestehen aus klrzeren Ketten als die Bakteriencellulose. Eine
GPC-Untersuchung der verwendeten Additive hat die in Tab. 14 zusammengefaBBten

Daten ergeben.

Tab. 14: GPC-Ergebnisse der Additive CMC und MC

Additiv My, [g/mol] M, [g/mol] PDI DP,, DP,,
CMC 65910 11230 5,9 374 (DS=1) 390 (DS=0,5)
MC 43700 3793 11,5 136 (DS=2) 155 (DS=1,5)

Im Vergleich zu den BC-Wiederholungseinheiten in den Proben 44 und 54 von 7772 bzw.
7284 sind die DP,-Werte von CMC und MC sehr gering. Das heiB3t, die im Nahrmedium
gelésten Additive sind beweglicher, zumal die langen BC-Ketten noch zu Mikrofibrillen
und Fasern verdreht sind. CMC und MC kénnten sich also an naszierende BC-Fasern
aufgrund von zwischenmolekularen Kraften anlagern und sich dabei der gegebenen Form
und Ausrichtung anpassen. Die Ausbildung weiterer Nebenvalenzbindungen zu anderen
Additiv-Molekiilen kdénnte dabei helfen, Raume zwischen getrennt und starr liegenden
BC-Fasern zu (Uberbriicken (Abb. 39). So kdnnen vermutlich auch ferne und nicht
parallele BC-Fasern in einen Verband eingegliedert werden. Die Tatsache, daB CMC als
waschmittelaktive und MC als oberflachenaktive Substanzen bekannt sind [R&mpp,
1995], unterstitzt diese Theorie noch. Je starker aber die Verbande und Schichten
werden (kleinere Innenoberflache), um so weniger freie Fasern liegen natirlich
auBerhalb dieser Porenwande vor, und um so weniger gestitzt sind dadurch die
Hohlraume bei Anlegen eines starken Unterdruckes, so daB sie regelrecht kollabieren

konnen.
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In Gegenwart von 2% (m/V) Additiv sind in 30 ml Nahrlésung 600 mg Zusatz, d.h. etwa
9,10 pmol CMC (Probe 44) bzw. 13,7 pmol MC (Probe 54) unter Einbeziehung des My
(Tab. 14), enthalten. Wenn etwa 10% an Additiv CMC nach der Wasch-Prozedur im Vlies
eingelagert bleiben, wie die HPLC-Daten ergaben (s. 3.3 Tab. 6), sind quasi noch etwa
0,91 umol CMC im Produkt 44 vorhanden. Fur 54 ergeben sich bei 10% MC-Einlagerung
1,37 ymol MC, wobei aufgrund einer héheren Produkt-Ausbeute der Wert wahrscheinlich
noch nach oben korrigiert werden muBte. Legt man die St(b)-Masse mit 235,6 mg (ohne
Additiv-Einbau) und die M,,-Werte (s. 4.2 Tab. 8 und 4.3 Tab. 9) zugrunde, ergeben sich
flr 44 0,187 pmol und fir 54 0,199 umol BC-Ketten. Weiterhin muB man bedenken, daB
sich die einzelnen BC-Molekile zu Mikrofibrillen von 10 - 15 Glucan-Ketten vereinigen
und diese noch zu Fasern aus 50 - 80 Mikrofibrillen [Pilz, 2001]. Damit bleiben
durchschnittlich 0,23 nmol BC-Fasern im Vlies 44 und 0,24 nmol in 54. Es kommen also
auf 1 Faser etwa 4000 - 5000 Additiv-Molekdle.

Diese Uberschlagsrechnung macht die Theorie eines Additiv-BC-Verbandes zumindest
vorstellbar. MC scheint gegenliber CMC noch engere Verbande zwischen den BC-Fasern
hervorzurufen (glatteres Aussehen der Porenwande im REM-Bild, kleinste spezifische
Oberflache fir 54), unabhangig von ihrer Orientierung zur Oberflache, woraus gleich
starke Struktur-Wande und faserleere Poren resultieren. CMC hingegen verbindet eher
die horizontalen Fasern zu Schichten und weitet damit die Hohen der Poren stark aus
(auf etwa 5 pym statt 2 ym). Aber in beiden Fallen kénnten die nahezu faserfreien (durch
CMC-BC-Verbande) bzw. faserleeren (durch MC-BC-Verbande) Poren die Ursache flir den

Struktur-Kollaps beim Vakuumtrocknen sein.

e

P ===
SN

Abb. 39: Skizze zu einzeln vorliegenden Fasern im BC-Netzwerk (links) und zur

Einbindung dieser Fasern in Verbande durch (rote) Additiv-Molekiile (rechts)
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6 Verbesserung von charakteristischen Eigenschaften der Bakteriencellulose

6.1 Steigerung des Wassergehaltes

Eine wichtige Eigenschaft von Bakteriencellulose st ihr ausgezeichnetes
Wasserrlickhaltevermdgen im niemals getrockneten Zustand [White und Brown, 1989;
Brown, 1992]. Die Wasserkapazitdt eines BC-Vlieses ist natlirlich stark abhangig vom
strukturellen Aufbau, also von innerem Volumen und spezifischer Oberflache. Je groBer
die innere Oberflache ist, um so mehr Wasser kann direkt adsorbiert werden. Hier
kommen Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen Wasser und OH-Gruppen der BC in
Frage. Die Netzwerk-Zwischenrdaume missen eine MindestgroBe haben, so daB
Wassermolekiile hineinpassen, und eine MaximalgréBe, bis zu der Wassermolekiile als
Assoziat tropfsicher festgehalten werden kénnen. Bieten sich ideale Raumverhaltnisse flr
solche Wasser-Assoziate, spielt die innere Oberflache keine groBe Rolle mehr, und die
Wasserkapazitat darfte enorm ansteigen.

Die Bestimmung der Wasserkapazitat ist eine ausgezeichnete Analyse, bei der das
Material nicht getrocknet werden muB. Man erhadlt quasi Eigenschaftsmerkmale der
Produkte im Original-Zustand. Allerdings kann man auch von gefriergetrockneten Vliesen
eine Wasserkapazitat ermitteln, nachdem sie in Wasser regequollen wurden. Die
Ergebnisse kénnen dann mit den Aussagen zur Porenstruktur von gefriergetrockneten
Vliesen aus der REM und Physisorption verglichen werden.

Um die Wasserkapazitat einer Substanz zu messen, wird sie zunachst 15 Minuten bei
4000 Umdrehungen pro Minute auf einer Fritte zentrifugiert. Durch das Schleudern
werden alle Proben standardmdBig vorbereitet, und es wird bestimmt, wieviel Wasser
eine Probe unter diesen Bedingungen zuriickhalten kann. AnschlieBend wird die Probe
gewogen (Mmpnas), bis zur Masse-Konstanz getrocknet und das Trockengewicht bestimmt
(Mirocken). Die Differenz zwischen NaB- und Trockengewicht entspricht der Wassermasse,
die in der Probe enthalten war.

Das in der Fachliteratur Gbliche Wasserriickhaltevermdgen (WRV) bezieht sich auf das

Trockengewicht und errechnet sich nach [Jayme und Rothamel, 1948]:

-mtrocken 1009, .

trocken

WRY = That
m

Um eine anschauliche Demonstration der Produkt-Eigenschaft zu gewahrleisten, wurde
fur diese Arbeit der Terminus Wassergehalt gewahlt. Der Wassergehalt (WG) ergibt sich

aus der Wassermasse, bezogen auf das Gesamtgewicht der Probe:
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I"nnaB B rﬂtrocken
m

WG = -100% .

naB

In Abb. 40 wird die Beziehung zwischen WRV und WG verdeutlicht. Wahrend der WG
maximal 100% erreichen kann, geht das WRV gegen unendlich.

Fir Bakteriencellulosen sind Wassergehalte zwischen 80 und 98% der NaBmasse
relevant. Gerade in diesem Bereich sind enorme Differenzen in den entsprechenden
WRV-Werten, was sich auf die Fehler-Statistik auswirkt. Hat man z.B. flr eine
Probensorte 3 MeBwerte flir die Wassermasse, die Wassergehalten von 92, 93 und 94%
entsprechen, errechnet sich ein Mittelwert von WG = 93% mit einer Standardabweichung
s = 1%. Gibt man aber das WRV aus diesen 3 MeBergebnissen an, ergeben sich die
Werte 1150, 1329 und 1567%. Diese lassen sich durch den Mittelwert WRV = 1349%
mit s = 209% ausdriicken. Einerseits wird der Mittelwert im WRV immer nach oben
verfalscht (1349% WRYV entsprechen mehr als 93% WG), andererseits streuen die Werte
des WRV viel starker, man erhalt also gréBere Standardabweichungen zum WRYV,
insbesondere bei groBen Wasserkapazitaten. Diese Problematik wird durch die Angabe

des Wassergehaltes umgangen.

WRV = f (WG) WRV = f (WG)
10000 10000
8000 8000 -
g 6000 '(:\;‘ 6000 -
2 2
= 4000 = 4000
2000 2000 A
0 4 0 ; ; ; ;
0 20 40 60 80 100 80 84 88 92 96
WG [%] WG [%]

Abb. 40: Beziehung zwischen Wasserrickhaltevermdégen (WRV) und Wassergehalt (WG)

AuBerdem konnte die Methode zur Bestimmung des Wassergehaltes verfeinert werden.
Wadhrend beim herkémmlichen Verfahren die Proben auf Fritten sowohl zentrifugiert als
auch anschlieBend naB gewogen, vakuumgetrocknet und trocken gewogen worden sind,

werden sie nach der neuen Methode auf trockenen Wageglaschen gewogen und
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getrocknet. Das schlieBt ein mdogliche Mitbestimmung der Wasserkapazitat der Fritten
aus und vermeidet somit Fehler und unnétige MeBwertschwankungen.

