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Abkürzungsverzeichnis 

5-FC 5-Fluorocytosin 

5-FU 5-Fluorouracil 

AS Aminosäure 

BayBioMs Bavarian Center for Biomolecular Mass spectrometry 

BC Bakterielle Cellulose 

bcsAB Bakterielle Cellulosesynthase Untereinheit A und B 

bcsC Bakterielle Cellulosesynthase Kanalprotein 
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Abstract 

Bacterial cellulose is a natural form of cellulose which is formed by various bacterial 

species and represents a major constituent of the ‘mother of vinegar’ of acetic acid 
bacteria. The bacterial cellulose offers a multitude of possible applications, spanning 

biotechnology, biomedicine, and food technology. Due to the high degree of 
homology to the cellulose synthase complex of plants, the bacterial cellulose 

synthesis serves as a model to study the general enzymology of cellulose synthesis. 
Especially, cellulose synthesis in acetic acid bacteria like Komagataeibacter hansenii 

strains is often used for this purpose. K. hansenii strains are well-characterized high-

cellulose-producing bacteria and were of special interest during this study. Though 
sharing a homologous genetic organization of their three cellulose synthesis operons, 

respectively gene clusters with associated genes for accessory proteins, which have 
different size and complexity, the strains K. hansenii ATCC 23769 and K. hansenii 

ATCC 53582 differ strongly in the speed of cellulose formation and in the amount of 

cellulose synthesized. To analyze the contribution of each of the three cellulose 
synthase genes, and to overcome the drawbacks of previously established 

transposon mutants, the codBA-counterselection system was used to construct 
markerless in-frame deletions of bcsAB1, bcsAB2 and bcsAB3. Single as well as 

double deletions were used to assess the individual contribution of the remaining 

cellulose synthase genes and their combined function. Moreover, the effects of the 
acetyl transferase bcsY – encoded within the second cellulose synthase gene cluster 

– on cellulose modification as well as the contribution of the regulatory diguanylate 

cyclases dgcA and dgcB on biofilm formation were assessed. 

For the first time, this work was able to show that the main cellulose synthase BcsAB1 

is the only cellulose synthase required the formation of microcrystalline cellulose 
fibers of K. hansenii ATCC 23769 and the high-producing K. hansenii ATCC 53582. 

The single expression of either BcsAB2 or BcsAB3 in K. hansenii ATCC 23769 

resulted in synthesis of a not yet identified, probably non-fibrous extracellular 
polymeric substance (nfEPS) that was observed on the surface of the culture broth 

after static cultivation and in scanning electron microscopy analysis, and modifies the 
cellulose network. On the other hand, the single expression of bcsAB2 or bcsAB3 in 
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K. hansenii ATCC 53582 did not show any visible EPS after static cultivation. 

Nevertheless, the contribution of the two additional cellulose synthases in altering the 

fiber appearance was apparent in scanning electron microscopy. This phenotype 
suggests these additional cellulose synthase genes bcsAB2 and bcsAB3 to contribute 

to a ‘binder-like’ substance affecting the density of the cellulose fiber network. 

The genetics of cellulose synthesis were analyzed in more detail by additional 

transcription analysis and proteomic measurements. Both methods affirmed a 
different contribution of the three cellulose synthase genes respectively for both 

strains. On the one hand, all cellulose synthase genes were transcribed continuously 
over the incubation time in K. hansenii ATCC 23769 even showing a slightly higher 

relative transcription level of bcsAB2 than bcsAB1 and bcsAB3. On the other hand, 

bcsAB1 of the high-producing K. hansenii ATCC 53582 was characterized by the 

significantly highest absolute transcription level of the cellulose synthase genes. 
However, the genes of the second gene cluster seem to increase the tensile strength 

of the synthesized cellulose sheets. These results were supported by the proteomic 
analysis. A remarkably low protein expression level of BcsAB3 was observed. Despite 

the observed transcription of the corresponding gene, no peptide was detected for 
both strains by the mass spectrometry measurements. Interestingly, the proteomic 

data suggested an extraordinary contribution of the accessory proteins of the main 
cellulose synthase (CmcAx, CcpAx and BglxA) and of BcsD on cellulose synthesis for 

both strains. Moreover, the characterization of the regulation of cellulose synthesis by 
the second messenger cyclic di-GMP could be linked to the expression of dgcB in 

both strains. While the diguanylate cyclase A showed no effect on cellulose formation 
in K. hansenii ATCC 23769, the deletion of its gene led to a significant reduction of 

cellulose synthesis in K. hansenii ATCC 53582. The results described in this thesis 

provide novel targets for rational tailoring of bacterial cellulose properties for future 

applications in biotechnology, biomedicine, and food technology.  
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Zusammenfassung 

Bakterielle Cellulose ist eine natürlich vorkommende Form der Cellulose, welche von 

verschiedenen Bakterienarten gebildet wird. Sie ist ein Hauptbestandteil der von 
Essigsäurebakterien gebildeten Essigmutter. Bakterielle Cellulose bietet eine Vielzahl 

von Anwendungsmöglichkeiten, die von der Biotechnologie über die Biomedizin bis 
hin zur Lebensmitteltechnologie reichen. Aufgrund der hohen Homologie zum 

pflanzlichen Cellulosesynthase-Komplex dient die bakterielle Cellulosesynthese als 
Modell für die Untersuchung der allgemeinen Enzymologie der Cellulosesynthese. 

Hierfür wird insbesondere die Cellulosesynthese in Essigsäurebakterien wie in 
Komagataeibacter hansenii-Stämmen verwendet. K. hansenii-Stämme, die gut 

charakterisiert sind und sich durch eine besonders große Menge an gebildeter 
Cellulose auszeichnen, standen im Zentrum dieser Arbeit. Trotz eines homologen 

genetischen Aufbaus ihrer drei Cellulosesynthase-Operons bzw. -Genclustern mit 
zugehörigen Genen für akzessorische Proteine, die sich hinsichtlich ihrer Größe und 

Komplexität unterscheiden, unterscheiden sich die Stämme K. hansenii ATCC 23769 

und K. hansenii ATCC 53582 deutlich in der Geschwindigkeit der Cellulosebildung 

und in der Menge der synthetisierten Cellulose. Um die spezifischen Aufgaben jedes 
der drei Cellulosesynthase-Gene zu analysieren und um die Nachteile früherer Studien 

mit Transposon-Mutanten zu überwinden, wurden mit Hilfe des codBA-
Gegenselektionssystems markerfreie in-frame Deletionen von bcsAB1, bcsAB2 und 

bcsAB3 hergestellt. Sowohl Einzel- als auch Doppeldeletionen der Cellulosesynthase-

Gene wurden verwendet, um den individuellen Beitrag des/der verbliebenen 

Gens/Gene sowie deren kombinierte Funktion zu ermitteln. Darüber hinaus wurden 
die Auswirkungen der Acetyltransferase BcsY, die im zweiten Cellulosesynthase-
Gencluster kodiert wird, auf die Cellulose-Modifikation sowie der Beitrag der 

regulatorischen Diguanylatcyclasen DgcA und DgcB zur Biofilmbildung untersucht. 

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass sowohl in K. hansenii ATCC 

23769, als auch im Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 die Haupt-

Cellulosesynthase bcsAB1 die einzige Cellulosesynthase ist, die für die Bildung der 

Cellulosefasern verantwortlich ist. Im Gegensatz dazu führt die alleinige Expression 
von bcsAB2 oder von bcsAB3 in K. hansenii ATCC 23769 gemäß 
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elektronenmikroskopischer Analyse zu einem scheinbar nicht-faserigen Phänotyp. 

Die freigesetzte, noch genauer zu charakterisierende, nicht-fibrilläre extrazelluläre 
polymere Substanz (nfEPS), die nach unbewegter, statischer Kultivierung an der 

Mediumsoberfläche und in rasterelektronenmikroskopischen Analysen sichtbar ist, 
wirkt sich modifizierend auf das Cellulose-Netzwerk aus. Dagegen führt die alleinige 

Expression von bcsAB2 oder bcsAB3 in K. hansenii ATCC 53582 nach stehender 
Kultivierung zu keiner sichtbaren extrazellulären polymeren Substanz (EPS). Dennoch 

konnte der Beitrag der zusätzlichen Cellulosesynthasen (bcsAB2, bcsAB3) zur 

Modifikation des Faseraufbaus aus einzelnen Mikrofibrillen aufgrund der Aufnahmen 
durch Rasterelektronenmikroskopie dargestellt werden. Diese Beobachtung lässt 

vermuten, dass diese zusätzlichen CS-Gene eine ‚bindemittelähnliche‘ Substanz 
bilden, die die Dichte des Cellulose-Faser-Netzwerks beeinflusst. 

Die Genetik der Cellulosesynthese wurde durch zusätzliche Transkriptionsanalysen 
und eine relative Quantifizierung des Proteoms im Detail analysiert. Beides bekräftigte 

den unterschiedlichen Beitrag der drei Cellulosesynthase-Gene in beiden Stämmen. 
In K. hansenii ATCC 23769 wurden alle Cellulosesynthase-Gene über die 

Inkubationszeit hinweg kontinuierlich transkribiert, wobei die Transkription von 
bcsAB2 sogar etwas stärker war als die von bcsAB1 und bcsAB3. Andererseits war 

bcsAB1 im Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 durch die signifikant höchste 

Transkription und Proteinbildung aller Cellulosesynthase-Gene gekennzeichnet. Die 

Gene des zweiten Clusters scheinen jedoch die Zugfestigkeit der synthetisierten 
Cellulosefasern zu erhöhen. Die Proteinsynthese von BcsAB3 war erstaunlich niedrig, 

denn trotz festgestellter Transkription des Gens in beiden Stämmen konnte kein 
Peptid in den massenspektrometrischen Messungen detektiert werden. 
Interessanterweise weisen die Proteomdaten für beide Stämme auf einen 

bemerkenswerten Beitrag der akzessorischen Proteine der Haupt-Cellulosesynthase 
(CmcAx, CcpAx und BglxA) sowie von BcsD zur Cellulosesynthese hin. Darüber 

hinaus konnte die Charakterisierung der durch den Botenstoff cyclisches di-GMP 
induzierten Regulation der Cellulosesynthese in beiden Stämmen mit der Expression 

von dgcB in Verbindung gebracht werden. Während die Diguanylatcyclase A keine 

Auswirkungen auf die Cellulosebildung in K. hansenii ATCC 23769 hatte, zeigte deren 

Deletion eine signifikante Reduktion der Cellulosesynthese in K. hansenii ATCC 
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53582. Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse können zukünftig für die 

zielgenaue Modifikation von bakterieller Cellulose eingesetzt werden, um so neue 
Anwendungen in der Biotechnologie, Biomedizin und Lebensmitteltechnologie zu 

ermöglichen.  



 

XX 

 

 

  



Publikationen 

XXI 

 

Publikationen 

Peer-reviewed Zeitschriften 

Martin Bimmer, Markus Mientus, Andreas Klingl, Armin Ehrenreich, Wolfgang Liebl 

(2022). The Role of the Various Cellulose Biosynthesis Operons in 

Komagataeibacter hansenii ATCC 23769. Applied and Environmental 

Microbiology 88(7):e0246021. Doi: 10.1128/aem.02460-21 (Ausgewählt als 

‚Spotlight‘ Artikel der Ausgabe) 
 

Martin Bimmer, Martin Reimer, Andreas Klingl, Christina Ludwig, Wolfgang Liebl, 

Armin Ehrenreich (2023). Analysis of cellulose synthesis in a high-producing 

acetic acid bacterium Komagataeibacter hansenii. Applied Microbiology and 
Biotechnology 107, 2947–2967 (2023). Doi: 10.1007/s00253-023-12461-z  

 

Weitere Publikationen 

Martin Bimmer, Wolfgang Liebl, Armin Ehrenreich (2023). Bakterielle Cellulose — 
ein Netzwerk gestaltet von drei Cellulosesynthasen. BIOspektrum 29(2):218-
220. Doi:10.1007/s12268-023-1908-9 

  



Beiträge zu Fachtagungen 

XXII 

 

Beiträge zu Fachtagungen 

Vorträge 

Martin Bimmer, Genetic analysis of cellulose synthesis in acetic acid bacteria. 5th 

International Conference on Acetic Acid Bacteria, Freising, Germany, 4th – 7th 

September 2018. 