Wie Abb. 41 zeigt, ist der tatsachliche Wassergehalt der niemals getrockneten BC-Vliese
niedriger als bisher angenommen. Die Ergebnisse wurden im Rahmen der Forschung zu
BASYC-R6hrchen erhalten. Alle fir Abb. 41 verwendeten Proben wurden von AX5
(Stamm des IOMC der Universitat Jena) in 40 ml HS-Medium innerhalb von 14 Tagen
synthetisiert, ein Teil bei der Firma SurA Chemicals (Jena) und ein Teil am IOMC. Bei den
BC-Vliesen der Firma SurA ist eine groBere Differenz zwischen dem WG nach alter und
neuer Bestimmungsmethode zu verzeichnen als bei den Vliesen des IOMC. Das kommt
dadurch zustande, daB bei den SurA-Proben mehr Wasser beim Zentrifugieren
abgeflossen ist (der tatsachliche WG von SurA-Vliesen ist kleiner als von IOMC-Vliesen),
es haftete demzufolge mehr Wasser in den Fritten und tauschte nach der alten Methode

einen gréBeren WG vor.

92

90+

88

WG [%] 86

84 1

82

80

IOMC alt IOMC neu SurA alt SurA neu

Abb. 41: Darstellung des Wassergehaltes von niemals getrockneten BC-Vliesen des
Institutes fir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie (IOMC) und der Firma

SurA Chemicals (SurA) nach der alten und neuen Bestimmungsmethode

Fir die Vergleichsprobe St(a) wurden sowohl von 5 niemals getrockneten als auch von 5
gefriergetrockneten Vliesen unterschiedlicher Chargen die Wassergehalte bestimmt.
Dabei wurde jedes Vlies in 4 Viertel geteilt, um den EinfluB des MeBfehlers gering zu
halten. Dabei ergab sich flir die niemals getrocknete Standard-BC St(a) ein Wassergehalt
von 87,45% mit Sqrig = 1,65% und RSAqig = 1,89% (n=20). Fur gefriergetrocknete St(a)
belief sich der Wassergehalt auf 79,67% mit Sgerr = 3,01% und RSAges = 3,78% (n=20).
Die MeBwerte der Ilyophilisierten Proben schwanken deutlich mehr, allerdings
chargenabhangig. Das kénnte darauf zurlickzufiihren sein, daB3 die Gefriertrocknung nicht

exakt reproduzierbar ist.
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Tab. 15: Wassergehalte von niemals getrockneten (orig) und gefriergetrockneten (gefr)

BC-Vliesen, die durch Variation der C-Quelle entstanden sind

St(a) 12 13 14 15 22 23] 32

WGerg [%] 87,45 | 85,91 | 86,45 | 86,14 | 86,89 | 88,27 | 86,89 | 87,9
Sorig = 1,65%

WGgerr [%] 79,67 | 79,06 | 79,76 | 76,98 | 77,85 | 77,41 | 80,66 | 84,54
Sgerr = 3,01%

Wie aus Tabelle 15 hervorgeht, sind die Wassergehalte bei allen Proben, die aus der
Variation der C-Quelle hervorgegangen sind, im gefriergetrockneten Zustand kleiner als
im Originalzustand. Ursache st die irreversible Bildung von Wasserstoff-
Brickenbindungen zwischen den Fasern, die erst nach Entfernung des Wassers aus dem
Netzwerk, also bei Trocknung einsetzt [Colvin und Leppard, 1977]. Deshalb kann trotz
der strukturschonenden Gefriertrocknung anschlieBend weniger Wasser re-adsorbiert
werden.

In Anbetracht der Standardabweichungen suig und sger muB bei kritischer Betrachtung
gesagt werden, daB sich die Wassergehalte innerhalb der niemals getrockneten bzw. der

gefriergetrockneten BC-Proben nur unwesentlich andern.

In Abb. 42 sind die Wassergehalte der niemals getrockneten BC-Vliese dargestellt, die in
Gegenwart der WSP erhalten werden konnten. Als Vergleich dient St(b) mit einem WG
von 87,2%. Hier zeichnet sich in der CMC- und MC-Reihe eine deutliche Zunahme der
Wasserkapazitat gegenliber St(b) ab [Seifert et al., 2004].

98-
96-
94
92 O St(b)

BCMC (42-44)
OMC (52-54)
OPVA (62-64)

WG,rig 90
[%] 88
861

841

821

80

0% 0,5% 1,0% 2,0%
Addition WSP

Abb. 42: Wassergehalte von niemals getrockneten BC-Vliesen, die unter Zusatz von
CMC, MC bzw. PVA produziert wurden
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Schon durch Addition von 0,5% MC zur Nahrlésung (Probe 52) steigt der WG auf 97,6%.
Auch unter Zusatz von 2% CMC (Probe 44) gewinnt man eine BC, die im Original-
Zustand 97,3% Wasser enthalt.

Auch in gefriergetrockneter Form besitzen die Produkte, die in Anwesenheit der Additive
CMC und MC wahrend der Kultivierung gewonnen wurden, eine enorme Wasserkapazitat
(Abb. 43). Wahrend St(b) einen WGge von nur 73,3% hat, besteht Probe 52 nach
Requellung zu 92,8% aus Wasser. Probe 44 erreicht sogar einen WGge von 95,9%.
Dagegen laBt sich durch Zugabe von 0,5% PVA zur Nahrlésung der Wassergehalt
deutlich verringern auf 61,9%. [Seifert et al., 2004]

100
90
80. @st(b)
WGgesr B CMC (42-44)
[%] 20 OMC (52-54)
OPVA (62-64)
601
50-
0% 0,5% 1,0% 2,0%
Addition WSP

Abb. 43: Wassergehalte von gefriergetrockneten BC-Vliesen, die unter Zusatz von CMC,

MC bzw. PVA produziert wurden

In der CMC-Reihe tritt dabei eine Abhangigkeit von steigendem WG mit hdherem WSP-
Zusatz zur Nahrlédsung zutage, sowohl im niemals getrockneten als auch im
lyophilisierten Zustand. Dagegen scheint der Anstieg des WG durch MC unabhangig von

der im Rahmen dieser Arbeit zugesetzten Menge zu sein.

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Wassergehalte der BC aus den CMC- und
MC-Serien zu Uberprifen, wurde die Untersuchung ca. 2 Jahre spater wiederholt. Bei
dieser 2. Studie ergeben sich fir die Vliese im Original-Zustand vergleichbare WG-Werte
zur 1. Studie (Abb. 44). Die Mittelwerte resultieren aus jeweils 2 Vliesen, also 8
Messungen. Es zeigt sich wieder ein positiver EinfluB der addierten CMC-Menge auf den
WG. Erst bei 2% CMC-Zugabe zur Nahrlésung (44) wird der maximale WG,y von 97,7%
erzielt. Hingegen genligen innerhalb der MC-Serie schon 0,5% Additiv (52), um den
gréBtmaoglichen WGig von 97% zu erlangen. Die Wiederholstudie bescheinigt also eine

ausgezeichnete Reproduzierbarkeit der bemerkenswerten Wasserkapazitaten.
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Abb. 44: Vergleich der Wassergehalte von niemals getrockneten BC-Vliesen, die unter
Zusatz von CMC bzw. MC produziert wurden, aus der 1. Studie (2001) und der 2. Studie
(2003)

AuBerdem wurden jeweils 2 Vliese der BC-Produkte, die in Gegenwart von CMC bzw. MC
in der 2. Studie synthetisiert wurden, gefriergetrocknet und in Wasser regequollen, um
WGgerr zu bestimmen. Dieser Vorgang ist dreimal wiederholt worden, wobei pro Produkt
ein WGge flr die 1., 2. und 3. Requellung (a 8 MeBwerte) resultiert. Setzt man den
Wassergehalt, den eine Probe bei der 1. Requellung erreicht (WGge1l.), 100%, so
ergeben sich bei den wiederholten Requellungen an ein und derselben Probe die in Tab.
16 aufgelisteten Relativwerte. Durch eine besonders gute Requellbarkeit nach bis zu 3

Trocknungszyklen zeichnen sich Proben 44 und 52 aus.

Tab. 16: Wassergehalte der CMC- und MC-Reihen aus wiederholten Requellungen im

Verhaltnis zum WGgef1.

St(b) 42 43 a4 52 53 54
WGgerrl. [%] 100 100 100 100 100 100 100
WGgerr2. [%] 99 99 94 100 100 98 95
WGgerr3. [%] 98 95 91 100 99 93 90
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Allerdings liegen alle Daten des lyophilisierten Materials in der 2. Studie um 10-15%
niedriger als in der 1. Studie. Die Ursache scheint ein Fehler zu sein, der wahrend der
Gefriertrocknung aufgetreten ist.

Mit der Entwicklung von Produkten mit ausgezeichneten Wasserriickhaltefahigkeiten
er6ffnen sich prinzipiell einige Anwendungsmdglichkeiten. Zum einen bietet sich ein
Einsatz als Wundauflage an, bei dem &uBere Wunden vor Austrocknung geschitzt
werden sollen. Zum anderen lieBen sich Adsorbentien aus biologischem Material
gewinnen, welche in trockenem Zustand lagerfahig sind. Auch als grob-porige Filter ware
eine Verwendung denkbar, wie z.B. in der Lebensmittel-Industrie fiir die Klarung von

diversen Fruchtsaften.