Martin Bimmer, Gerhard Wanner, Wolfgang Liebl, Armin Ehrenreich, Genetic analysis 

of cellulose synthesis in acetic acid bacteria, Annual Meeting 2020 – Association 
for General and Applied Microbiology, Leipzig, Germany, 8th – 11th March 2020. 

 

Poster-Beiträge 

Martin Bimmer, Wolfgang Liebl, Armin Ehrenreich, Genetic analysis of cellulose 

synthesis in acetic acid bacteria, Annual Meeting 2019 – Association for General 
and Applied Microbiology, Mainz, Germany, 17th – 19th March 2019. 

Martin Bimmer, Simone Gruber, Wolfgang Liebl, Armin Ehrenreich, Acetic acid 

bacteria strain library screening for best oxidizers of different antibiotic classes, 

Annual Meeting 2020 – Association for General and Applied Microbiology, 
Leipzig, Germany, 8th – 11th March 2020. 

Martin Bimmer, Christina Ludwig, Andreas Klingl, Wolfgang Liebl, Armin Ehrenreich, 

Characterization of the cellulose synthesis genes of two Komagataeibacter 

hansenii strains, Annual Meeting 2022 – Association for General and Applied 

Microbiology, Düsseldorf, Germany, 20th – 23rd February 2022, online. 

  



Angeleitete Abschlussarbeiten 

XXIII 

 

Angeleitete Abschlussarbeiten 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die folgenden Abschlussarbeiten geplant, 

angeleitet und ausgewertet und sind somit ein relevanter Teil-Aspekt des Promotions-
Projekts. Die Arbeiten sind entsprechend ihrer zeitlichen Entstehung geordnet. 

 
Name Art Titel 
Johannes Heipke Bachelor Konstruktion von restriktionsnegativen Mutanten 

Cellulose produzierender Essigsäurebakterien 
Tanja Quadt Bachelor Charakterisierung des Promotors des Gens für 

Cellulosesynthase von Komagataeibacter hansenii 
Riema Shareef Master Characterization of the Oxidation of Several 

Antibiotics by Membrane- Bound Dehydrogenases 
(eng.) 

Judith Bauer Bachelor Deletion der Kanalproteine des Cellulosesynthase 
Komplex in Komagataeibacter hansenii 

Maximilian Ebert Master Analysis of Cellulose Synthase Operon Expression in 
Strains of Komagataeibacter (eng.) 

Sonja Magosch Master Oxidation of Antibiotics by Acetic Acid Bacteria (eng.) 
Niels Tepho Bachelor Einfluss zusätzlicher Kanalproteine auf den Biofilm in 

K. hansenii ATCC 23769 – Konstruktion von 
Deletionsmutanten 

Bettina Dietmair Bachelor Effekt membranständiger Acetyltransferasen in 
cellulosebildenden Essigsäurebakterien auf 
Produktmodifikation bzw. Enzymregulation 

 

  



 

XXIV 

 

 

 



Einleitung 

1 

 

1. Einleitung 

1.1 Die Biologie von Essigsäurebakterien 

Essigsäurebakterien werden systematisch zu den Alphaproteobacteria innerhalb der 
Ordnung der Rhodospirillales eingeordnet (Sievers and Swings 2005). Die Familie 

Acetobacteraceae umfasst derzeit 47 Gattungen entsprechend der ‚List of Prokaryotic 

names with Standing in Nomenclature (LPSN)‘ (aufgerufen am 06.05.2022; Parte et al. 

(2020)). Die den jeweiligen Gattungen zugeordnete Anzahl an erfassten Arten variiert 
stark und zeichnet die große Vielfalt der Merkmale der Acetobacteraceae aus. Allen 

Vertretern gemein ist die stäbchenförmige Zellform, eine strikt aerobe Lebensweise 

und eine Gram-negative Zellwand (Kersters et al. 2006). Darüber hinaus setzen die 
meisten Essigsäurebakterien (außer Asaia) nach der Oxidation von Ethanol Essigsäure 

frei und akkumulieren diese im Kulturmedium. Die Toleranz gegenüber niedrigen pH-
Werten ist ein besonderer Selektionsvorteil gegenüber anderen Bakterienarten, die 

um dieselben Nährstoffe konkurrieren. Stämme von u. a. Acetobacter, 

Gluconacetobacter, Komagataeibacter und Acidomonas sind in der Lage, Ethanol 

durch Umwandlung von Acetat in CO2 und H2O zu ‚überoxidieren‘. Bei Gluconobacter 
ist diese Fähigkeit jedoch nicht vorhanden, und bei Asaia und Kozakia ist diese 

Aktivität relativ schwach ausgeprägt (Deppenmeier and Ehrenreich 2009). Alle 

Vertreter der Acetobacteraceae können durch den Besitz von Ubichinon-10 

charakterisiert werden, außer Mitglieder der Gattung Acetobacter, die Ubichinon-9 
verwenden (Kersters et al. 2006). 

Die Lebensräume der Acetobacteraceae lassen sich in Nischen mit hohem 

Zuckergehalt wie vergorene Früchte, Blütennektar bzw. mit hohem Alkoholgehalt wie 
Bier, Wein und Sake und als Symbionten mit Honigbienen einteilen (Crotti et al. 2010; 

Gupta et al. 2001; Kersters et al. 2006). Im Jahr 2006 wurde Granulibacter 

bethesdensis (Greenberg et al. 2006a; Greenberg et al. 2006b) aus Patienten mit 
chronischer granulomatöser Erkrankung isoliert. Dieser Organismus scheint gegen 

mehrere Mechanismen der angeborenen Immunantwort resistent zu sein (Zarember 
et al. 2012). Eine spezifische strukturelle Zusammensetzung des Lipid-A-Glykolipids 

könnte eine Immunumgehung bewirken und die Resistenz gegen antimikrobielle 
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Peptide verstärken (Muszyński et al. 2021). Während alle anderen Vertreter der 

Acetobacteraceae bisher als nicht-pathogen eingestuft wurden, scheint dieser Stamm 

das einzige pathogene Mitglied der Familie zu sein. Ein weiterer interessanter Aspekt 
von Essigsäurebakterien ist, dass einzelne Vertreter einiger Gattungen 

(Gluconacetobacter, Swaminathania und Acetobacter) Stickstoff fixieren können und 

für das Wachstum von Pflanzen wie Zuckerrohr, Kaffee oder Reis von Nutzen sein 
können (Pedraza 2008; Reis and Teixeira 2015). 

Essigsäurebakterien zeichnen sich durch eine besondere Toleranz gegenüber hohen 

Konzentrationen von Essigsäure und Ethanol in der Umgebung aus. Während das 
Wachstum vieler Bakterien bei einer Essigsäurekonzentration von 0,5 % gehemmt 

wird, können viele Essigsäurebakterien unter diesen Bedingungen noch wachsen. Die 
hohe Essigsäuretoleranz ist ein wichtiger ökologischer Vorteil in ihrer Nische 

gegenüber konkurrierenden Arten (Conner and Kotrola 1995; Trček and Barja 2015). 
Verschiedene Mechanismen für die Toleranz gegenüber Essigsäure werden diskutiert, 

z. B. durch die Erhöhung der Enzyme für die Assimilation der Essigsäure oder von 
Transportmechanismen sowie durch eine Umgestaltung der 

Zellmembranzusammensetzung und der Zellmorphologie (Nakano and Fukaya 2008; 
Wang et al. 2015). 

Die klassische Taxonomie, welche Stämme nach morphologischen und 
physiologischen Merkmalen einordnet, wurde durch die Einführung der 16S rRNA-

Sequenzierung weiterentwickelt und führte zu mehreren Umstrukturierungen 
innerhalb der Acetobacteraceae. Die Anzahl der Gattungen innerhalb der Familie 

Acetobacteraceae ist in weniger als 15 Jahren von 10 im Jahr 2008 (Yamada and 

Yukphan 2008) auf 47 im Jahr 2022 (LPSN, aufgerufen am 06.05.2022; Parte et al. 
(2020)) erheblich gestiegen. Insbesondere die Gattung der beiden Stämme, die in 

dieser Arbeit analysiert werden, war häufiger Gegenstand von Umbenennungen. Im 
Jahr 2008 war die Gattung Gluconacetobacter eine der 10 benannten Gattungen und 

wurde phylogenetisch in die folgenden zwei Gruppen unterteilt: Gluconacetobacter 

liquefaciens und Gluconacetobacter xylinus (Yamada and Yukphan 2008). Eine 

weitere Bewertung der 16S rRNA-Sequenzen der beiden Gruppen ergab jedoch, dass 
die beiden Gruppen weniger identisch sind als die in anderen Gattungen 
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zusammengefassten Mitglieder. Die Bootstrap-Werte waren relativ niedrig, 

unabhängig davon, ob sie nach den ‚Neighbor Joining‘-Algorithmen, dem ‚Maximum 

Parsimony‘-Verfahren oder der ‚Maximum Likelihood‘-Methode berechnet wurden 

(70, 74 bzw. 60 %) (Yamada and Yukphan 2008) und deuteten bereits auf eine 
Trennung der Gattungen hin. Im Jahr 2012 wurde die neue Gattung Komagatabacter 

(sic!) eingeführt (Yamada et al. 2012b), die die zuvor genannte Gruppe 
Gluconacetobacter xylinus enthält, dagegen Gluconacetobacter liquefaciens in der 

Gattung Gluconacetobacter belässt. Die Hauptkriterien für die Unterscheidung von 

Gluconacetobacter xylinus waren neben der geringen Clusterbildung (siehe oben) 

nicht-motile Zellen, keine Produktion eines wasserlöslichen braunen Pigments, keine 
strikte Pflanzenassoziation, die Produktion von Essigsäure aus Ethanol und die 

Überoxidation von Acetat (Yamada et al. 2012b). Eine Verfeinerung der Gattung zu 
Komagataeibacter wurde kurz darauf vorgenommen (Yamada et al. 2012a). Neben 

der 16S-23S rRNA-Sequenzierungstechnik wurde die MALDI-TOF-MS von Proteinen 

für die Identifizierung neuer Stämme aus verschiedenen Lebensräumen relevant 
(Trček and Barja 2015). Vor kurzem wurde die Reklassifizierung des Genus zu 

Novacetimonas hansenii vorgeschlagen (Brandão et al. 2022). 

Essigsäurebakterien können zur Herstellung von Lebensmitteln und Getränken wie 

dem philippinischen Nachtisch Nata de Coco oder dem immer größere Beliebtheit 

erreichenden Kombucha verwendet werden. Sie sind allerdings auch Verderber von 
Bier und Wein und verursachen einen unerwünschten Essiggeschmack (Bartowsky 

and Henschke 2008; Bernardo et al. 1998; Raspor and Goranovič 2008). Die 
Verwendung von Essigsäurebakterien in der so genannten Essigmutter zur 

Essigherstellung hat eine lange Geschichte, die sich über Jahrtausende 
zurückverfolgen lässt. Die Babylonier stellten etwa 3.000 v. Chr. durch Fermentation 

der Früchte und des Saftes der Dattelpalme Essig her und nutzten unbewusst die 
Vorteile der Ansäuerung durch Essigsäurebakterien (Bourgeois and Barja 2009). Die 

Essigbildung ist das Ergebnis eines komplexen Zusammenspiels von Hefen, die 
Zucker in Alkohol umwandeln (z. B. Traubensaft zu Wein), und Acetobacteraceae, die 

anschließend Ethanol zu Essigsäure oxidieren (Raspor and Goranovič 2008). Die erste 
Identifizierung von Essigsäurebakterien als Hauptorganismen in der Essigmutter und 

ihrer Zusammensetzung aus Cellulose erfolgte jedoch erst im späten 19. Jahrhundert 
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durch Pasteur und Brown (Brown 1886; Pasteur 1864). Die Bildung des Biofilms, der 

Essigmutter, an der Luft-Flüssigkeits-Grenzfläche im traditionellen 
Produktionsprozess (Orléans-Acetator) wird heutzutage nur noch selten verwendet 

und ist meist auf hochwertige Essige beschränkt, die sich auf die organoleptische 
Komplexität konzentrieren (Mas et al. 2014). Meistens wurde diese Methode durch 

schnelle Produktionsverfahren ersetzt, wie die submerse Fermentation in einem 
Frings-Acetator. Luftblasen, welche durch eine Turbine erzeugt werden, schaffen so 

eine besonders große Luft-Flüssigkeits-Grenzfläche, um den hohen Sauerstoffbedarf 
von Essigsäurebakterien zu decken. Durch den beschriebenen technischen 

Fortschritt konnte die durchschnittliche Produktionszeit für Essig von mehreren 
Monaten auf Tage reduziert (Bourgeois and Barja 2009) und die 

Essigsäurekonzentration auf bis zu 25 % erhöht werden (Mas et al. 2014). Das 
Erreichen derart hoher Konzentrationen von Essigsäure in diesen biotechnologischen 

Prozessen demonstriert eindrücklich die außergewöhnliche Essigsäureresistenz der 
eingesetzten Stämme von Essigsäurebakterien. 