Aus der Masse an Wasser, die in einem Vlies nach dem Zentrifugieren vorhanden ist, 1aBt
sich Uber die Dichte p (H,O0) = 1 g/cm3 (20°C, 1013 mbar) ein inneres Volumen

abschatzen. Das spezifische Volumen ergibt sich dabei aus

mHzo Mpag =~ Mirocken
v _ Vo _ Pro PH,0
spezif — - -
mtrocken rntrocken I"ntrocken
Da Vo __WRV.__hd WRV=— WG 4009 ,
Pro - 100% 100%- WG

errechnet sich das spezifische Volumen einer Probe aus ihrem gemittelten Wassergehalt

recht einfach folgendermafBen:

WG
vV _100%-WG

spezif —
Ph,0

Beim Zentrifugieren sollte Uberschissiges Wasser von den AuBenseiten der Proben
abgetrennt werden, um standardisierte NaBgewichte zu gewahrleisten. Offen bleibt,
wieviel Wasser trotzdem an den duBeren Fasern haften bleibt und das innere Volumen
nach oben verfalscht. Da weiterhin nicht ausgeschlossen werden kann, daB auBer von
der Proben-AuBenoberflache je nach BC-Struktur auch Wasser aus dem Vlies-Inneren
abflieBt, was den Wert wiederum nach unten verfalschen wirde, kénnen die Angaben

zum spezifischen Volumen in Tab. 17 nur Schatzwerte sein.
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Tab. 17: Spezifische Volumina der niemals getrockneten (orig) und der gefrier-

getrockneten (gefr) BC-Proben, die sich aus ihrer Wasserkapazitat ergeben

Proben- Vspezif (Orig) Vspezit (gefr) Proben- Vspezie (Orig) Vspezie (gefr)
bezeichnung [cm3/qg] [cm3/g] bezeichnung [cm3/g] [cm3/qg]
St(a) 7,0 3,9 42 19,8 4,3
12 6,1 3,8 43 24,6 6,0
13 6,4 3,9 44 36,0 23,4
14 6,2 3,3 52 40,1 12,9
15 6,6 3,5 53 44,5 12.0
22 7,5 3,4 54 39,0 16,5
23 6,6 4,2 62 6,9 1,6
32 7,3 5,5 63 7,3 2,3
St(b) 6,8 2,8 64 9,4 3,1

Im folgenden sollen die Verhéltnisse etwas veranschaulicht werden. Das AuBBenvolumen
eines durchschnittlichen Vlieses betragt etwa 28,3 cm3 (Zylinder mit 6 cm Durchmesser
und 1 cm Hohe). Da bspw. ein St(b)-Vlies 235,6 mg wiegt, hat 1 g St(b) ein
Gesamtvolumen von ca. 120 cm3. Im Originalzustand beansprucht Wasser davon ein
Volumen von 6,8 cm3 (Tab. 17). Demzufolge hat die BC selbst ein Eigenvolumen von
113,2 cm3/g. Die Werte kann man auch als Dichte ausdriicken: psy) = 0,0083 g/cm?3
(Rohdichte) und psyp) = 0,0088 g/cm3 (Reindichte). Das ist eine ungewdhnlich geringe
Dichte fir einen Feststoff (Vergleichsdichten bei 20°C [g/cm3]: Holz 0,4 - 0,8; Ethanol
0,791; Schaumstoffe < 0,05; Luft bei 0°C 0,00129 [Rompp, 1995]).

Demgegenlber hat Probe 52 bei einer Vliesmasse von etwa 290 mg ein Gesamtvolumen
von etwa 97 cm3/g. Davon nimmt Wasser im niemals getrockneten Zustand des Vlieses
40,1 cm3 ein (Tab. 17), folglich hat BC 52 ein Eigenvolumen von 56,9 cm3/g. Das
bedeutet eine Rohdichte des Materials von 0,0103 g/cm3 und eine Reindichte von 0,0176
g/cm3. Trotz geringerem Gesamtvolumen von 52 gegenuiber St(b) wird mehr Hohlraum
(fGr Wasser) geschaffen durch eine groBere Dichte der Substanz.

Die Verhdltnisse gestalten sich ahnlich flir gefriergetrocknete Proben. Die Reindichten
betragen pst) = 0,0085 g/cm3 und ps; = 0,0119 g/cm3. Eine gréBere Faserdichte fur 52
geht (bei vergleichbarem Gesamtvolumen) einher mit gréBeren Poren. Das korreliert mit
der geringeren inneren Oberflache (Physisorption) und der enormen Wasserkapazitat.
Somit ist flr die CMC- und MC-Serien bewiesen, da das Wasser hier nicht nur an den
Faseroberflachen adsorbiert wird, sondern vorrangig in groBen Assoziaten gehalten
werden kann. Durch die Beigaben von 2% CMC oder 0,5% MC zum Nahrmedium laBt
sich die Struktur von Bakteriencellulose derart modifizieren, daB ideale Porenverhaltnisse

flr eine maximale Wasserkapazitat gestaltet werden.
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Demgegenilber haben die Proben aus der C-Quellen-Variation zwar auch eine kleinere
BET-Oberfldche als Standard-BC, was aber nicht automatisch zu gréBerem inneren
Volumen und gréBerer Wasserkapazitat fuhrt.

Um den Zusammenhang zwischen innerer Oberflache und innerem Volumen der BC in
Abhangigkeit von der Komposition der Nahrlésung und ihren EinfluB auf charakteristische
GroBen wie die Wasserkapazitat beweiskraftig interpretieren zu kdnnen, waren exakte
Volumen- und Dichte-Messungen notig. Weiterfihrende Arbeiten sind flr ein tieferes

Verstandnis dieses Aspekts sehr wiinschenswert.
6.2 Erhohung der Zugfestigkeit

Es liegt die Vermutung nahe, daB die BC-Struktur Auswirkungen auf die mechanische
Belastbarkeit des Materials hat. Untersuchungen zur Zug- und ReiBfestigkeit der
Glycerin-Reihe deuten auf einen direkten Zusammenhang zwischen Auspragung von
starken Schichten in wahlloser Orientierung und maximaler Zugfestigkeit.

Bei den Zug-Dehnungs-Messungen wirkt auf die Probe eine Zugkraft ein, die sie dehnt,
wobei der Querschnitt verkleinert wird, bis die Probe schlieBlich reiBt. So erhalt man 4
Werte aus einem MeBversuch: maximale Zugkraft F.x und entsprechende Ausdehnung
Alhax des Korpers, sowie Zugkraft beim Bruch des Koérpers Fgen und entsprechende
Ausdehnung Alguen [Braun et al., 1999]. Dabei ergibt sich die Zugfestigkeit onax aus

maximaler Zugkraft dividiert durch Anfangsquerschnitt Aq:

Die Zugdehnung ¢, ist die bei maximaler Kraft auftretende Dehnung Al.x im Verhaltnis

zur Anfangslange lo:

=A|ﬂ-100% :

&
IO

max

Adaquat lassen sich Reil3festigkeit or und ReiBdehnung €z errechnen. [Braun et al., 1999]
Fir diese Untersuchung wurden die Proben der Glycerin-Reihe schon nach 7 Tagen
Kultivierungszeit geerntet, um eine mdoglichst geringe Vliesdicke flr einen kleinen
Anfangsquerschnitt Ap zu gewahrleisten. Vom niemals getrockneten Material wurden aus
dem Mittelbereich eines Vlieses 8 Streifen geschnitten, die Streifenbreite ermittelt und
naB an einer Material-Prifmaschine vermessen. Die Skizze in Abb. 45 soll die

Probenvorbereitung flr die Zug-Dehnungs-Messungen und den Vorgang beim
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MeBversuch demonstrieren. Ag geht aus der Vliesdicke und der Streifenbreite hervor. Fir
die Anfangslange wurden 2 cm gewahlt.

In Tab. 18 sind die Vliesdicken nach 7 Tagen Kultivierungsdauer, Zugfestigkeit und
Zugdehnung, ReiBfestigkeit und ReiBdehnung von St(a) und der Glycerin-Reihe
aufgelistet. Es wurden pro Probensorte 2 Vliese verwendet. Die Mittelwerte ergeben sich

also aus jeweils 16 Messungen.

3 o 4o
=T
g Anfangslange O A
}

Abb. 45: Skizze zur Zug-Dehnungs-Messung, a) Probenvorbereitung, b) eingespannte

Streifenbreite

Yliesdicke

Probe zu Beginn des Versuchs, c¢) gerissene Probe bei Versuchsende

Tab. 18: Zugdfestigkeit Omnax, Zugdehnung e,y ReiBfestigkeit or und ReiBdehnung &g
sowie die Relationen Eg.x und Egqn der Glycerin-Reihe im Vergleich zu St(a), gemessen

an niemals getrockneten Vliesen nach 7 Tagen Kultivierungszeit

Proben- | Vliesdicke Omax €max Emax Or €r Egruch
bez. [mm] [N/mm?2] [%] [N/mm2] | [N/mm?2] [%] [N/mm?2]
St(a) 6 0,63 41,14 1,53 0,32 50,63 0,63

12 5 0,90 33,49 2,69 0,47 43,32 1,08
13 5 0,77 24,49 3,14 0,42 34,80 1,21
14 3,2 0,82 29,62 2,77 0,44 39,11 1,13
15 1,8 0,76 23,73 3,20 0,48 29,56 1,62

Aus dieser Studie geht hervor, daB alle Proben, die anteilig oder vollstandig aus Glycerin
synthetisiert wurden, eine héhere Zugfestigkeit 0,,.x bei kleinerer Zugdehnung €., haben
als die Standard-BC St(a). Trotz gréBerer Kraft F,.x, die auf sie einwirkt, dehnen sich die
Proben 12 - 15 dabei nicht so weit aus wie St(a). Fir eine Ubersichtliche Beurteilung von
Zugfestigkeit bei zugehériger Zugdehnung der Produkte, wurde das Verhaltnis Eax an

diesem Punkt ausgerechnet:

(o}

max max

E

, wobei hier o, = und  Epax =

max (e] IO

max
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Die Ergebnisse von En.x belegen, daB alle Glycerin-Proben deutlich besser in der
Zugfestigkeit in Bezug zum DehnungsausmaB abschneiden. Probe 15 erreicht dabei
209% vom St(a)-Wert, Probe 13 immerhin 205%.

Allgemein zeigen die BC-Produkte die Erscheinung der Verstreckung. Nach dem
Einwirken der maximalen Kraft erfahrt das Material weitere Langenanderung bei
geringerer Zugkraft. Deswegen sind die Zugkrafte, die letztendlich zum ZerreiBen der
Probe flihren, kleiner als die maximalen Zugkrafte.

Um die Glycerin-Proben zu zerreiBen, benétigt man durchweg eine gréoBere Kraft als fur
St(a). Im Gegensatz dazu dehnen sie sich bis zum Bruch weniger aus. Fir einen
einfachen Vergleich wurde auch fir den ReiBpunkt die Relation Eg. berechnet (analog
Emax). Dabei wird die gleiche Tendenz offensichtlich wie bei Enax. Allen Glycerin-Proben
wird ein besseres Verhaltnis von ReiBfestigkeit zu ReiBdehnung gegeniber St(a)
bescheinigt. BC 13 erzielt 192% und 15 sogar 257% vom Standard-Wert.

Wie |aBt sich diese Verbesserung interpretieren? Bei den Zug-Dehnungs-Messungen wird
der Vlies-Streifen in horizontaler Richtung bezlglich seiner Lage wahrend der
Kultivierung auseinander gezogen. Da bei St(a) eine Struktur vorherrscht, die durch
relativ dinne, zwar in ihren H6hen zueinander versetzte, aber parallele Schichten in
horizontaler Ebene gekennzeichnet ist (s. 5.1.1), erlaubt sie ein leichtes Verschieben der
Lagen gegeneinander. Dies fuhrt zu einer gréBeren Ausdehnung bei geringer
Krafteinwirkung. Dagegen dokumentierten die REM-Aufnahmen der Glycerin-Serie in
Kapitel 5.1.2.1 allgemein eine zunehmende Unordnung im Vlies-Aufbau mit gréBerem
Glycerin-Anteil der C-Quelle: starkere Schichten im Verleich zu St(a), die nur Uber kurze
Distanzen reichen, daflir aber zunehmend nicht-horizontal, sondern wahllos orientiert
sind. Diese Struktur-Charakteristik scheint die Ursache flir die besseren Zug- und
ReiBfestigkeiten der Glycerin-Proben zu sein. Die nicht parallelen Schichten lassen sich
nur schwer gegeneinander verschieben, zudem sorgt ihre Starke fur zusatzliche
Stabilitat. Diese Erkenntnis kdnnte sich flr einen erfolgreichen Einsatz der BASYC-
Réhrchen als BlutgefaB-Ersatz als sehr wertvoll erweisen.

Die hier beschriebene Untersuchung der Glycerin-Reihe auf ihre Zug- und ReiBfestigkeit
stellt primar eine erste Eignungsprifung des uns zur Verfligung stehenden
MeBverfahrens in Verbindung mit den Bakteriencellulosen dar. So erweisen sich sowohl
Methode als auch Material als tauglich fir weitergehende Untersuchungen. Interessant
ware zum einen der EinfluB, den die Gefriertrocknung oder Vakuumtrocknung auf die
Zug- und ReiBfestigkeit der Proben ausiiben, zum anderen der Unterschied zu den
Produkten, die in Gegenwart der WSP hergestellt wurden.

Unter Hitze zu Folien gepreBte BC erreicht durch die hochplanare Orientierung der Fasern
eine Zugfestigkeit von 250 N/mm?2 bei einer Dehnung von 2% [Yamanaka und
Watanabe, 1994]. CMC- bzw. MC-BC sollen sogar bis zu 280% des Elastizitatsmoduls von
Standard-BC erreichen [Tajima et al., 1995].
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7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Das gramnegative, aerobe Bakterium Acetobacter xylinum (AX) produziert extrazellular
Cellulose. Vor dem Hintergrund der breiten Anwendungsgebiete dieser Bakteriencellulose
(z.B. im medizinischen Bereich als BioFill oder BASYC, flir die Industrie als Adsorbens
bzw. Filter, bei Sony als Audiokopfhdorer-Membran oder in der Lebensmittelbranche als
diatischer Zusatzstoff) bestand immer dringender die Notwendigkeit, ein Konzept fir das
methodische Design von BC-Strukturen zu entwickeln. In dieser Arbeit wurde der EinfluB3
der Zusammenstellung des Nahrmediums auf die Struktur der BC von AX5 untersucht.
Zum einen wurde die C-Quelle variiert und statt D-Glucose Glycerin bzw. D-
Glucuronsaure (als freie Saure und als Na-Salz) angeboten. Zum anderen sind der
Nahrlésung wahrend der Kultivierung wasserldsliche Polymere wie CMC, MC respektive
PVA zugesetzt worden.

Im einzelnen wurden die nachstehenden Proben entwickelt:

a) durch Variation der C-Quellen-Zusammensetzung im HS-Medium: 12 (75% D-
Glucose, 25% Glycerin), 13 (50% D-Glucose, 50% Glycerin), 14 (25% D-Glucose, 75%
Glycerin), 15 (100% Glycerin), 22 (75% D-Glucose, 25% D-Glucuronsaure Na-Salz), 23
(50% D-Glucose, 50% D-Glucuronsaure Na-Salz), 32 (75% D-Glucose, 25% D-
Glucuronsaure), 33 (50% D-Glucose, 50% D-Glucuronsdure) und

b) in Gegenwart von Additiven im HS-Medium: 42 (0,5% CMC), 43 (1,0% CMCQC), 44
(2,0% CMC), 52 (0,5% MC), 53 (1,0% MC), 54 (2,0% MC), 62 (0,5% PVA), 63 (1,0%
PVA), 64 (2,0% PVA).

Die Produkte wurden mittels verschiedener Analysenmethoden charakterisiert. Dabei
konnten die folgenden Zusammenhange zwischen der Zusammenstellung der
Nahrlésung, der daraus resultierenden BC-Struktur und anderen Produkt-Eigenschaften

aufgedeckt, formuliert und reproduziert werden:

Ausbeute-Steigerung

Es ist gelungen, durch die Verédnderung der Zusammensetzung der Nahrlésung in vielen
Fallen den Produkt-Gewinn zu steigern. Die Proben 13, 14 und 15 haben prinzipiell
hdéhere Produkt-Ausbeuten als Standard-BC. Dabei erreicht 14 mit einer statistischen
Sicherheit von 99% eine signifikant hdéhere Produkt-Masse von 116% im Vergleich zu
Standard-BC. In der Literatur sind dagegen nur 93% in Relation zur BC-Ausbeute aus D-
Glucose angegeben [Masaoka et al., 1993]. Im Gegensatz zur Literatur [Tajima, 1999;
Tajima et al., 1995] 1aBt sich mit MC als Additiv zur Nahrlésung quantitativ mehr Produkt
gewinnen als mit CMC. So erzielen die Proben 42, 43 und 44 etwa 109%, hingegen 52,
53 und 54 sogar 123% verglichen mit Standard-BC. Mit einer statistischen Sicherheit von

99% sind die Ausbeuten von 22, 23, 32 bzw. 33 aber signifikant niedriger gegeniiber
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Standard-BC. Aus o©konomischer Sicht ist der Erkenntnisgewinn, mit welchen
Nahrlésungszusammenstellungen die Ausbeute an BC-Material gesteigert werden kann,
von groBem Vorteil, da die Kultivierung von AX bislang noch eine relativ teure Methode

zur Cellulose-Produktion darstellt.

Einlagerung der Additive

In den 3C-NMR-Spektren ist ein Einbau von CMC in das BC-Geriist der Proben 42 - 44
nur unter Vorbehalt erkennbar, die Einlagerung von MC in 52 - 54 nimmt mit Erhéhung
der angebotenen Konzentration aber eindeutig zu, und PVA ist nur bei Zusatz von 2,0%
(m/V) zum Nahrmedium (Probe 64) im Produkt nachzuweisen. Die Ergebnisse der IR-
Spektroskopie bestdtigen einen Gehalt von CMC und MC in den Proben 42 - 44 bzw. 52 -
53. Weiterhin kann durch NMR-Spektroskopie eine Abnahme des Anteils der Ia-
Modifikation (und IB-Modifikation) der Bakteriencellulose, die durch Zusatz von CMC
(bzw. MC) entwickelt wurde, detektiert werden. Neu ist die Erkenntnis, daB die
Reduzierung der kristallinen Anteile der Bakteriencellulose durch CMC respektive MC mit
einer Zunahme der amorphen Anteile verbunden ist. Damit ist ein wichtiger Beitrag zur
Diskussion Uber die Kristallinitat der Bakteriencellulosen verschiedener AX-Stdamme in
der Fachliteratur geliefert worden. In den Produkten 62, 63 und 64 sind keine
Veranderungen in den Ia / I - Fraktionen der Bakteriencellulose zu beobachten. [Seifert
et al., 2004]

Die Auswertung der HPLC-Chromatogramme der Hydrolysate von 42, 43 und 44 ergibt
einen Verbleib von etwa 10% der angebotenen CMC-Menge in der BC. Bei annahernd
gleichen Gesamtmassen unterscheiden sich die Vliese 42, 43 und 44 jedoch ganz
erheblich in ihrer stofflichen Zusammensetzung. So kénnen jetzt definierte BC-Produkte
hergestellt werden, die ca. 5, 15 bzw. 19% CMC enthalten und z.B. der Erforschung ihrer
differenzierten Fahigkeiten als Adsorbens hinsichtlich spezifischer Aufnahmekapazitaten
zur Verfligung stehen.

Die Proben, die durch Variation der C-Quelle entstanden sind, liefern mit dem Standard
identische IR-Spektren und HPLC-Elugramme. Das laBt darauf schlieBen, daB es sich bei
diesen Produkten um reine Bakteriencellulose von einheitlicher Primarstruktur handelt.
Fir den Einsatz einer solchen BC ohne fremde Bestandteile, wie z.B. im medizinischen
Bereich, ist in Verbindung mit der Ausbeute-Steigerung durch Glycerin als C-Quelle ein

bedeutender Fortschritt gelungen.