 
Biotechnologische Anwendung von Essigsäurebakterien 

Essigsäurebakterien stellen sehr attraktive Organismen für biotechnologische 
Anwendungen dar, insbesondere aufgrund ihrer hohen regio- und stereospezifischen 

unvollständigen Oxidationsaktivität für verschiedene Substrate wie Zucker, Polyole 
und Alkohole sowie einige verwandte Verbindungen (Deppenmeier and Ehrenreich 

2009; Sievers and Swings 2005). Dabei bieten sie eine besonders günstige Alternative 
zu klassischen chemischen Reaktionen, welche durch eine geringere Spezifität und 

Effizienz bei Modifikation der genannten Stoffklassen gekennzeichnet sind 
(Deppenmeier et al. 2002; Gupta et al. 2001). Ihre geringe Biomassebildung bei 

gleichzeitig hoher Oxidationsaktivität ihrer membrangebundenen Dehydrogenasen, 
sowie ihre sehr hohe Osmotoleranz führt dazu, dass Gluconobacter oxydans-Stämme 

in der Biotechnologie häufig für die umweltfreundliche Produktion verschiedener auf 
Zuckern basierter Verbindungen eingesetzt werden, z. B. für die Vitamin-C-Synthese, 

die Produktion kalorienarmer Süßstoffe und die Herstellung von Gluconsäure 
(Deppenmeier et al. 2002; García-García et al. 2017; Raspor and Goranovič 2008). 

Membrangebundene Dehydrogenasen mit einem zum Periplasma hin gerichteten 
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katalytischen Zentrum sind die Schlüsselenzyme der beschriebenen schnellen 

Oxidationsreaktionen (Deppenmeier et al. 2002). Im Genom von Gluconobacter 

oxydans 621H, einem in unserer Arbeitsgruppe intensiv untersuchten Stamm, sind 

acht solcher Dehydrogenasen mit einem charakterisierten Substratspektrum kodiert, 
und zwei weitere membranständige Dehydrogenasen mit noch unbekannter Funktion 

(Burger et al. 2019; Mientus et al. 2017; Peters et al. 2013).  
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1.2 Exopolysaccharide in Essigsäurebakterien 

Die Familie der Acetobacteraceae zeichnet sich durch die Synthese verschiedener 
Exopolysaccharide aus. Diese EPS (extrazellulären polymeren Substanzen) sind auf 

unterschiedliche Art und Weise zusammengesetzt, basieren auf Homo- oder 
Heteropolymeren und gehen meist auf das Vorkommen von Essigsäurebakterien in 

ihrer ökologischen Nische, der Oberfläche u. a. von Früchten, zurück. Da 
Essigsäurebakterien strikt aerobe Bakterien sind, ist die Biofilmbildung ein wichtiger 

Mechanismus, um durch die Anhaftung an der Oberfläche die Sauerstoff- und 
Nährstoffversorgung zu verbessern. Andere Eigenschaften, wie der Schutz der Zellen 

vor Strahlung (UV-Licht), Chemikalien und Austrocknung werden bei der Bewertung 
der unterschiedlichen Lebensräume ebenfalls deutlich. Darüber hinaus verbessert die 

Ansammlung der Zellen in einem Biofilm den Zell-Zell-Kontakt und das Quorum 
Sensing des Konsortiums (Jayaraman and Wood 2008; Tonouchi 2016). Eine Analyse 

von unter Laborbedingungen spontan entstandenen Mutationen untermauert die 
Notwendigkeit der Biofilmbildung im natürlichen Lebensraum. Die unter 

Laborbedingungen entstandenen Mutationen führen zum Verlust der EPS-Bildung, 
aber nicht zu einer Verschlechterung des bakteriellen Wachstums (Tonouchi 2016). 

Bei freigesetztem EPS kann es sich um eine Vielzahl an Polymeren handeln, die in 
direktem Zusammenhang mit den unterschiedlichen Gattungen stehen. 

Beispielsweise sind Dextran und Levan charakteristisch für eine Vielzahl an 
Gluconobacter-Stämmen (Deppenmeier and Ehrenreich 2009). Andere Stämme wie 

A. pasteurianus (NBRC3284) bilden einen Biofilm, der Glucose und Rhamnose in 

einem äquimolaren Verhältnis enthält (Tonouchi 2016). Dagegen ist Acetan ein 
wasserlösliches Polymer aus Glucose, Mannose, Glucuronsäure und Rhamnose, 

welches zuerst im Überstand einer Kultur von A. xylinum nachgewiesen wurde (Couso 

et al. 1987; Trček et al. 2021). Cellulose hingegen ist ein Homopolysaccharid, das in 
den letzten zehn Jahren zunehmend in den Fokus gerückt ist. Es wird von mehreren 
Komagataeibacter-Stämmen produziert, darunter fallen die hier analysierten 

K. hansenii Stämme, aber auch K. medellinensis und K. sucrofermentans (Iguchi et al. 

2000; Ryngajłło et al. 2019; Yamada et al. 2012a).  
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1.3 Cellulose – ein besonderes Polymer aus Pflanzen und Bakterien 

Cellulose ist das am häufigsten vorkommende natürliche Polymer, da es den größten 
Anteil an der Zellwand von Pflanzen, etlichen Algengruppen und den Oomyceten hat. 

Es besteht aus Glukoseeinheiten, die durch β-1,4-glykosidische Bindungen verknüpft 
sind und als kleinste, sich wiederholende Grundeinheit Cellobiose besitzen (Abbildung 

1). Auch einige Bakterien sind in der Lage Cellulose zu synthetisieren, dazu zählen 
u. a. Agrobacterium radiobacter (syn. A. tumefaciens), Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, sowie Essigsäurebakterien der Gattung Komagataeibacter. Eine wichtige 

Gemeinsamkeit zwischen pflanzlicher und bakterieller Cellulosesynthese ist die 
Homologie des Cellulosesynthese-Apparats. Die bakteriellen Cellulosesynthase (CS)-

Gene weisen große Ähnlichkeiten zu den CS-Genen in Pflanzen (CESA) wie dem 
Modellorganismus Arabidopsis thaliana auf, weshalb die Untersuchung der 

Cellulosesynthese von Bakterien von großer Bedeutung für ein besseres Verständnis 
der Grundlagen der Cellulosesynthese allgemein ist (Kumar and Turner 2015a). Die 

unvorstellbar große Menge an Cellulose, die von Pflanzen synthetisiert wird, könnte 
darauf hindeuten, dass Cellulose primär pflanzlichen Ursprungs ist. Neuere Arbeiten 

weisen jedoch auf einen (cyano-) bakteriellen Ursprung der Cellulosesynthese hin 
(Nobles and Brown 2004; Nobles et al. 2001). 

 
Abbildung 1. Cellobiose, die sich wiederholende Grundeinheit der Cellulose (Brown et al. 1976) 

In Arabidopsis thaliana und den meisten anderen Pflanzenarten sind mehrere CS-

Gene an der Zellwandsynthese beteiligt, was es schwierig macht, den 
entsprechenden CS-Komplex im Detail zu untersuchen (Richmond 2000). Außerdem 

war es viele Jahre lang nicht möglich, einen funktionellen CS-Komplex aus Pflanzen 
zu reinigen (Kumar and Turner 2015a). Erst vor kurzem gelang es, mehrere 

Cellulosesynthasen aus grünem Bambus (Bambusa oldhamii) in Saccharomyces 

cerevisiae heterolog zu exprimieren (Huang and Cheng 2019). Um diese 
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Schwierigkeiten zu umgehen, diente der leichter zu reinigende bakterielle 

Cellulosesynthase-Komplex als Modell für detaillierte Untersuchungen zur Synthese 
pflanzlicher Cellulosesynthese. Der besondere Vorteil bakterieller Studien liegt hierbei 

in den im Grundsatz bereits langjährig etablierten genetischen Systemen zur Analyse 
unterschiedlichster Stoffwechselwege in Prokaryoten sowie in deren leichterer 

Zugänglichkeit und höherer Wachstumsgeschwindigkeit. Die Tatsache, dass 
bakterielle Cellulose (BC) frei von zusätzlichen Polymeren wie Hemicellulose, Pektin 

und Lignin sowie von Proteinen ist, macht sie besonders geeignet für die 
Grundlagenforschung, sowie für biotechnologische und biomedizinische 

Anwendungen (Lampugnani et al. 2018). 

Natürlich vorkommende Cellulose kann im Allgemeinen in Cellulose des Typs I und 

des Typs II eingeteilt werden, wobei Typ I die vorherrschende Struktur ist. Cellulose 
vom Typ I wird durch zwei Polymorphe weiter spezifiziert: Typ Iα, wenn sie von 

Bakterien oder Algen produziert wurde, und Typ Iβ, wenn sie von höheren Pflanzen 
produziert wurde (French and Johnson 2007; Sugiyama et al. 1991). Der polymorphe 

Charakter der natürlichen Cellulose ist mit der Ordnung innerhalb von Komplexen des 
Makromoleküls verbunden. Neben den dicht gepackten Bereichen mit elementaren 
Fibrillen (kristalline Cellulose) gibt es auch Bereiche mit geringerer Dichte und einem 

eher fransigen Charakter der Fasern (amorph). Darüber hinaus kann auch eine 
intermediäre Form der Cellulosestruktur beobachtet werden, die jedoch aufgrund 

ihrer geringen Abundanz meist vernachlässigt wird (Wüstenberg 2014). Cellulose vom 
Typ II ist eine stabile Form der Cellulose, die aus regenerierten/mercerisierten 

Cellulose-Fasern durch eine nicht-reversible Behandlung mit wässriger NaOH 
gewonnen wird (Wüstenberg 2014). Nur seltene Fälle von natürlicher Synthese von 

Cellulose II werden für einige Bakterien berichtet (French and Johnson 2007). Unter 
anderem wurde auch von einem mutierten Stamm von K. xylinus berichtet, welcher in 

der Lage zu sein scheint Cellulose vom Typ II zu synthetisieren (Kuga et al. 1993). 

Andere chemische Behandlungen können für eine weitere Modifikation der Cellulose 
und die Erzeugung von Cellulose III und Cellulose IV eingesetzt werden (Newman 

2008; O'Sullivan 1997).  
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1.4 Synthese Bakterieller Cellulose 

1.4.1 Einführung 

Bakterielle Cellulose (BC) unterscheidet sich von Cellulose pflanzlichen Ursprungs 

durch einen wesentlich geringeren Durchmesser der Fasern, obwohl die genetische 
Organisation des Synthesekomplexes ähnlich ist (Ohad and Danon 1964; Ohad et al. 

1962). Der Durchmesser der bakteriellen Cellulosefibrille beträgt im Mittel etwa 80 x 
4 nm (Iguchi et al. 2000). Einige Gattungen wie Escherichia coli oder Agrobacterium 

radiobacter (syn. A. tumefaciens) synthetisieren einen Biofilm bestehend aus 

Cellulose verbunden mit anderen EPS oder modifizierten Formen von Cellulose wie 
Phosphoethanolamin-Cellulose (Matthysse 2018; Thongsomboon et al. 2018). 

Ergänzend hierzu wurden bereits mehrere Arten von Essigsäurebakterien 
beschrieben, welche in der Lage sind große Mengen an bakterieller Cellulose zu 

produzieren (Costa et al. 2017; Deng et al. 2015; Park et al. 2003; Valera et al. 2015). 
Der Vorteil der von Essigsäurebakterien freigesetzten bakteriellen Cellulose liegt darin, 

dass diese als sehr kristalline Cellulose identifiziert wurde und so die Nachteile stärker 
amorpher Cellulose aus anderen Stämmen überwindet (Brown Jr. 2004; Brown 1996). 