Steigerung des Polymerisationsgrades der Bakteriencellulose

Je nach der D-Glucose / Glycerin - Zusammensetzung der C-Quelle im Nahrmedium laBt

sich ein DP,, der Bakteriencellulose von ca. 5000 bis ca. 7400 einstellen. Bei den Proben
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42 - 44 liegt der DP, um 7600. In Gegenwart von MC produziert AX noch langere
Celluloseketten, der DP, von 52 und 53 betragt im Mittel 8860. Diese Erkenntnisse
dienen primar der Strukturaufklarung im Sinne der Grundlagenforschung. Die
Steuerbarkeit der Kettenldange der Bakteriencellulose Uber die Wahl des Nahrmediums ist
aber in jedem Fall ein wertvoller Aspekt im Hinblick auf anwendungsbezogene

Entwicklungen von BC-Strukturen.

Modifizierung der inneren Struktur

Die Proben 12 - 15 zeigen in REM-Aufnahmen starkere Faser-Aggregate als Standard-
BC, die aber zunehmend eine wahllose Orientierung aufweisen. Ein Gemisch aus D-
Glucose und D-Glucuronsaure als C-Quelle verursacht dagegen sehr ausgepragte,
parallele Schichten von weiter Ausdehnung in horizontaler Lage. In Gegenwart von CMC
in der Nahrlésung entwickelt sich eine BC-Struktur mit sehr groBen Poren. Durch MC als
Additiv 1aBt sich die feine Netzwerk-Struktur der Standard-BC derart modifizieren, daB
ein Material mit grob-porésem, dickwandigem Aufbau entsteht. Fir 54 sind duBerst
starke Faser-Aggregate charakteristisch. In Tabelle 10 sind die wichtigsten Proben-

Kennzeichen der Struktur zusammengefaBt.

Tab. 10: Abmessungen von Poren, Fasern und Schichten im Uberblick

Proben- PorengréBe im Faser- Schicht- Bemerkungen

bez. Querschnitt breite dicke zu den Schichten
(MM x pm] [nm] [nm]

Standard 4 x2 78 80 horizontal, héhenversetzt
15 4x2 70 150 wahllos orientiert, kurz
22 4 x 2 69 500 horizontal, sehr lang
43 5x3 90 450 horizontal
44 6,5x5 120 800 horizontal, sehr lang, kraftig
53 5x2,5 100 450 Faser-Aggregate
54 5x3 129 900 sehr starke Faser-Aggregate
64 3x1 64 - keine Schichten im Bild

Mit der Zuordnung von genauen Herstellungsvorschriften und den entsprechenden
charakteristischen Merkmalen ihrer BC-Produkte ist im Sinne einer Ubersicht von Ursache

und Wirkung ein Katalog fir das Design gewiinschter BC-Strukturen entstanden.
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Verringerung der inneren Oberflache

Physisorptionsmessungen haben ergeben, daB Standard-BC 55,9 m2/g (gefrier-
getrocknet) bzw. 41,2 m2/g (vakuumgetrocknet) spezifische Oberflache besitzt. Durch
Einsatz von Glycerin oder D-Glucuronsaure als C-Quelle [aBt sich die innere Oberflache
leicht verringern. In Anwesenheit von CMC oder MC in der Nahrlésung minimiert sich die
spezifische Oberflache aber noch starker. So weist Probe 44 im gefriergetrockneten
Zustand eine BET-Oberflache von 32 m2/g auf, Probe 54 sogar nur 26,4 m2/g. Die Vliese
der CMC- und MC-Reihen sind urspringlich makroporés, haben aber nach der
Vakuumtrocknung interessanterweise keine innere Oberfladche mehr. Die Ursache flr
dieses Phanomen koénnte in Additiv-BC-Verbanden liegen, die durch CMC bzw. MC
hervorgerufen werden. Sie bewirken nahezu faserfreie (CMC-BC-Verbande) bzw.

faserleere (MC-BC-Verbande) Poren, die beim Vakuumtrocknen kollabieren.

Steigerung des Wassergehaltes

Schon durch Addition von 0,5% MC zur Nahrlésung (Probe 52) steigt der Wassergehalt
des BC-Produktes auf 97,6% (bezogen auf das NaBgewicht) im Gegensatz zu 87,2% flr
Standard-BC. Unter Zusatz von 2% CMC (Probe 44) gewinnt man eine BC, die im
Original-Zustand 97,3% Wasser enthalt. Auch in gefriergetrockneter Form besitzen die
BC-Vliese, die in Anwesenheit der Additive CMC und MC wahrend der Kultivierung
gewonnen wurden, eine enorme Wasserkapazitat. Gegenliber einem Wassergehalt von
73,3% fur lyophilisierte Standard-BC lassen sich nach Requellung 92,8% (Probe 52) und
sogar 95,9% (44) erreichen. [Seifert et al., 2004]

Eine gréBere Wasserkapazitdt bedeutet bei kleinerer spezifischer Oberflache, daB8 das
Wasser nicht nur direkt an den Faser-Oberflachen adsorbiert ist, sondern hauptsachlich
in ganzen Assoziaten in den Hohlrdumen gehalten werden kann. Die Additive CMC und
MC bewirken offensichtlich durch die Ausbildung der Additiv-BC-Verbande ideale
Porenverhaltnisse flr ein maximales Wasseraufnahmevermdgen. Durch eine besonders
gute Requellbarkeit nach bis zu 3 Trocknungszyklen zeichnen sich ebenfalls die Proben
44 und 52 aus. Eine Wiederholstudie nach 2 Jahren bescheinigt eine ausgezeichnete
Reproduzierbarkeit der bemerkenswerten Wasserkapazitaten der CMC- und MC-Reihen.
Allerdings kann man durch Zugabe von 0,5% PVA zur Nahrlésung den Wassergehalt des
Produktes auf 61,9% deutlich verringern. Aus dem Wassergehalt 1aBt sich ein inneres
Volumen abschatzen, das den Hohlraumen im Vlies entspricht. Im gefriergetrockneten
Zustand ist z.B. Probe 44 durch 23,4 cm3/g im Vergleich zu 2,8 cm3/g fir Standard-BC
gekennzeichnet.

Die Erkenntnisse, die sich aus den Physisorptionsmessungen und der Bestimmung der

Wasserkapazitat ergeben haben, kdnnten einerseits der Verbesserung von groBporigen
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Filtern fir hochmolekulare Lésungen oder Suspensionen in der Lebensmittel-Branche,
wie z.B. bei der Klarung von Fruchtsaften, dienlich sein. Andererseits besteht nun die
Mdoglichkeit einer Anwendung differenzierter Adsorbentien aus biologischem Material im
medizinischen Bereich. Nicht zuletzt sollte auch auf die Verwendbarkeit als Wundauflage
hingewiesen werden, wo ein groBes Wasserriickhaltevermégen noétig ist, um die Wunde
vor Flussigkeitsverlust zu schiitzen. Dabei ist zu beachten, daB die BC-Vliese der CMC-
und MC-Serien lyophilisiert gelagert und erst unmittelbar vor ihrem Einsatz regequollen
werden koénnen, wobei sie trotzdem in der Lage sind, wesentlich mehr Wasser

aufzunehmen und zurickzuhalten als niemals getrocknete Standard-BC.

Erhéhung der Zug- und ReiBfestigkeit

Alle Proben, die anteilig oder vollstandig aus Glycerin synthetisiert wurden, weisen eine
héhere Zugfestigkeit bei kleinerer Zugdehnung als Standard-BC auf. Zudem sind die
Proben 12 - 15 ebenfalls durch eine bessere Reil3festigkeit charakterisiert. Obwohl noch
weitere Messungen winschenswert sind, zeichnet sich zumindest flir die aus Glycerin
synthetisierte BC ein groBes Potential ab. Im Zusammenspiel mit der Ausbeute-
Steigerung bei chemisch identischer Cellulose-Primarstruktur im Vergleich zur Standard-
BC kodnnte die Verbesserung der mechanischen Eigenschaften einen wesentlichen Beitrag

zum Erfolg der BASYC-R6hrchen als BlutgefaBersatz leisten.

Es konnte dokumentiert werden, daB sich allein Uber die Zusammenstellung des
Nahrmediums bei der Kultivierung von Acetobacter xylinum AX5 die Struktur und andere
Eigenschaften der Bakteriencellulose verandern lassen. Aufgrund der vielseitigen
Untersuchung der Produkte konnten Zusammenhdnge zwischen der speziellen Struktur
und den damit verbundenen charakteristischen Attributen aufgekldart werden. So ist es
gelungen, eine Strategie zu erarbeiten, um die Struktur und andere Merkmale von
Bakteriencellulose je nach Motivation gezielt modifizieren zu kdnnen. Dies erlaubt
zukinftig eine anwendungsbezogene und problemorientierte Bereitstellung differenzierter
BC-Produkte.
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8 Experimenteller Teil
8.1 Material, Gerdte und Analysenmethoden

Die Chemikalien, die fUr die Kulturlésungen verwendet wurden, sind kommerziell
erhaltlich bei Merck-Schuchardt, Fluka, Acros Organics bzw. Difco. Entionisiertes Wasser
ist mittels eines Wasservollentsalzers Behropur der Firma Behr bereitgestellt worden. Zur
gleichmaBigen Aufteilung von Ldésungen wurden ein Handy Step Electronic von Brand
bzw. Eppendorf-Pipetten benutzt. Sterilisiert wurden die Nahrlésungen im Varioklav
Dampfsterilisator von H+P. Zum Arbeiten in steriler Umgebung wurde ein Reinraum-
arbeitsplatz Koéttermann 8580 (mit Gegenluftstrom) genutzt, eine Mischung aus
absolutem Ethanol und entionisiertem Wasser (7:3) sowie ein Kartuschen-Gasbrenner.
Die Kultivierung erfolgte im Inkubationsschrank von Heraeus und Kendro Laboratory
Products bzw. unter einer Bruthaube von Edmund Bihler. Dabei kamen Weithals-
Erlenmeyerkolben aus Borosilikatglas zum Einsatz, die mit reifester Aluminium-Folie
abgeschlossen wurden. Fir die Wasch-Prozedur ist ein Rotator Swip KM-2 von Edmund
Buhler verwendet worden. Zur Probentrocknung dienten die Gefriertrocknungsanlage
Christ Alpha 1-2 (in Verbindung mit einer Kirsch Kaltemaschine von Bosch) bzw. ein
Vakuumtrockenschrank Vacutherm von Heraeus Instruments (bei 60°C). Fiur die
Stammbhaltung wurden handelsibliche Petrischalen, Parafilm, Reagenzglaser und eine
Impfose mit Platin-Draht benutzt. Fir Vorkultur- und Wasch-Lésungen wurden 200ml-
Weithals-Erlenmeyerkolben aus Schott Duranglas verwendet. Der AX-Stamm des IOMC
der Universitat Jena AX5 ist urspriinglich aus der Stammsammlung des Institutes fiir

Biotechnologie Leipzig (Prof. Dr. H. P. Schmauder) erhalten worden.