Der kristalline Charakter der Cellulosefasern führt zu den vielversprechenden 
Eigenschaften von BC – wie einer hohen Zugfestigkeit, einer hohen 

Wasseraufnahmefähigkeit und einer geringen Immunogenität (Mohite and Patil 2014). 
Insbesondere biomedizinische Anwendungen profitieren von diesen Eigenschaften, 
allen voran das Tissue Engineering. So wurde von Klemm et al. (2001) erstmals die 

Verwendung von künstlichen Blutgefäßen beschrieben, die aus BC von Acetobacter 

xylinum gewonnen wurden. Die geringe Immunogenität und der hohe Wassergehalt 

werden außerdem in Kosmetika, bei der Verabreichung von Medikamenten und bei 
Wundverbänden nach schweren Verbrennungen genutzt (Mohamad et al. 2019; 

Perugini et al. 2020). 
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1.4.2 Metabolismus der Cellulosesynthese 

Obwohl bakterielle Cellulose als Bestandteil der Essigmutter bereits erstmals von 
Pasteur (1864) beschrieben wurde und in der Lichtmikroskopie sichtbar ist, wurden 

erst in den vergangenen Jahrzehnten große Fortschritte bei der Aufklärung ihrer 
Biosynthese erzielt. Hierzu zählen u. a. die Visualisierung der Extrusionspore (Brown 

and Montezinos 1976), die erfolgreiche in vitro-Synthese von Cellulose (Ross et al. 

1987) sowie erste Klonierungs- und Sequenzierungsansätze der Cellulosesynthasen 
(CS) (Saxena et al. 1990). Ferner wurde die Synthese von Cellulose als ein 

hierarchischer, mehrstufiger Prozess identifiziert. In diesem Prozess werden zunächst 
Elementarfibrillen (Protofibrillen) synthetisiert, die sich später zu Mikrofibrillen und 

Makrofibrillen zusammenlagern können (Benziman et al. 1980; Haigler et al. 1980; 
Iguchi et al. 2000; Koizumi et al. 2009; Lee et al. 2014; Ross et al. 1991). Der Aufbau 

der Makrostruktur des Cellulosenetzwerks wird hauptsächlich durch chemische 
Kräfte, wie die Bildung von Wasserstoffbrückenbindungen und Van-der-Waals-Kräfte 

zwischen benachbarten Fibrillen angetrieben (Cousins and Brown 1995). Zuvor ist die 
intrazelluläre Maschinerie für das progressive Wachstum der Glucankette erforderlich. 
Die Synthese von Cellulose in Essigsäurebakterien geht von intrazellulärem Glucose-

6-Phosphat aus. Dieses wird durch Phosphorylierung von Glucose durch eine ATP-
abhängige Glucokinase oder nach Umwandlung von Fructose-6-Phosphat durch eine 

Phosphoglucoisomerase gebildet (Abbildung 2). Im weiteren Verlauf wird der 
Phosphatrest durch eine Phosphoglucomutase umgelagert, sodass Glucose-1-

phosphat entsteht und abschließend durch eine UTP-abhängige UDP-Glucose-
Pyrophosphorylase in UDP-Glucose umgewandelt, die für die Polymerisierung 

erforderliche aktivierte Form. Abschließend erfolgt die Verlängerung der Glucankette 
durch Anhängen von weiteren Glucoseresten von UDP-Glucose im aktiven Zentrum 

der Cellulosesynthase (Ross et al. 1991). 
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Abbildung 2. Schema bakterieller Cellulosesynthese in K. hansenii. Rechts: Glucose-Aufnahme 
über Transportproteine (graue Rechtecke) in der äußeren und inneren Membran und intrazelluläre 
Schritte zu deren Aktivierung. Links: Membranständiger Cellulosesynthase-Komplex. 
Cellulosesynthase BcsAB in der inneren Membran, Kanalprotein BcsC in der äußeren Membran und 
BcD im Periplasma. An der PilZ-Domäne von BcsA (rötlicher Balken an BcsA) ist cyclisches di-GMP 
(gelber Stern) gebunden. Die Cellulosesynthase befindet sich in aktivierter Form und UDP-Glucose 
kann polymerisiert und über BcsC ausgeschleust werden. Die akzessorischen Proteine BglxA und 
CcpAx liegen im Periplasma bzw. CmcAx extazellulär vor. Box: Synthese von cyclischem di-GMP aus 
GTP durch Diguanylatcyclase. Erstellt nach Ross et al. (1991) und Abidi et al. (2021). 
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1.4.3 Der Cellulosesynthase-Komplex 

Der CS-Komplex von Essigsäurebakterien ist ein membranständiger 
Multienzymkomplex, der in komplexen Genclustern in An- bzw. Abwesenheit von 

akzessorischen Proteinen kodiert wird. Während K. hansenii – Stämme drei CS-

Gencluster exprimieren, kodieren andere Stämme wie K. nataicola nur zwei (Zhang et 

al. 2017) oder sogar vier Kopien (K. rhaeticus iGEM oder K. medellinensis) (Florea et 
al. 2016a; Hernández-Arriaga et al. 2019). Für K. hansenii konnte bisher lediglich für 

die Cellulosesynthase BcsAB1 die Kodierung in einem Operon experimentell 

nachgewiesen werden (Wong et al. 1990), für BcsAB2 und BcsAB3 wird daher nur 
eine Lokalisierung als Gencluster angenommen. Die allgemeine Struktur der CS-

Operons variiert leicht in den verschiedenen Arten, ist aber besonders für K. hansenii 

im Detail beschrieben (siehe Römling and Galperin (2015) für eine ausführliche 
Übersicht). K. hansenii ATCC 23769 und ATCC 53582 kodieren an drei Loci jeweils 

ein CS-Gen (bcsAB) (bacterial cellulose synthase; in der Literatur auch als acs, acetic 

acid bacteria cellulose synthase, bezeichnet) und ein Kanalprotein (bcsC). Die 

Komplexität der drei (putativen) Operons variiert jedoch stark (siehe Abbildung 3; 
Abbildung 4). Auf dieser Tatsache basiert die dieser Arbeit zu Grunde liegende 

Hypothese, dass eine Hierarchie der Cellulosesynthase-Gencluster besteht. Diese 
geht von bcsAB1 als Hauptoperon der Cellulosesynthese aus, welches um zwei 

untergeordnete Gencluster – Nebencluster 2 (bcsAB2) und Nebencluster 3 (bcsAB3) 

– ergänzt wird. Das Hauptoperon weist die typische Struktur des bcsABCD-Operons 

auf, einer Operonstruktur, welche zuerst in Acetobacter xylinum charakterisiert wurde 
(Bundalovic-Torma et al. 2020; Römling and Galperin 2015; Wong et al. 1990). Dem 

zweiten Gencluster (bcsAB2) hingegen fehlen bcsD und andere akzessorische 

Proteine, die bcsAB1 benachbart sind. Umeda et al. (1999) beschrieben erstmals, 

dass hier außerdem noch bcsY, das Ähnlichkeiten zu Acetyltransferasen aufweist, und 
bcsX, ein noch nicht charakterisiertes Protein, kodiert werden. Interessanterweise ist 

das gesamte Cluster der zweiten Cellulosesynthase im Vergleich zu K. hansenii ATCC 

23769 im Hochproduzenten ATCC 53582 invertiert. Das dritte Cellulosesynthase-

Cluster (bcsAB3) ist in beiden Stämmen auf bcsAB3 und bcsC3 beschränkt. 
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Abbildung 3. Struktur der Cellulosesynthase-benachbarten Gene und die Organisation der drei 
Gencluster in K. hansenii ATCC 23769. cmcAx - Carboxymethylcellulase, ccpAx - Cellulose-
Komplementierungsfaktor, bcsAB - Cellulosesynthase, bcsC - Kanalprotein, bcsD - 
Cellulosesynthase-Untereinheit D, bglxA - β-Glucosidase, bcsY - Acetyltransferase. Die Klammern 
zeigen die Stelle der in-frame-Deletion an. (Bimmer et al. 2022) 
 

 
Abbildung 4. Struktur der Cellulosesynthase-benachbarten Gene und die Organisation in drei 
Genclustern in K. hansenii ATCC 53582. cmcAx - Carboxymethycellulase, ccpAx - Cellulose-
Komplementierungsfaktor, bcsAB - Cellulosesynthase, bcsC - Kanalprotein, bcsD - 
Cellulosesynthase-Untereinheit D, bglxA - β-Glucosidase, bcsY - Acetyltransferase, bcsX - 
uncharakterisiertes Protein. Die Klammern zeigen die Stelle der in-frame-Deletion an. (Bimmer et al. 
2023) 
 

Die Cellulosesynthase BcsAB und das Kanalprotein BcsC sind membranständige 
Proteine, die in der inneren bzw. äußeren Membran lokalisiert sind. Das letzte Element 

des Cellulosesynthase-Operons, BcsD, ist hingegen im Periplasma lokalisiert (siehe 
Abbildung 2). Für das akzessorische Protein CmcAx zeigten bereits Standal et al. 
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(1994) eine extrazelluläre Lokalisation. Dagegen sollen sich, wie von Sunagawa et al. 

(2013) beschrieben, die weiteren akzessorischen Proteine des ersten 
Cellulosesynthase-Operons, CcpAx und BglxA, im Periplasma befinden. Für BcsY 

und BcsX, Elemente im zweiten Cellulosesynthase-Cluster, konnte bisher 
experimentell noch keine Lokalisation bestätigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde diese bioinformatisch mittels der Webanwendung pSortB für BcsY als in der 

Cytoplasmamembran liegend und für BcsX als innen an/in der Cytoplasmamembran 
liegend vorhergesagt (pSortB, aufgerufen am 19.12.2022 (Yu et al. 2010)). 

Interessanterweise wird CmcAx als korrigierendes Element des 
Faserbildungsprozesses beschrieben, eine Funktion, die sich auch in Pflanzen 

wiederfindet. In Pflanzen dient die Cellulase KORRIGAN als Korrekturmechanismus, 
welche den korrekten Aufbau der Zellwand kontrolliert (Doblin et al. 2002; Nicol et al. 

1998). Obwohl CmcAx und KORRIGAN die gleiche Funktion haben, weisen sie nach 
BLAST-Analyse (Altschul et al. 1990) weder auf Ebene der Protein- noch auf Ebene 

der Nukleotidsequenz eine Homologie auf. Dies deutet auf eine wichtige Funktion hin, 
die möglicherweise konvergent entwickelt wurde. Die Funktion der anderen 

akzessorischen Proteine ist noch weitgehend unbekannt. Es wird vermutet, dass 
CcpAx durch Interaktion mit BcsD zur Bildung von Cellulose beiträgt. Beide scheinen 

für die richtige Anordnung der kristallinen Cellulosebänder im Periplasma notwendig 
zu sein (Deng et al. 2013; Sunagawa et al. 2013). Die Funktion von BglxA wird als β-

Glucosidase beschrieben, die zu einer korrekten Bildung der Fasern beiträgt (Römling 
and Galperin 2015).  
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1.5 Regulation der Cellulosesynthese 

Cyclisches di-GMP ist ein nahezu omnipräsenter sekundärer Botenstoff, der an 
zahlreichen intrazellulären Prozessen beteiligt ist. Darunter fallen die Beteiligung an 

grundlegenden Prozessen in phylogenetisch diversen Bakterien, wie z. B. dem 
Übergang von der beweglichen zur sessilen Lebensweise, der Kontrolle des Zellzyklus 

und der Pathogenität. Der erste Nachweis des essentiellen Aktivators cyclisch 
dimeres (3'à5') GMP für die Cellulosebildung in Essigsäurebakterien wurde von Ross 
et al. (1987) vor mehr als 30 Jahren erbracht. Obwohl die Cellulosebildung in Pflanzen 

auf homologen Genen beruht (cesA), wird sie nicht durch cyclisches di-GMP reguliert 

(Pear et al. 1996). Der exakte Regulationsmechanismus in Pflanzen konnte bisher 
noch nicht aufgeklärt werden, jedoch gibt es einige Hinweise, dass die Regulation 

insbesondere durch posttranslationale Modifikationen gesteuert wird (Lampugnani et 
al. 2018; Polko and Kieber 2019). 

Als wesentliches Motiv zur Identifizierung von regulatorischen Diguanylatcyclasen 
(DGCs) trug die Beschreibung der GGDEF-Domäne bei, die Enzyme kennzeichnet, 

die an der Synthese von cyclischem di-GMP beteiligt sind. Ergänzend dazu 
charakterisiert die ‚EAL‘-Domäne Phosphodiesterasen (PDE), die den Abbau von 

cyclischem di-GMP steuern. Das wachsende Verständnis des sekundären 
Botenstoffs brachte das Verständnis über die bakterielle Cellulosesynthese schon 

früh voran (Ausmees et al. 2001; Römling and Galperin 2017; Simm et al. 2004). 
Charakteristisch für Komagataeibacter-Stämme ist die Anordnung der GGDEG- und 

EAL-Domänen als Tandem innerhalb der Proteinsequenz eines Enzyms, wobei die 
Aktivität entweder die einer DGC oder PDE ist (Tal et al. 1998). Der genaue 

Regulationsmechanismus, der über die tatsächliche Funktion entscheidet, ist bisher 
noch unbekannt (Römling et al. 2017). Das Vorhandensein einer Häm-enthaltenden 

PAS-Domäne in PDEs verbindet den Prozess der Biofilmbildung mit einem Sensor der 
aktuellen Sauerstoffversorgung des Stoffwechsels. Dabei wird vermutet, dass die 

höchste Konzentration an cyclischem di-GMP wie auch die stärkste Cellulose-
Produktion in Anwesenheit von Sauerstoff erfolgt (Chang et al. 2001). Eine gute 

Sauerstoffversorgung ist für die strikt aeroben Essigsäurebakterien notwendig (Chang 
et al. 2001; Römling et al. 2013). 
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Die Regulation der bakteriellen Cellulosesynthase erfolgt über eine C-terminale 

Domäne von BcsA. BcsA enthält eine intrazellulär gelegene PilZ-Domäne, die 
cyclisches di-GMP bindet. Die Bindung induziert eine Konformationsänderung und 

die Freigabe des aktiven Zentrums und resultiert folglich in einer Aktivierung des 
Enzyms und damit der Cellulosesynthese (Abbildung 2) (Amikam and Galperin 2005; 

Ryjenkov et al. 2006). 

Generell ist die regulatorische PilZ-Domäne nicht auf die Steuerung der Biofilmbildung 

beschränkt, sondern in verschiedenen Bakteriengattungen konserviert und trägt 
grundsätzlich zur Regulation der Zellmotilität bei (Ryjenkov et al. 2006). Außerdem ist 

die Bindung von cyclischem di-GMP nicht auf PilZ-Domänen beschränkt. In 
P. aeruginosa enthält ein Protein, das an der Biofilm-Bildung beteiligt ist (PelD), ein 

GGDEF-Motiv und eine inhibitorische Stelle, die die Bindung von cyclischem di-GMP 
reguliert (Li et al. 2012). Der genaue Regulationsmechanismus der Cellulosesynthese 

blieb unklar, bis eine Kristallstruktur des CS-Komplexes erstellt wurde und auf eine 
Gating-Schleife hinwies, die die Bindung von UDP-Glucose in Abwesenheit von 

cyclischem di-GMP verhindert (Morgan et al. 2014; Morgan et al. 2013). Viele 

Bakterienarten kodieren für mehr als nur ein paar DGCs und PDEs (z. B. 7 in 
K. hansenii-Stämmen und viele weitere in Bakterien anderer Gattungen), was auf ein 

komplexeres regulatorisches Netzwerk hindeutet, das von einer lokalen bis hin zu 

einer globalen Regulation reicht (Dahlstrom and O'Toole 2017). Es wurden Hinweise 
gefunden, dass beide Regulationsmechanismen in Abhängigkeit von der Spezies und 

dem physiologischen Zustand der Zelle genutzt werden können. Unter der Annahme 
eines globalen Netzwerks werden verschiedene Regulationsmechanismen 
vorgeschlagen. Die Spezifität bestimmter Effektoren für cyclisches di-GMP könnte 

durch eine höhere Bindungsaffinität des Effektors oder eine regulierte Aktivität der 
gewünschten Cyclase erhöht werden (Pultz et al. 2012; Tuckerman et al. 2009). Eine 

physische Interaktion zwischen der Cyclase und dem Effektor könnte ein lokales 
regulatorisches Netzwerk begünstigen, wie es im Lap-System von P. fluorescens 

gezeigt wurde (Collins et al. 2020).  
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1.6 Vergleich von K. hansenii ATCC 23769 und ATCC 53582 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit zwei Cellulose-produzierenden Komagataeibacter 
hansenii-Stämmen, ATCC 23769 und ATCC 53582, gearbeitet. Bei K. hansenii ATCC 

23769 handelt es sich um einen Stamm mit einer überdurchschnittlichen Menge an 

produzierter Cellulose. Dieser Stamm wurde ursprünglich aus Essig in Israel isoliert, 
erstmals von Aschner (1937) beschrieben und von Gosselé et al. (1983) weiter 

charakterisiert. In Iyer et al. (2010) wurde die erste vollständige Genomsequenz eines 
Cellulose-produzierenden Essigsäurebakteriums öffentlich zugänglich gemacht. Im 

Gegensatz dazu produziert K. hansenii ATCC 53582 sehrnrasch besonders große 

Mengen an Cellulose und wurde ursprünglich aus Zuckerrohr isoliert. Anfangs noch 
als ‚Bacterium xylinum‘ (Brown 1886) bezeichnet, wurde dieser Stamm in 

Gluconacetobacter xylinus (Brown 1886) umbenannt und wird nun als K. hansenii 

ATCC 53582 (NCBI Taxon ID 28448) gelistet. Die vollständige Genomsequenz wurde 
erstmals von Florea et al. (2016b) veröffentlicht. Die hohe Produktivität von Cellulose 

durch beide Stämme ist bekannt und in einem Patent von Brown aus dem Jahr 1990 
hinterlegt (US-Patent 4,942,128). 

Ein Vergleich der Genomsequenzen beider Stämme zeigt eine leichte Abweichung in 
der Größe. Das Chromosom von K. hansenii ATCC 23769 hat eine Größe von 3,6 

Mbp, dagegen ist das Chromosom des Hochproduzenten ATCC 53582 mit 3,3 Mbp 
etwas kleiner, was sich in der vorhergesagten Anzahl der kodierenden Gene 

widerspiegelt, die beim ersten Stamm 2.978 und beim zweiten 2.829 beträgt. Der 
Unterschied in der Genomgröße lässt vermuten, dass es sich bei K. hansenii ATCC 

53582 um einen Abkömmling von K. hansenii ATCC 23769 handelt, welcher zu 

Gunsten der besonders hohen Cellulose-Produktivität andere Gene verloren haben 

könnte. Der GC-Gehalt der Stämme ist jedoch nahezu identisch (59 %; 60 %). In 
beiden Stämmen werden außerdem die zwei Untereinheiten des CS-Komplexes als 
ein fusioniertes Protein BcsAB exprimiert (Saxena et al. 1994). 

Beide Stämme sind von besonderem Interesse, da diese als Essigsäurebakterien mit 
einer hohen Cellulose-Produktionsrate auf verschiedenen C-Quellen charakterisiert 

sind (Fang and Catchmark 2015; Jozala et al. 2015; Valera et al. 2015). Die 
tatsächliche Menge der freigesetzten Cellulose sowie die Geschwindigkeit der 
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Synthese variieren jedoch stark. Die deutliche Variation in der Cellulosesynthese-Rate 

bei vergleichbarer genetischer Organisation war ein Grund, warum diese beiden 
Stämme als Vertreter der Cellulose-produzierenden Essigsäurebakterien ausgewählt 

wurden.   
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1.7 Ziele dieser Arbeit 

Die meisten Studien zur Cellulosesynthese in Essigsäurebakterien konzentrierten sich 
bisher auf die Optimierung der verwendeten Kohlenstoffquelle, um die produzierte 

Gesamtmenge aus kostengünstigen Ausgangssubstraten zu steigern. Jedoch sind 
grundlegende Aspekte bakterieller Cellulosesynthese noch ungeklärt. Insbesondere 

steht der Vergleich von weniger starkproduzierenden und hochproduktiven 
Essigsäurebakterien bei geichzeitiger enger phylogenetischer Verwandtschaft aus. 
Ein besseres Verständnis der Genetik der bakteriellen Cellulosebildung kann auch das 

Verständnis der Cellulosesynthese in Pflanzen voranbringen. 

Zu Beginn dieser Arbeit waren die Möglichkeiten zur Genommodifikation bei 

Cellulose-bildenden Essigsäurebakterien begrenzt und mussten verbessert werden, 
um gentechnische Experimentalansätze, wie in dieser Arbeit beschrieben, effizient 

durchführen zu können. Eine verbesserte genetische Modifizierbarkeit von Cellulose-
produzierenden Essigsäurebakterien kann darüber hinaus den Weg zu innovativen 

und recyclefähigen Biomaterialien mit neuartigen Eigenschaften, sowie neuen 
Anwendungsbereichen ebnen. Durch Entwicklung neuer, auf Bakteriencellulose 

basierender Werkstoffe unter Nutzung biotechnologischer Produktionsweisen könnte 
mittel- oder langfristig auch ein Beitrag zur Reduktion oder Vermeidung fossil-

basierter Materialien geleistet werden und damit eine Reduktion umweltschädigender 
Folgen einhergehen. Entwicklungen, die zum Aufbau einer nachhaltigen Bioökonomie 

sowie zum Erreichen der von den Vereinten Nationen formulierten 
Nachhaltigkeitszielen (Sustainable Development Goals, SDGs) beitragen können. 

Die zentrale Hypothese meiner Doktorarbeit war, dass die drei CS-Gene bzw. 
Cellulosesynthese-Gencluster in K. hansenii unterschiedliche Funktionen besitzen, 

das zentrale Ziel die Aufklärung dieser Funktionen und die Untersuchung der 

Regulation ihrer Expression. Die dabei verfolgten Teilziele lassen sich in folgenden 
Arbeitspakete zusammenfassen: 

- Entwicklung eines markerfreien in-frame-Deletionssystems für 

Essigsäurebakterien mit besonders hoher Cellulosesyntheserate. 
- Konstruktion von Cellulosesynthase-Deletions- und -Multi-Deletionsstämmen, 

denen entweder eine Cellulosesynthase fehlt oder die nur eine einzige 
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Cellulosesynthase alleine exprimieren; außerdem die Erzeugung von 

Deletionsstämmen zweier regulatorischer DGCs. 
- Etablierung eines kolorimetrischen Assays zur Bestimmung der freigesetzten 

Cellulose-Menge. 
- Konstruktion von markerfreien in-frame-Insertionen von Fluoreszenzproteinen, 

die eine Charakterisierung der räumlichen Expression der drei CS-Gene 

innerhalb des nativen Biofilms von K. hansenii ATCC 23769 ermöglichen. 
- Darstellung des Cellulose-Netzwerks im Rasterelektronenmikroskop, um den 

Beitrag von BcsAB1, BcsAB2 und BcsAB3 zu ergründen. 
- Physikochemische Charakterisierung der bakteriellen Cellulose der 

gentechnisch hergestellten, mutierten Stämme durch Messung der 
Kristallinität, der Zugfestigkeit und der Bestimmung des Infrarotspektrums. 

- Bestimmung des Beitrags der einzelnen Cellulosesynthasen zum Cellulose-
Netzwerk. 

- Untersuchung des Regulationsmechanismus der Cellulosesynthese bzw. der 
Motilität durch Untersuchung des Beitrags von DgcA und DgcB.  
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2. Material & Methoden 

2.1 Chemikalien 

Sämtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien besitzen mindestens den 
Reinheitsgrat ‚pro Analysis (p.a.)‘. Die Chemikalien wurden für gewöhnlich von den 

Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), AppliChem (Darmstadt, Deutschland), 
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) und ThermoFisher Scientific (Waltham, USA) 

bezogen. Falls die Herkunft der Chemikalie besonders relevant war wurde der 
verwendete Hersteller im Text explizit erwähnt, ansonsten wird davon ausgegangen, 

dass die Herkunft der Chemikalie keine Auswirkung auf das experimentelle Ergebnis 
hatte. 