- Einwaage der Nahrlésungsbestandteile und Ausbeute-Bestimmung
Die Massen wurden bestimmt an einer Analysenwaage Sartorius CP423S mit einer

Genauigkeit von 0,001 g.

- Elementaranalyse
Die Bestimmung der C-, H- und N-Gehalte der vakuumgetrockneten BC-Proben erfolgte
am Leco CHNS 932.

- Festkdrper-3C-NMR-Spektroskopie

13C-CP-MAS mit TPPM-Entkopplung (4 mm High-Kopf): Die Spektren wurden am 400
MHz-Widebore-Spektrometer (AMX 400 WB) von Bruker gemessen bei einem statischen
Magnetfeld von 9,4 T. Alle Proben wurden mit einer Frequenz von 6,5 kHz rotiert. Die
Wiederholzeit (Zeit zwischen den Scans) betrug 2 s. Die Kontaktzeit beim CP (Kreuz-
polarisation - Polarisationsiibertrag von den Protonen auf die *C-Kerne) war bei allen

Proben 1 ms.
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- IR-Spektroskopie
Ein Teil der Spektren (1 mg gefriergetrocknete Substanz, vermischt mit 200 mg KBr)
wurde am Nicolet / Impact 400 erhalten. Die Spektren von der Oberflache der Vlies-

Unterseite wurden an einem Biorad FTS-25 mit ATR-Klvette aufgenommen.

- GPC

Die Loésung der gefriergetrockneten BC in DMAc / LiCl (0,9%, m/V) wurde automatisch
injiziert, Uber 4 serielle GPC-Saulen chromatographiert und Uber Fluoreszenz (TSP FL
2000, 290 nm Anregung, 340 nm Emission), MALLS (Multiple-angle laser light scattering,
Wyatt Dawn DSP mit Argon-Ionen-Laser 488 nm) und Refraktionsindex (Shodex RI-71)
detektiert. Als Eluent wurde DMAc / LiCl (0,9%, m/V), filtriert durch einen 0,02 pm -
Filter, benutzt. Die Molekulargewichtsverteilung sowie Polymer-relevante Parameter
wurden mittels Software-Programmen kalkuliert, basierend auf einem Refraktionsindex-
Inkrement zu 0,140 ml/g Cellulose in DMAc / LiCl (0,9%, m/V) bei 25°C und 488 nm. Die
FluBrate betrug 1 ml/min, als Sdulen wurden PL Gel mixedA ALS, 20 um, 7,5 x 300 mm
verwendet, das Injektionsvolumen lag bei 100 ul und die Laufzeit bei 45 min. [Réhrling
et al., 2002]

Die GPC der Additive CMC und MC (Lésung in H,0, Injektionsvolumen 100 ul) erfolgte an
einer Geratekombination der Firma Jasco mit 3 Saulen (HEMA Bio 100n V, HEMA Bio
1000 und HEMA Bio Linear) und 3 Detektoren (Lichtstreuung 90°, Jasco UV 260 nm,
Jasco Refraktionsindex). Als Eluent wurde NaNOs/NaH,PO,/HsPO,; benutzt bei einer

FluBrate von 1 ml/min und 35°C.

- REM

Die lyophilisierten BC-Vliese wurden in flissigem Stickstoff gefroren und gebrochen. Die
Bruchflache wurde mit Gold bedampft und mittels einem Rasterelektronenmikroskop
DSM 940A (Zeiss), mit dem Photoaufnahmesystem DISS (Point Electronic) und einer
BildgréBe von 1000 x 1000 Pixel inspiziert, indem die Sekundarelektronen registriert
wurden. (Eine einzige Probe konnte nur mit Kohlenstoff bedampft werden: St(b) fur die

Untersuchung der unteren Vlies-Seite.)

- Physisorption

Die Aufnahme der Adsorptions- und Desorptionsisothermen als auch die rechnerische
Auswertung erfogte am volumetrischen Sorptionsautomat AUTOSORB-1 (Quantachrome
Corporation). Als Adsorptiv wurde N, verwendet bei einer Bad-Temperatur von 77,35 K
und einem Druckbereich zwischen 0 und 1013 mbar. Die Proben wurden entweder
gefriergetrocknet oder vakuumgetrocknet, zerkleinert und direkt vor der Messung
ausgeheizt bei 50 bzw 150°C.

73



Experimenteller Teil

- HPLC

Die gefriergetrocknete BC wurde zunachst hydrolysiert. Daflir wurde 0,1 g Probe 10 min
gequollen in 2 ml 70%iger HCIO4. Nach Verdiinnung auf 20 ml wurde unter RuckfluB bei
100°C 16 h gerlhrt, anschlieBend mit KOH neutralisiert und das Perchlorat abgetrennt.
Fir die HPLC wurde folgendes System verwendet: Biorad HPX, 65°C, 0,005 M H,S0O,4, 0,5

ml/min.

- Wasserkapazitat

Niemals getrocknete bzw. gefriergetrocknete BC-Proben (nach Requellung in H,O fiir 2 h
bei 30°C) wurden auf G3-Fritten flr 15 Minuten bei 4000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Die NaBgewichte wurden auf (bei 105°C getrockneten und im Exsikkator
auf RT abgeklhlten) Wdgeglaschen an einer Sartorius-Waage BP211D mit einer
Genauigkeit von 0,01 mg (bis 80 g) bestimmt. Die Proben wurden im Trockenschrank bei
105°C bzw. tiefgefroren in der Gefriertrocknungsanlage bis zur Gewichtskonstanz

getrocknet und erneut gewogen (Trockengewicht).

- Zug-Dehnungs-Messung

Von den niemals getrockneten BC-Vliesen wurden mit einer Rasierklinge Streifen aus
dem Mittelbereich geschnitten. Die Messung erfolgte an einer Materialprifmaschine der
Firma Zwick, Modell-Nummer 1435. Die Anfangslange wurde voreingestellt auf Io = 2,0

cm.

8.2 Herstellung der Bakteriencellulose-Vliese

8.2.1 Allgemeine Herstellungsvorschriften und Kultivierungsbedingungen

Im folgenden Abschnitt wird die generelle, vollstandige Arbeitsvorschrift flr die
Entwicklung der BC-Produkte chronologisch geordnet aufgeflihrt. Dabei wird in die
Herstellungsprinzipien C-Quellen-Variation im HS-Medium (Variante A) und WSP-Addition
zum HS-Medium (Variante B) unterteilt.

Man bringt eine saubere, vereinzelte Kolonie einer Festkultur (Petrischale, HS-Medium +
Agar) von AX5 (des IOMC der Universitat Jena) unter sterilen Bedingungen in eine
flissige Standkultur (20 ml HS-Nahrlésung im Erlenmeyerkolben). Nach 14 Tagen kann
eine Vorkulturlésung von 80 ml HS-Medium im 250ml-Weithals-Erlenmeyerkolben mit 4
ml (A) bzw. von 30 ml HS-Medium im 100ml-Weithals-Erlenmeyerkolben mit 1 ml (B)
dieser Zellsuspension beimpft werden. Die Vorkulturlésung wird 10 Tage (A) bzw. 7 Tage
(B) inkubiert. Die entsprechend der speziellen Vorschrift (s. 8.2.2) in Weithals-
Erlenmeyerkolben (GréBe: 100 ml, Bodendurchmesser: 6 cm, Borosilikatglas)
eingewogenen C-Quellen (A) bzw. Additive (B) werden aufgeflllt mit 25 ml HS-Medium
(ohne Glucose, A) bzw. 30 ml HS-Medium (komplett, B).
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Das HS-Standard-Nahrmedium besteht aus folgenden Komponenten in waBriger Lésung:
- 20 g/l D-(+)-Glucose (anhydrous) von Fluka, Reinheit 2 99,5%,

- 3,4 g/l Dinatriumhydrogenphosphat - 2 H,O von Fluka, Reinheit = 98%,

- 1,15 g/l Zitronensaure - H,O von Fluka, Reinheit 2 99,5%,

- 5 g/l Hefeextrakt, Bacto Yeast Extract, Extrakt aus autolysierten Hefezellen von Difco,

- 5 g/| Bactopepton, enzymatisch abgebautes Protein von Difco.