 
 

2.2 Mikrobiologische Methoden 

2.2.1 Kultivierung der Mikroorganismen 

Diese Arbeit basiert auf den in Tabelle 1 genannten bereits vorhandenen Stämme. Alle 
Stämme, die im Rahmen dieser Arbeit neu erzeugt wurden, sind im Ergebnisteil 

aufgeführt (Tabelle 23; Tabelle 24). Sämtliche für die Konstruktion der Stämme 
verwendete Plasmide basierten auf den in Tabelle 2 gezeigten Plasmiden pKOS6b 
und pMM3b. 

K. hansenii ATCC 23768 sowie K. hansenii ATCC 53582 und die zugehörigen 

Konstrukte wurden zur Stammerhaltung auf modifiziertem Elektroporationsmedium, 
EPmod (Buchert and Viikari 1988) (1,5 % (w/w) Hefeextrakt, 0,05 % (w/v) Glycerin und 

8 % (w/v) D-Mannitol, pH = 6,0) bei 30 °C und 180 U/min kultiviert. Zur Herstellung von 
Deletions- und Insertionsmutanten wurde der Anteil des komplexen Hefeextrakts bei 

der Gegenselektion auf 0,015 % (w/v) reduziert, und 0,5 % (w/v) Casaminosäuren 
hinzugefügt. Gegebenenfalls wurde das Medium mit den in Tabelle 3 aufgeführten 

Zusätzen ergänzt. Zur Stammsicherung wurden die Stämme aus einer über Nacht 
Kultur auf eine Glycerinkonzentration von 25 % gebracht und bei - 80 °C gelagert. 
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Tabelle 1. Bereits vorhandene Stämme, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Stämme, die in 
dieser Arbeit neu erstellt wurden sind für K. hansenii ATCC 23769 in Tabelle 23 bzw. für K. hansenii 
ATCC 53582 in Tabelle 24 gelistet. 
Stamm Beschreibung Referenz/Quelle 
Komagataeibacter 
hansenii ATCC 23767 / 
LMG 1524 

Cel+ BCCM/LMG Bacterial 
Strain Collection 

K. hansenii ATCC 23767 
ΔbcsAB1 

Deletion von bcsAB1 
(GXY_RS03935) 

Mientus (Bimmer et al. 
2022) 

K. hansenii ATCC 23767 
ΔbcsAB2 

Deletion von bcsAB2 
(GXY_RS13370) 

Mientus (Bimmer et al. 
2022) 

K. hansenii ATCC 23767 
ΔbcsAB3 

Deletion von bcsAB3 
(GXY_RS08170) 

Mientus (Bimmer et al. 
2022) 

K. hansenii ATCC 23767 
ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 

Einzelexpression von bcsAB1 Mientus (Bimmer et al. 
2022) 

Komagataeibacter 
hansenii ATCC 53582 

Cel+ ATCC Strain Collection 

 

Tabelle 2. Ausgangsplasmide, die zur Konstruktion der in dieser Arbeit erstellten Deletions-, 
Insertions- und Expressionsplasmide verwendet wurden. 
Plasmid Beschreibung Referenz 
pKOS6b Integrierender Vektor (mob, lacZα, 

KmR, FCS); wurde als Grundlage für 
die Konstruktion aller in dieser 
Arbeit verwendeten Deletions- und 
Insertionsplasmide verwendet 

Kostner et al. (2013) 

pMM3b Nicht-integrierender Vektor (KmR), 
der zur Expression in 
Komagataeibacter verwendet 
wurde. Identisch mit pMM4a. 

Mientus et al. (2017) 

pJPB125-sfGFP KmR, Insertion von sfGP Lee et al. (2015) 
pBSC1-mRFP1 AmpR, CmR, Insertion von mRFP1 Radeck et al. (2013) 
pBad-mKalama1 AmpR, Insertion von mKalama1 Ai et al. (2007) 

 
Tabelle 3. Medienzusätze 
 Endkonzentration (w/v) 
Kanamycin 50 µg/ml 
Cefoxitin 60 µg/ml 
5-FC 120 µg/ml 

 

Verschiedene E. coli-Stämme (Tabelle 4) wurden für die Transformation sowie als 
Helfer- und Donor-Stamm in der triparentalen Konjugation verwendet und auf 
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‚lysogeny broth‘ (LB)-Medium (1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) 

NaCl) (Lennox 1955) bei 37 °C und 180 U/min kultiviert. Zur Sicherstellung der 

Plasmidreplikation wurde dem Medium die entsprechende Menge des notwendigen 
Antibiotikums zugesetzt (Tabelle 3). 

 
Tabelle 4. Verwendete Escherichia coli Stämme 
Stamm Beschreibung Quelle 
E. coli TOP10 F−, mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), 

φ80lacZΔM15, ΔlacX74, nupG, recA1, 
araD139 Δ(ara-leu)7697, galE15, 
galK16, rpsL(StrR), endA1 λ− 

Invitrogen, CA, 
USA 

E. coli DH10ß F−, mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), 
φ80lacZΔM15, ΔlacX74, recA1, endA1 
araD139 Δ(ara-leu)7697, galU galK λ− 
rpsL(StrR) nupG 

Invitrogen, CA, 
USA 

E. coli HB101 F-, hdsS20 (r-B, m-B), supE44, ara-14, 
galK-2, lacY1, proA2, rpsL20, xyl-5, 
mtl-1, recA13, KmR, oriColE1, RK2-
Tra+, mH-1 carrying plasmid pRK2013 

Boyer and 
Roulland-Dussoix 
(1969); Figurski 
and Helinski 
(1979) 

 

 

2.2.2 Biofilm Bildung 

K. hansenii-Stämme synthetisieren während stehender Kultivierung in Hestrin-

Schramm-Medium (HS) (Hestrin and Schramm 1954) (5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % 

(w/v) Pepton, 0,12 % (w/v) Zitronensäure 1-hydrat, 0,35 % (w/v) Dinatriumphosphat 2-
hydrat, 2 % (w/v) D-Glucose, pH = 5,0) ein Cellulosebiofilm an der Oberfläche des 

Flüssigmediums. Daher wurden alle auf K. hansenii ATCC 23769 basierenden 
Stämme als Vorkulturen in Schikanekolben mit EPmod-Medium angezogen und auf 

eine OD600 = 0,03 in 250 mL HS-Medium in einem entsprechenden Gefäß oder auf eine 
OD600 = 0,2 in 5 mL HS-Medium in 15 mL Bioreaktoren (TPP, Trasadingen, Schweiz) 

inokuliert. Dagegen reichte beim Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 

unabhängig vom Kulturvolumen eine Einzelkolonie als Inokulum aus. Alle statischen 
Kulturen beider Stämme wurden ohne Schütteln bei 25 °C bebrütet, wobei die 

Inkubationszeit vom verwendeten K. hansenii-Stamm und der anschließenden 
Analyse der Biofilme abhängig war. 
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2.2.3 Transformation von Escherichia coli 

Plasmide, die zuvor mit der SLiCE-Ligationstechnik (2.3.8) hergestellt wurden, wurden 
durch Hitzeschock in E. coli übertragen. Eine Menge von 100 ng Plasmid-DNA wurde 

mit Portionen von chemisch kompetenten E coli TOP 10-Zellen gemischt und 30 min 

lang auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock wurde bei 42 °C für 90 sec durchgeführt. Nach 
einer 5-minütigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen bei 37 °C und 1.100 U/min für 

60 min regeneriert und zur Selektion auf LBKan50 plattiert. 
 

2.2.4 Transformation von Komagataeibacter hansenii ATCC 53582 

Aufgrund der raschen Synthese großer Mengen an Cellulose war K. hansenii ATCC 

53582 nicht für triparentale Konjugation geeignet, weshalb ein modifiziertes 
Elektroporationsverfahren etabliert wurde (Bimmer et al. 2022). Eine in EPmod kultivierte 

Vorkultur wurde zur Beimpfung einer neuen Hauptkultur von 100 mL (EPmod, 6 U/mL 
Cellulase) auf eine OD600 = 0,1 verwendet und bis zu einer OD600 von 0,8 – 1 2 inkubiert. 

Die anschließende Aufbereitung erfolgte durchgängig auf Eis. Jede Kultur wurde in 
zwei 50 mL-Röhrchen überführt und bei 4.000 U/min, 4 °C und 10 min zentrifugiert. Die 
Zellen wurden dreimal mit 25 mL kaltem 1 mM HEPES (ohne pH-Korrektur) 

gewaschen, der Überstand wurde jeweils sorgfältig entfernt. Schließlich wurde eine 
der beiden Teile der Ausgangskultur in 250 µL 1 mM HEPES resuspendiert und mit der 

Probe im zweiten Röhrchen gemischt. Zur Herstellung von Glycerinkulturen wurden 
20 µL 75 % Glycerin pro 100 µL Zellsuspension hinzugefügt. Aliquots von 50 µL 

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

Für die Elektroporation wurde eine Menge von 100 – 400 ng zu den 

elektrokompetenten Zellen gegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Das Zell-Plasmid-
Gemisch wurde in eine vorgekühlte 1 mm-Küvette überführt und bei folgenden 

Einstellungen verwendet: 25 kV/cm, 200 Ω und 25 µF. Zur Regeneration wurden 900 µl 
EPmod-Medium zu den Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 15 h bei 30 °C und 

230 U/min wurden die Transformanten auf Platten mit selektivem EPmod-Medium, das 
50 µg/ml Kanamycin enthielt, ausplattiert, um eine Plasmid-Integration zu erreichen. 

 



Material & Methoden 

26 

 

2.2.5 Konjugation von K. hansenii ATCC 23769 

Üblicherweise ist die triparentale Konjugation die Methode der Wahl für die 
Transformation von Essigsäurebakterien (Bode 2021; Kostner et al. 2013). In dieser 

Arbeit war dieses Verfahren jedoch nur auf K. hansenii ATCC 23769 anwendbar. Eine 

Einzelkolonie des gewünschten Empfängerstammes diente als Inokulum der Vorkultur 
und wurde über Nacht in EPmod-Medium angezogen. Die E. coli pRK2013-Helfer- und 

E. coli TOP10-Donor-Stämme (die das Insertions- oder Deletionsplasmid exprimieren) 

wurden in LBKan50 beimpft und über Nacht inkubiert. Eine Hauptkultur der 
Rezipientenstämme wurde in EPmod auf eine OD600 von 0,3 beimpft und bis zu einer 

OD600 von 1,2 – 1,5 bei 30 °C kultiviert. Die Helfer- und Donorstämme wurden auf eine 
OD600 von 0,1 beimpft und bis zu einer OD600 von 0,8 – 1,1 kultiviert. Die höchste 

Transformationseffizienz wurde erzielt, wenn das von Peters et al. (2013) eingeführte 
Verhältnis der Stämme verwendet wurde. Daher entsprach das Volumen des 

Empfängerstammes einer OD600 = 3,72. Das Volumen des Donor- und Helferstammes 
entsprach einer OD600 von 0,8 bzw. 0,75. Zunächst wurden Helfer- und Donorstamm 

vorsichtig gemischt und zentrifugiert (4.000 U/min, 4 °C, 10 min). Verbleibende Spuren 
der Antibiotika wurden durch resuspendieren des Pellets in LBohne und anschließende 

Zentrifugation entfernt. Dann wurde der Empfängerstamm hinzugefügt und unter 
denselben Bedingungen zentrifugiert. Das Zellpellet wurde im Rücklauf vorsichtig 

resuspendiert und punktförmig auf eine nichtselektive EPmod-Platte pipettiert und 20 – 
24 h bebrütet. Anschließend wurde die Zellmasse in 300 µl EPmod aufgenommen, 

sorgfältig resuspendiert und in Portionen von 100 µl und 200 µl auf EPmod, Kan50, Cef60 
plattiert. Aufgrund der natürlichen Resistenz von K. hansenii gegen Cefoxitin konnten 

nur Kolonien nach erfolgreicher Plasmid-Integration wachsen. Einzelne Kolonien 
wurden mittels analytischer PCR (2.3.6.2) analysiert. 

 

2.2.6 Markerfreie Gendeletion 

Ein Ziel dieser Arbeit war die Generierung von markerfreien in-frame-Deletionen der 

CS-Gene in Komagataeibacter. Dazu wurde das von Kostner et al. (2013) in unserer 

Arbeitsgruppe eingeführte codBA-Gegenselektionssystem verwendet. Ein 

detailliertes Schema des Rekombinationsmechanismus ist in Abbildung 5 dargestellt. 
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Kurz zusammengefasst wurde ein Fragment in der Länge von 800 - 1.100 bp 

unmittelbar oberhalb bzw. unterhalb des GOI liegend mit einer High-Fidelity-

Polymerase (2.3.6.1) amplifiziert und mittels SLiCE-Reaktion (2.3.8) an das pKOS6b-
Plasmidrückgrat fusioniert. Nach erfolgreicher Plasmid-Integration durch homologe 

Rekombination, infolge der durch Elektroporation (2.2.2) oder Konjugation (2.2.5) 
erreichten Plasmidaufnahme, wurden die Stämme auf Gegenselektionsplatten (2.2.1) 

mit 120 µg/mL 5-Fluorocytosin (5-FC) (TCI, Tokyo, Japan) ausplattiert. Die von codB 
kodierte Cytosinpermease ermöglicht die Aufnahme von 5-FC und fördert die 

Umwandlung in das toxische 5-Fluorouracil (5-FU) durch die Cytosindeaminase 
(codA). Diese toxische Verbindung wird von der genomischen Uracil-

Phosphoribosyltransferase (upp) in den Stoffwechsel gebracht und treibt den 

Gegenselektionsmechanismus und schließlich den Verlust des GOI an (Kostner et al. 

2013). Die korrekten Klone wurden mittels PCR (2.3.6.2) und Sequenzierung (2.3.9) 
analysiert. Bei manchen GOI war eine geringe Effizienz des Deletionssystems zu 

beobachten. Daher ist es ratsam in Zukunft Die Zugabe von EtOH oder die Einstellung 
des pH-Werts durch Essigsäure zu testen. Insbesondere während der Selektion auf 

Plasmid-Integration und Selektion gegen E. coli, infolge der ersten Rekombination, 
könnte dies dazu beitragen die Effizienz zu steigern. 
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Abbildung 5. Schema des markerfreien Deletionssystems. Zur Erzeugung von markerfreien 
Deletionen sowie von Insertionen in das Genom von Komagataeibacter wurde als Ausgangsvektor 
das Plasmid pKOS6b verwendet. Die 1. Rekombination kann über die obere (gezeigt) bzw. untere 
Flanke erfolgen. Die zur Überprüfung verwendeten Primer-Paare sind entsprechend ihrer Lage 
eingezeichnet. Zur Gegenselektion mit 5-FC wurden möglichst Klone gewählt, bei denen die 1. 
Rekombination über die weniger häufigere Flanke stattgefunden hat. Als Ergebnis der 
2. Rekombination entsteht entweder die gewünschte markerfreie Deletions-Mutante oder, bei 
Rekombination über erneut die Flanke der 1. Rekombination, eine Wildtyp-Revertante (nach Kostner 
et al. (2017)). GOI, gene of interest.  

A

B

Möglichkeit A: Rekombination erfolgt über andere Flanke als 1. Rekombination
Möglichkeit B: Rekombination erfolgt über selbe Flanke wie 1. Rekombination
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Möglichkeit A: Rekombination erfolgt über obere Flanke
Möglichkeit B: Rekombination über untere Flanke (verläuft analog)
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2.2.7 Insertion von Fluoreszenzmarkern 

Der gleiche Mechanismus, der für die Erzeugung von in-frame-Deletionen (2.2.6) 

verwendet wurde, wurde auch für die in-frame-Insertion der offenen Leserahmen 

(ORFs) der Fluoreszenzproteine angewandt. Dazu wurden die entsprechenden ORFs 
(beginnend mit dem Start-Codon des Proteins) aus den jeweiligen Plasmiden 

amplifiziert (Tabelle 2). Sämtliche Insertionen erfolgten in K. hansenii ATCC 23769 
mittels translationaler Fusion, dabei wurde sfGFP mit bcsAB1 fusioniert, mRFP1 

wurde mit bcsAB2 fusioniert und mKalama1 wurde mit bcsAB3 in fusioniert. Die 

Insertionsstelle wurde jeweils eine Aminosäure (AS) hinter bcsC1, bcsAB2 und 

bcsAB3 gelegt. Da bcsAB1 und bcsC1 sich überschneidende Gene sind, war es nicht 

möglich, sfGFP direkt hinter bcsAB1 zu platzieren, ohne die das Risiko einzugehen 

die Expression von bcsC1 zu beeinflussen. Das Ablaufschema ist exemplarisch am 

Beispiel der Insertion von sfGFP an bcsC1 in Abbildung 24 gezeigt. Die Bezeichnung 
der Primer kann systematisch auf die Primer, die zur Konstruktion der anderen 

Plasmide verwendet wurden, übertragen werden (7.3 Tabellen). 
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2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 Isolierung von Plasmid DNA 

Die Plasmid-DNA wurde aus E. coli mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid Easypure Kits 

von Macherey-Nagel (Düren, Deutschland) isoliert. Es wurde das Verfahren des 

Herstellerprotokolls befolgt, wobei 2 mL Übernachtkulturen verwendet wurden und 
die Elution der Plasmid-DNA in ddH2O erfolgte. Die Plasmide wurden bis zur weiteren 
Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 

 

2.3.2 Isolierung von genomischer DNA 

Genomische DNA von K. hansenii wurde mit dem MasterPure™ DNA Purification Kit 

von Epicentre aus Übernachtkulturen extrahiert. Die Extraktion erfolgte entsprechend 

des Protokolls des Herstellers und einer Resuspension der DNA in 50 µl ddH2O. Die 
DNA-Proben wurden bei 4 °C gelagert. 

 

2.3.3 Isolierung von RNA 

Das Prozedere der RNA-Isolation unterschied sich zwischen beiden verwendeten 
Komagataeibacter-Stämmen. RNA wurde aus Biofilm von K. hansenii ATCC 23769 

extrahiert, die in 5 mL HS-Medium in 15 mL-Bioreaktoren (TPP, Trasadingen, Schweiz) 

für 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17 und 21 Tage gewachsen waren, anschließend 
zentrifugiert wurden (4.500 U/min, 10 min, 4 °C) und bis zur weiteren Verwendung bei 

-80 °C gelagert wurden. Für K. hansenii ATCC 53582 wurden die Proben aus 

10 mLFlüssigkulturen in HS-Medium mit 6 U/mL Cellulase aus Trichoderma reesei 
(C2730, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) extrahiert. Diese Kulturen wurden mit einer 

Einzelkolonie beimpft und 3 Tage lang bei 30 °C und 60 U/min bebrütet. Die RNA-
Extration mittels TRIzol schloss sich unmittelbar an. 

Dazu wurde das TRIzol-Reagenz (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) 
entsprechend des hier beschriebenen Protokolls verwendet. Die Biofilme und Zell-

Pellets wurden in 1.000 µL TRIzol resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Dann 
wurden 200 µL Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) hinzugefügt, 10 sec lang gründlich 

gemischt und 2 - 3 min bei RT inkubiert. Die Proben wurden anschließend 15 min lang 
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bei 11.200 rpm, 4 °C zentrifugiert. Die wässrige obere Phase enthielt die RNA und 

wurde in ein neues 1,5-mL-Röhrchen überführt und mit 500 µl Isopropanol gründlich 
gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde 10 min unter den oben 

genannten Bedingungen zentrifugiert. Der Überstand wurde sorgfältig entfernt, bevor 
das RNA-Pellet in 75 % (v/v) EtOH gewaschen und 5 min lang bei 8.880 rpm, 4 °C 

zentrifugiert wurde. Nach Entfernung des Überstandes wurde das RNA-Pellet 10 min 
bei RT getrocknet. Abschließend wurde die RNA in 50 µl RNase-freiem H2O aufgelöst 

und 15 min bei 58 °C inkubiert, um das Lösen der RNA zu verbessern. Verbleibende 
Spuren von gDNA wurden durch eine anschließende DNase-Behandlung (Turbo 

DNase Kit, ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) nach dem Protokoll des 
Herstellers entfernt. Die Abwesenheit von gDNA wurde durch PCR-Amplifikation 

(2.3.6.2) eines Fragments der ATP-Synthase (2.871 bp) sowie der RNA-Polymerase 
(1.505 bp) getestet. 

 

2.3.4 Messung der Konzentration von Nukleinsäuren 

Die Qualität sowie die Konzentration aller extrahierten Nukleinsäuren wurde mit einem 
NanoDrop® ND-1000 (PeQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) 

gemessen. Die Agarosegel-Elektrophorese wurde gewählt, wenn eine genauere 
Qualitätskontrolle erforderlich war (2.3.5). 

 

2.3.5 Agarosegel-Electrophorese 

Die Analyse der PCR-Produkte (2.3.6) und der isolierten DNA (2.3.1; 2.3.2) sowie der 

RNA (2.3.3) erfolgte mittels Agarosegel-Elektrophorese. Alle DNA-Proben wurden mit 
TriTrack DNA Ladepuffer (6x) (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) gemischt. Für 

RNA-Proben wurde der RNA Ladepuffer (2x) (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) 
verwendet. Im Allgemeinen wurde für DNA-Proben eine Agarosekonzentration von 

0,8 % (w/v) in 1x TAE (50x TAE: 24,2 % (w/v) Tris, 5,71 % (v/v) Eisessig, 0,93 % (w/v) 
EDTA, pH = 8,0) verwendet. Die Agarose-Konzentration wurde auf 1,2 oder 2,0 % 

erhöht, um eine bessere Auflösung von RNA und kleineren Fragmenten zu erreichen. 
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2.3.6 Polymerase Kettenreaktion 

Die Polymerase-Kettenreaktion (Mullis et al. 1986) wurde für die Amplifikation von 
DNA-Fragmenten verwendet, die in nachfolgenden SLiCE-Reaktionen und in 

Sequenzierungsansätzen oder zur Analyse der erzeugten Konstrukte eingesetzt 
wurden. Die Sequenzen und Schmelztemperaturen aller verwendeten Primer sind im 

Anhang (7.3 Tabellen) aufgeführt. 
 

2.3.6.1 DNA-Fragment Synthese durch PCR 

Die High-Fidelity-DNA-Polymerase S7 Fusion Polymerase (Mobidiag, Espoo, 
Finnland) wurde im Allgemeinen für alle Anwendungen verwendet, bei denen eine 

Korrekturlesefunktion erforderlich war (Tabelle 5; Tabelle 6). Wenn das Template 
anspruchsvoller war oder die Amplifikation eines größeren Fragments erforderlich 

war, wurde die PrimeSTAR® Max DNA Polymerase (Takara, Kusatsu, Japan) gewählt 
(Tabelle 7; Tabelle 8). Für die Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das NucleoSpin® 

Gel and PCR Clean-up Kit von Macherey-Nagel (Düren, Deutschland) verwendet. 
 
Tabelle 5. PCR Ansatz S7 Fusion Polymerase 
5x HF buffer 10 µL 
10 mM dNTPs 1 µL 
Vorwärts Primer (10 pmol/µL) 1 µL 
Rückwärts Primer (10 pmol/µL) 1 µL 
Templat DNA * 
S7 Polymerase 0.5 µL 
ddH2O Auffüllen auf 50 µL 

*Plasmid DNA 10 pg – 10 ng; gDNA 50 – 250 ng 

 
Tabelle 6. 3-stufiges PCR Programm bei Amplifikationen mit S7 Fusion Polymerase 
Zyklen Schritt Temperatur Dauer 
1 Initiale Denaturierung 98 °C 30 sek 

25 
Denaturierung 98 °C 10 sek 
Annealing X °C 30 sek 
Extension 72 °C 30 sek / kb 

1 Finale Extension 72 °C 5 min 
1 Lagerung 4 °C ∞ 
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Tabelle 7. Zusammensetzung des PCR Ansatzes PrimeStar Max 
PrimeSTAR Max premix 25 µL 
Vorwärts Primer (10 pmol/µL) 1 µL 
Rückwärts Primer (10 pmol/µL) 1 µL 
Template DNA * 
ddH2O Auffüllen auf 50 µL 

*Plasmid DNA 10 pg – 1 ng, gDNA 100 pg – 200 ng 

 
Tabelle 8. PCR-Programm zur Amplifikation mit PrimeStar Max 
Zyklen Schritt Temperatur Dauer 

25 
Denaturierung 98 °C 10 sek 
Annealing 55 °C 5 sek or 5 sek* 
Extension 72 °C 5 sek / kb 

1 Lagerung 4 °C ∞ 
*Berechnung der Tm aus: Tm (°C) = 2(NA + NT) + 4(NC + NG) – 5. Bei Tm Werten von 55 °C oder 
höher wird eine Annealing Dauer von 5 sec verwendet. Bei Tm Werten unterhalb von 55 °C 
erfolgt das Annealing für 15 sec. 
 