Die Ansatze werden solange gerihrt, bis eine klare Lésung vorliegt (pH 4 - 6), und mit
reiBfester Aluminium-Folie verschlossen. AnschlieBend werden sie dampfsterilisiert, um
alle Fremdkeime abzutéten (15 min bei 121°C). An einem Reinraumarbeitsplatz werden
die Nahrlésungen unter sterilen Bedingungen mit 0,5 ml (A) bzw. 1,0 ml (B) der
Zellsuspension aus der Vorkulturldsung inokuliert, wobei das Vorkultur-Vlies vorher
ausgedriickt und entfernt wird, und wieder dicht verschlossen. Die Ansdtze werden bei
28°C als Standkultur fir 3 Wochen (504 + 3 h, A) bzw. 2 Wochen (336 + 3 h, B)
inkubiert.

Nach Ablauf dieser Kultivierungsdauer erfolgt die Totsterilisation der AX-Zellen im BC-
Vlies im Dampfsterilisator (15 min bei 121°C), wobei fir Variante A das Vlies in einen
Erlenmeyerkolben mit 100 ml entionisiertem Wasser gebracht wird, fir Variante B das
Vlies noch im KulturgefaB verbleibt.

AnschlieBend werden die Vliese mit einer Pinzette vorsichtig in frisches, entionisiertes
Wasser (ca. 80 ml pro Vlies) geerntet und einer Wasch-Prozedur unterworfen, um sie
von Zellresten und Nahrldsungsbestandteilen zu befreien. Die verwendete SDS-L&ésung
besteht aus einer waBrigen Lésung von 5 g/l Natriumdodecylsulfat und 20 g/I NaOH.

Das Reinigungsverfahren erfolgt in Erlenmeyerkolben (GréBe: 250 ml, Duranglas), mit
Portionen von etwa 80 ml pro Vlies, auf einem Rotator bei 200 Umdrehungen pro Minute
(horizontal) bei Raumtemperatur bzw. mit einem Rihrfisch versehen auf einem
Heizrihrtisch bei 80-90°C, und umfaBt folgende Schritte (Tab. 19):

Tab. 19: Waschverfahren fir die Vliese aus der Herstellung nach Variante A und B

Wasch-Prozedur Variante A Wasch-Prozedur Variante B
3 x 30 min in H,O bei RT 3 x 30 min in H,O bei RT
20 min in SDS-L6sung bei 80-90°C 20 min in SDS-L6sung bei 80-90°C
Uber Nacht in H,O bei RT Uber Nacht in H,O bei RT
5 x 30 min in H,O bei RT 3 x 30 min in H,O bei RT
Uber Nacht in H,O bei RT 20 min in SDS-L6sung bei 80-90°C
10 min in H,O bei 80-90°C Uber Nacht in H,O bei RT
3 x 30 min in H,O bei RT 3 x 30 min in H,O bei RT
2 X 10 min in H,O bei 80-90°C
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8.2.2 Spezielle Herstellungsvorschriften und Produkt-Charakterisierung

St(a)

-hergestellt nach Variante A, HS-Medium

-25 ml Nahrlésung, + 0,5 ml Zellsuspension (aus 80 ml Vorkultur, 10 Tage alt), 3
Wochen Kultivierung, 28°C, inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem
Licht (etwa 20:1), April 2002 - Oktober 2003

-Ausbeute: 165,3 mg

-Elementaranalyse: C 43,83%, H 6,12%, N 0%

-IR-Spektroskopie (ATR): Cellulose

-HPLC nach Hydrolyse: 100% Glucose

-GPC: M,, 935700 g/mol, M, 412900 g/mol, PDI 2,27, DP,, 5776

-WGqrig 87,45%, WGgerr 79,67%

-REM: PorengréBe im Querschnitt 4 pm x 2 um, Faserbreite 78 nm, Schichtdicke 80 nm
-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 55,9, gefr (Thei 150°C) 56,2, vak
(Theiz 50°C) 41,2, vak (Theiz 150°C) 48,2

-Zug- und ReiBfestigkeit, orig, 7 Tage inkubiert [N/mm?2]: Omax 0,63, or 0,32

-Zug- und ReiBdehnung, orig, 7 Tage inkubiert [%]: €max 41,14, €; 50,63

12

-hergestellt nach Variante A, HS-Medium mit C-Quellen-Zusammensetzung: 75% D-
Glucose (375 mg), 25% Glycerin (128 mg)

-25 ml Nahrlésung, + 0,5 ml Zellsuspension (aus 80 ml Vorkultur, 10 Tage alt), 3
Wochen Kultivierung, 28°C, inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem
Licht (etwa 20:1), April 2002 - Oktober 2003

-Ausbeute: 165,3 mg

-Elementaranalyse: C 42,86%, H 6,29%, N 0,15%

-IR-Spektroskopie (ATR): Cellulose

-GPC: M,, 1200000 g/mol, M, 718100 g/mol, PDI 1,67, DP,, 7407

-WGqrig 85,91%, WGgerr 79,06%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 40,2, vak (Theiz 50°C) 36,4

-Zug- und ReiBfestigkeit, orig, 7 Tage inkubiert [N/mm2]: Gmax 0,90, or 0,47

-Zug- und ReiBdehnung, orig, 7 Tage inkubiert [%]: €max 33,49, € 43,32

13

-hergestellt nach Variante A, HS-Medium mit C-Quellen-Zusammensetzung: 50% D-
Glucose (250 mg), 50% Glycerin (226 mg)
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-25 ml Nahrlésung, + 0,5 ml Zellsuspension (aus 80 ml Vorkultur, 10 Tage alt), 3
Wochen Kultivierung, 28°C, inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem
Licht (etwa 20:1), April 2002 - Oktober 2003

-Ausbeute: 178,8 mg

-Elementaranalyse: C 42,59%, H 6,39%, N 0,22%

-IR-Spektroskopie (ATR): Cellulose

-GPC: M,, 999100 g/mol, M, 439100 g/mol, PDI 2,28, DP,, 6167

-WGqrig 86,45%, WGger 79,76%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 33,7

-Zug- und ReiBfestigkeit, orig, 7 Tage inkubiert [N/mm?2]: Omax 0,77, 0r 0,42

-Zug- und ReiBdehnung, orig, 7 Tage inkubiert [%]: emax 24,49, €r 34,80

14

-hergestellt nach Variante A, HS-Medium mit C-Quellen-Zusammensetzung: 25% D-
Glucose (125 mg), 75% Glycerin (383 mg)

-25 ml Nahrlésung, + 0,5 ml Zellsuspension (aus 80 ml Vorkultur, 10 Tage alt), 3
Wochen Kultivierung, 28°C, inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem
Licht (etwa 20:1), April 2002 - Oktober 2003

-Ausbeute: 191 mg

-Elementaranalyse: C 42,87%, H 6,28%, N 0,20%

-IR-Spektroskopie (ATR): Cellulose

-GPC: M,, 972800 g/mol, M, 319300g/mol, PDI 3,05, DP,, 6005

-WGerig 86,14%, WGger 76,98%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Thei; 50°C) 48,1

-Zug- und ReiBfestigkeit, orig, 7 Tage inkubiert [N/mm?2]: Gax 0,82, ok 0,44

-Zug- und ReiBdehnung, orig, 7 Tage inkubiert [%]: €max 29,62, € 39,11

15

-hergestellt nach Variante A, HS-Medium mit C-Quellen-Zusammensetzung: 100%
Glycerin (511 mg)

-25 ml Nahrlésung, + 0,5 ml Zellsuspension (aus 80 ml Vorkultur, 10 Tage alt), 3
Wochen Kultivierung, 28°C, inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem
Licht (etwa 20:1), April 2002 - Oktober 2003

-Ausbeute: 182,5 mg

-Elementaranalyse: C 43,29%, H 6,34%, N 0,28%

-IR-Spektroskopie (ATR): Cellulose

-GPC: M,, 809300 g/mol, M, 290900 g/mol, PDI 2,78, DP,, 4996

-WGqrig 86,89%, WGgerr 77,85%

-REM: PorengrdéBe im Querschnitt 4 pm x 2 um, Faserbreite 70 nm, Schichtdicke 150 nm
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Experimenteller Teil

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Thei; 50°C) 45,8
-Zug- und ReiBfestigkeit, orig, 7 Tage inkubiert [N/mm2]: Gnax 0,76, or 0,48
-Zug- und ReiBdehnung, orig, 7 Tage inkubiert [%]: €max 23,73, € 29,56

22

-hergestellt nach Variante A, HS-Medium mit C-Quellen-Zusammensetzung: 75% D-
Glucose (375 mg), 25% D-Glucuronsaure Na-Salz (162 mg, Fluka)

-25 ml Nahrlésung, + 0,5 ml Zellsuspension (aus 80 ml Vorkultur, 10 Tage alt), 3
Wochen Kultivierung, 28°C, inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem
Licht (etwa 20:1), April 2002 - Oktober 2003

-Ausbeute: 134,8 mg

-Elementaranalyse: C 43,47%, H 6,48%, N 0,65%

-IR-Spektroskopie (ATR): Cellulose

-HPLC nach Hydrolyse: 100% Glucose

-WGqrig 88,27%, WGgerr 77,41%

-REM: PorengréBe im Querschnitt 4 pm x 2 um, Faserbreite 69 nm, Schichtdicke 150 nm
-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 54,8, vak (Thei; 50°C) 41,3

23

-hergestellt nach Variante A, HS-Medium mit C-Quellen-Zusammensetzung: 50% D-
Glucose (250 mg), 50% D-Glucuronsaure Na-Salz (325 mg, Fluka)

-25 ml Nahrlésung, + 0,5 ml Zellsuspension (aus 80 ml Vorkultur, 10 Tage alt), 3
Wochen Kultivierung, 28°C, inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem
Licht (etwa 20:1), April 2002 - Oktober 2003

-Ausbeute: 90,5 mg

-Elementaranalyse: C 43,29%, H 6,61%, N 0,57%

-IR-Spektroskopie (ATR): Cellulose

-HPLC nach Hydrolyse: 100% Glucose

-WGgrig 86,89%, WGgetr 80,66%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Thei; 50°C) 53,4

32

-hergestellt nach Variante A, HS-Medium mit C-Quellen-Zusammensetzung: 75% D-
Glucose (375 mg), 25% D-Glucuronsaure (135 mg, Fluka)

-25 ml Nahrlésung, + 0,5 ml Zellsuspension (aus 80 ml Vorkultur, 10 Tage alt), 3
Wochen Kultivierung, 28°C, inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem
Licht (etwa 20:1), April 2002 - Oktober 2003

-Ausbeute: 119,5 mg

-Elementaranalyse: C 43,48%, H 6,51%, N 0,03%
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Experimenteller Teil

-IR-Spektroskopie (ATR): Cellulose

-HPLC nach Hydrolyse: 100% Glucose

-WGqrig 87,9%, WGgerr 84,54%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 50,8, vak (Theiz 50°C) 41,4

33

-hergestellt nach Variante A, HS-Medium mit C-Quellen-Zusammensetzung: 50% D-
Glucose (250 mg), 50% D-Glucuronsaure (269 mg, Fluka)

-25 ml Nahrlésung, + 0,5 ml Zellsuspension (aus 80 ml Vorkultur, 10 Tage alt), 3
Wochen Kultivierung, 28°C, inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem
Licht (etwa 20:1), April 2002 - Oktober 2003

-Ausbeute: 12,75 mg

Elementaranalyse: C 43,11%, H 6,23%, N 0%

-IR-Spektroskopie (ATR): Cellulose

St(b)

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C

= inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in klnstlichem Licht (etwa 1:1), im
November 2001:

-Ausbeute: 300 mg

-Elementaranalyse: C 42,72%, H 6,44%, N 0%

-Festkdrper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose

-WGqrig 87,23%, WGger 73,26%

= inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in klnstlichem Licht (etwa 20:1), Januar -
Juli 2003:

-Ausbeute: 235,6 mg

-WGqrig 89,25%, WGgerrl. 68,36%, WGgerr2. 68,34%, WGgerr3. 66,23%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: vak (Theiz 50°C) 41,1

42

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium + 0,5% CMC (m/V, 150 mg, CMC Na-Salz, DS
0,6 - 0,95, pH 1% in H,0: 5,5 - 8,5, Fluka)

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C

= inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in kianstlichem Licht (etwa 1:1), im
November 2001:

-Ausbeute: 331 mg
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Experimenteller Teil

-Elementaranalyse: C 42,18%, H 6,37%, N 0,12%

-Festkorper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose + CMC

-WGqrig 95,15%, WGgerr 81,03%

= inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in klnstlichem Licht (etwa 20:1), Januar -
Juli 2003:

-Ausbeute: 255,8 mg

-HPLC: 5,46% CMC-Anteil im Vlies (9% der angebotenen CMC)

-GPC: M,, 1273000 g/mol, M, 613100 g/mol, PDI 2,08, DP,, 7858

-WGqrig 96,32%, WGgerrl. 74,22%, WGger2. 72,42%, WGger3. 70,39%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 51,4, vak (Theiz 50°C) —- 0

43

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium + 1,0% CMC (m/V, 300 mg, CMC Na-Salz, DS
0,6 - 0,95, pH 1% in H,0: 5,5 - 8,5, Fluka)

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C

= inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in kuanstlichem Licht (etwa 1:1), im
November 2001:

-Ausbeute: 380 mg

-Elementaranalyse: C 41,77%, H 6,23%, N 0,08%

-Festkdrper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose + CMC

-WGgrig 96,09 %, WGgerr 85,76%

-REM: PorengroBe im Querschnitt 5 pm x 3 pym, Faserbreite 90 nm, Schichtdicke 450 nm
= inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem Licht (etwa 20:1), Januar -
Juli 2003:

-Ausbeute: 258,8 mg

-HPLC: 14,53% CMC-Anteil im Vlies (13% der angebotenen CMC)

-GPC: M,, 1160000 g/mol, M, 443400 g/mol, PDI 2,62, DP,, 7160

-WGqrig 97,1%, WGgerrl. 75,42%, WGgerr2. 70,89%, WGger3. 68,44%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 30,1, vak (Thei; 50°C) - 0

44

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium + 2,0% CMC (m/V, 600 mg, CMC Na-Salz, DS
0,6 - 0,95, pH 1% in H,0: 5,5 - 8,5, Fluka)

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C

= inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in kinstlichem Licht (etwa 1:1), im
November 2001:

-Ausbeute: 343 mg
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Experimenteller Teil

-Elementaranalyse: C 41,35%, H 6,13%, N 0,4%

-Festkorper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose + CMC

-WGqrig 97,26%, WGgerr 95,91%

-REM: PorengréBe im Querschnitt 6,5 ym x 5 ym, Faserbreite 120 nm, Schichtdicke 800
nm

= inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in klnstlichem Licht (etwa 20:1), Januar -
Juli 2003:

-Ausbeute: 255,8 mg

-HPLC: 18,96% CMC-Anteil im Vlies (8% der angebotenen CMC)

-GPC: M,, 1259000 g/mol, M, 500800 g/mol, PDI 2,51, DP,, 7772

-WGqrig 97,68%, WGgerrl. 81,17%, WGger2. 81,19%, WGger3. 81,46%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 32,0, vak (Theiz 50°C) —- 0

52

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium + 0,5% MC (m/V, 150 mg, MC, Viskositat 2%
in H,O: 12 - 18 cP, Acros Organics)

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C

= inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in kuanstlichem Licht (etwa 1:1), im
November 2001:

-Ausbeute: 327 mg

-Elementaranalyse: C 42,89%, H 6,43%, N 0,55%

-Festkérper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose + MC

-WGerig 97,57%, WGgerr 92,83%

= inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem Licht (etwa 20:1), Januar -
Juli 2003:

-Ausbeute: 289,4 mg

-GPC: M,, 1457000 g/mol, M, 741900 g/mol, PDI 1,96, DP,, 8994

-WGorig 97%, WGgerr1. 74,54%, WGgerr2. 76,19%, WGyerr3. 73,82%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 50,1, vak (Theiz 50°C) — 0

53

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium + 1,0% MC (m/V, 300 mg, MC, Viskositat 2%
in H,O: 12 - 18 cP, Acros Organics)

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C

= inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in kianstlichem Licht (etwa 1:1), im
November 2001:

-Ausbeute: 476 mg
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Experimenteller Teil

-Elementaranalyse: C 44,47%, H 6,80%, N 0,24%

-Festkorper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose + MC

-WGqrig 97,81%, WGgerr 92,33%

-REM: PorengréBe im Querschnitt 5 ym x 2,5 ym, Faserbreite 100 nm, Schichtdicke 450
nm

= inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in klnstlichem Licht (etwa 20:1), Januar -
Juli 2003:

-Ausbeute: 295,8 mg

-GPC: M,, 1413000 g/mol, M, 518000 g/mol, PDI 2,73, DP,, 8722

-WGqrig 96,49%, WGgerrl. 83,7%, WGger2. 82,22%, WGger3. 77,93%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 40,1, vak (Thei; 50°C) —- 0

54

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium + 2,0% MC (m/V, 600 mg, MC, Viskositat 2%
in H,O: 12 - 18 cP, Acros Organics)

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C

= inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in kuanstlichem Licht (etwa 1:1), im
November 2001:

-Ausbeute: 433 mg

-Elementaranalyse: C 44,44%, H 6,76%, N 0,35%

-Festkérper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose + MC

-WGorig 97,47%, WGyetr 94,34%

-REM: PorengréBe im Querschnitt 5 pym x 3 ym, Faserbreite 129 nm, Schichtdicke 900
nm

= inkubiert im Brutschrank, im Dunkeln und in kinstlichem Licht (etwa 20:1), Januar -
Juli 2003:

-Ausbeute: 285,8 mg

-GPC: M,, 1180000 g/mol, M, 428000 g/mol, PDI 2,76, DP,, 7284

-WGgrig 95,63%, WGgerrl. 87,32%, WGger2. 83,13%, WGger3. 78,22%

-Spezifische Oberflache (BET) [m2/g]: gefr (Theiz 50°C) 26,4, vak (Thei; 50°C) — 0

62

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium + 0,5% PVA (m/V, 150 mg, PVA 72000, Merck-
Schuchardt)

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C, inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in kinstlichem Licht
(etwa 1:1), im November 2001

-Ausbeute: 218 mg
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Experimenteller Teil

-Elementaranalyse: C 43,28%, H 6,21%, N 0,14%
-Festkérper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose
~“WGorig 87,25%, WGier; 61,89%

63

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium + 1,0% PVA (m/V, 300 mg, PVA 72000, Merck-
Schuchardt)

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C, inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in kinstlichem Licht
(etwa 1:1), im November 2001

-Ausbeute: 218 mg

-Elementaranalyse: C 43,73%, H 6,34%, N 0,15%

-Festkoérper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose

-WGqrig 87,93%, WGgerr 69,84%

64

-hergestellt nach Variante B, HS-Medium + 2,0% PVA (m/V, 600 mg, PVA 72000, Merck-
Schuchardt)

-30 ml Nahrlésung, + 1,0 ml Zellsuspension (aus 30 ml Vorkultur, 7 Tage alt), 2 Wochen
Kultivierung, 28°C, inkubiert unter Bruthaube, im Dunkeln und in kinstlichem Licht
(etwa 1:1), im November 2001

-Ausbeute: 290 mg

-Elementaranalyse: C 43,90%, H 6,37%, N 0,15%

-Festkdrper-13C-NMR-, IR-Spektroskopie (in KBr): Cellulose + PVA

-WGqrig 90,36%, WGger 75,75%

-REM: PorengroBe im Querschnitt 3 pm x 1 ym, Faserbreite 64 nm
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