 

2.3.6.2 Analytische PCR 

Die Hochdurchsatz-Screening-Analyse der Konstrukte nach Transformation von 
E. coli sowie nach Konjugation oder Elektroporation sowie nach Gegenselektion von 

K. hansenii erfolgte durch analytische PCR unter Verwendung der Phire Hot Start II 

DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) (Tabelle 6; Tabelle 7). 

 
Tabelle 9. PCR Ansatz mit Phire Hot Start II DNA Polymerase 
5x Phire reaction buffer 4 µL 
10 mM dNTPs 0.4 µL 
Vorwärts Primer (10 pmol/µL) 1 µL 
Rückwärts Primer (10 pmol/µL) 1 µL 
Template DNA * 
Phire Hot Start II Polymerase 0.2 µL 
ddH2O Auffüllen auf 20 µL 

*Plasmid DNA 1 pg – 10 ng; gDNA 10 – 100 ng 
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Tabelle 10. 3-stufiges PCR Programm bei Phire Hot Start II DNA Polymerase 
Zyklen Schritt Temperatur Dauer 
1 Initiale Denaturierung 98 °C 30 sek / 3 min* 

25 
Denaturierung 98 °C 5 sek 
Annealing X °C 5 sek 
Extension 72 °C 15 sek / kb 

1 Finale Extension 72 °C 1 min 
1 Lagerung 4 °C ∞ 

*Zur Amplifikation von gDNA aus Kolonien wurde die initiale Denaturierung auf 3 min 
verlängert. 
 
 

2.3.7 Restriktionsverdau 

Die Analyse der Plasmide erfolgte durch Restriktionsverdau. Dazu wurden FastDigest-
Enzyme (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Die Reaktionsmischung 

wurde wie in Tabelle 11 angegeben hergestellt und 15 min bei 37 °C inkubiert. Falls 
erforderlich, wurde die Reaktion anschließend gemäß den Empfehlungen des 
Herstellers thermisch inaktiviert. 

 
Tabelle 11. Reaktionsansatz Restriktionsverdau 
10x FastDigest green buffer 1 µL 
Enzym 1 1 µL 
Enzym 2 1 µL 
Templat DNA 200 ng 
ddH2O Auffüllen auf 10 µL 

 

Zur Vorbereitung zur Ligation mittels SLiCE wurden alle Proben, die von Plasmid-DNA 
als Templat amplifiziert wurden, durch einen DpnI-Verdau bearbeitet. Das Enzym DpnI 

zeichnet sich durch seine Fähigkeit aus, spezifisch nur methylierte DNA zu schneiden. 

Der Reaktionsmix (Tabelle 12) wurde direkt aus dem PCR-Reaktionsmix hergestellt, 
30 min bei 37 °C inkubiert und 5 min bei 80 °C inaktiviert. 

 
Tabelle 12. Restriktionsverdau mit FD-DpnI 
10x FastDigest buffer 2.5 µL 
FastDigest DpnI 2.5 µL 
PCR Reaktionsmix 42.5 µL 
ddH2O Auffüllen auf 50 µL 
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2.3.8 Klonierung mittels SLiCE (Seamless Ligation Cloning Extract) 

Für die Plasmidkonstruktion wurde die von Zhang et al. (2014) beschriebene SLiCE-
Klonierungstechnik verwendet. Bei der SLiCE-Reaktion wird eine homologe 

Rekombinationsreaktion verwendet, um lineare Fragmente spezifisch miteinander zu 
kombinieren, ohne dass eine zusätzliche Vorbereitung der Ausgangsfragmente oder 

eine anschließende Produktbehandlung erforderlich ist. Die linearen Fragmente mit 
den jeweiligen homologen 5'- und 3'-Überhängen wurden mittels PCR (2.3.6.1) 

amplifiziert. Die Primer zeigen die gewünschte Verlängerung (20 - 25 nt), um die 
Fragmente in der zuvor festgelegten Reihenfolge zu kombinieren (7.3 Tabellen). 

Der Bakterienzellextrakt wurde aus E. coli PPY hergestellt und bei - 80 °C aufbewahrt. 
Alle Fragmente wurden wie unter 2.3.6.1 beschrieben amplifiziert und aufgereinigt. 

Um die Rekombinationseffizienz zu verbessern, wurden verschiedene molare 
Verhältnisse von Vektor und Insert zwischen 1:1 und 1:20 verwendet. Die Menge des 

Vektors wurde stets auf 100 ng festgelegt, während die Menge der Insertfragmente 
entsprechend der Fragmentgrößen berechnet wurde. Eine Reaktionsmischung von 

10 µL enthielt außerdem 1 µL SLiCE-Extrakt und 1 µL T4-Ligase-Puffer (ThermoFisher 
Scientific, Waltham, USA) und wurde 15 min bei 37 °C inkubiert, sowie 5 min bei 80 °C 

inaktiviert. 1 µL und 9 µL wurden direkt für die chemische Transformation von E. coli 

TOP10 (2.2.3) verwendet und der Erfolg anschließend durch PCR (2.3.6.2) und 
Sequenzierung (2.3.9) überprüft. 

 

2.3.9 Sequenzierung 

Alle Sequenzierungsanalysen wurden zunächst bei Eurofins Genomics (Ebersberg, 
Deutschland) durchgeführt, später bei Genewiz Germany GmbH (Leipzig, 

Deutschland). Die Proben für die Sanger-Sequenzierung wurden gemäß den 
Anweisungen der Hersteller vorbereitet. 
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2.3.10 Reverse Transkription 

Nach der RNA-Extraktion gemäß dem in 2.4.4 beschriebenen Verfahren wurde eine 
cDNA-Synthese durchgeführt, um die Vorlage für die RT-qPCR-Analyse zu erzeugen 

(2.3.4). Das iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, USA) wurde 
gemäß dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die Menge des RNA-Templats 

wurde auf 1.000 ng pro Reaktion definiert, so dass in der anschließenden RT-qPCR 
50 ng cDNA pro Reaktion eingesetzt wurden.  
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2.4 Analytische Methoden 

2.4.1 Quantifizierung der Cellulose in K. hansenii 

2.4.1.1 Anthron Assay 

K. hansenii ATCC 23769 produziert eine erhebliche Menge an BC. Allerdings ist die 

Gesamtmasse nach der verwendeten Kultivierungsmethode im Labormaßstab relativ 
gering. Daher wurde der Anthron Assay (Dreywood 1946; Trevelyan et al. 1952), der 

für die Quantifizierung von Kohlenhydraten etabliert ist, auf die Bedürfnisse von BC 
angepasst. Entsprechend der Empfehlung von Ajeet Chaudhary 

(Entwicklungsbiologie der Pflanzen, TUM School of Life Sciences, Freising, 
Deutschland) wurde in einer dieser Arbeit vorangegangenen Masterarbeit (Bimmer 
2017) ein Protokoll zur Quantifizierung von kristalliner Cellulose in Arabidopsis thaliana 

optimiert und für die Quantifizierung verwendet (Kumar and Turner 2015b). Das 

Prinzip beruht auf einer ersten Spaltung des Cellulosepolymers durch saure Hydrolyse 
(Saeman 1945), einer Reaktion des entstandenen 5-Hydroxymethlyfurfural mit 

Anthron und der Bildung eines bläulich-grünen Komplex nach Inkubation bei 80 °C. 
Die Änderung der Absorption kann bei 620 nm gemessen werden. 

Statische Kulturen von K. hansenii ATCC 23769 wurden in 5 mL HS-Medium in 15 mL 

TubeSpin® Bioreaktoren (TPP, Trasadingen, Schweiz) - mit offener Sauerstoffzufuhr 
A und B - mit einer OD600 von 0,2 beimpft und 21 Tage bei 25 °C ohne Schütteln 
inkubiert. Nach Entfernung der Zellen und des Mediums durch 30-minütige Inkubation 

in 1 mL 1 M NaOH bei 100 °C (Wasserbad) wurden die Proben zentrifugiert 
(15.000 rpm, 4 °C, 10 min) und in 1 mL Ammoniumacetat (5 M) neutralisiert. Die Proben 

wurden dreimal in 1 mL ddH2O gewaschen und ein neutraler pH-Wert wurde durch 
Messung des pH-Wertes bestätigt. Um eine ordnungsgemäße Trocknung der 

kristallinen Cellulose zu gewährleisten, wurden die Proben in eine Vakuumzentrifuge 
gegeben und 90 min lang zentrifugiert. Falls erforderlich, wurde die Zeit um 30 min 

verlängert. Die Saeman-Hydrolyse erfolgte anschließend durch Zugabe von 175 µL 
72 %iger Schwefelsäure zu den Proben und Inkubation für 60 min bei RT unter 

wiederholtem, gründlichem Mischen. Die Säurekonzentration wurde durch Zugabe 
von 825 µL ddH2O auf ~12,6 % reduziert und anschließend bei 100 °C (Wasserbad) für 

30 min inkubiert. Der Glukosegehalt des Überstandes wurde entsprechend des 
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bereits bestehenden Protokolls des Anthron-Assays gemessen (Bimmer 2017). Der 

Assay wurde stets auf Eis vorbereitet, dabei wurde jede Probe wurde in Triplikaten 
auf einer 96-Well-Platte gemessen. 10 µL einer Probe wurden mit 90 µL ddH2O und 

200 µL frisch zubereitetem und vorgekühltem Anthron-Reagenz (0,2 % Anthron (w/v) 
in 96 % Schwefelsäure (beides Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)) gemischt. Ein 

Glukosestandard im Bereich von 0 - 20 µg/well wurde ebenfalls auf jeder Platte 
gemessen. Die Platte wurde 30 min bei 80 °C inkubiert, auf RT abgekühlt und bei 

620 nm photometrisch gemessen. Die Menge der Cellulose wurde aus der 
freigesetzten Glukose nach der Formel: 

[mcellulose] = 0,9 * [mglucose] berechnet (Haffner et al. 2013). 
 

2.4.1.2 Trockengewicht 

K. hansenii ATCC 53582 produziert deutlich höhere Mengen an Cellulose, die durch 
Wiegen mit einer Analysenwaage gemessen wurden. Dazu wurde eine statische Kultur 

mit einer einzelnen Kolonie in 250 ml HS-Medium in einem 500 ml-Glas beimpft und 
6 Tage lang ohne Schütteln bei 25 °C bebrütet. Der Biofilm wurde fünfmal bei 4 °C für 

jeweils mindestens 8 Stunden mit ddH2O gewaschen und bei 50 °C zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 

 

2.4.2 Physikochemische Charakterisierung Bakterieller Cellulose 

Die physikalisch-chemische Charakterisierung von BC wurde am Lehrstuhl für 

Biogene Polymere, TUM Campus Straubing, von Martin Reimer durchgeführt. Fourier-
Transformation-Infrarot-Spektren (FTIR) wurden von BC Proben aufgenommen, um 

den Typ der analysierten Cellulose zu identifizieren. Die Charakterisierung erfolgte an 
einem Frontier MIR-Spektrometer (L1280018) mit abgeschwächter Totalreflexion 

(ATR) (PerkinElmer, Waltham, USA). Alle Spektren wurden aus 32 Scans mit einer 
Auflösung von 4 cm-1 und im ATR-Modus mit einem Wellenzahlbereich von 400 bis 
4000 cm-1 gewonnen. 

Die Kristallinität der Cellulose-Proben wurde mittels Röntgendiffraktometrie in Bragg-
Brentano-Geometrie (MiniFlex 600, Rigaku, Tokyo, Japan with D/teX Ultra, Copper 

Kα, Divergence Slits 0.625°, Soller Slits 2.5°) gemessen. Die bakteriellen Cellulose-
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Filme wurden im 2θ-Bereich zwischen 3° und 60° gemessen, mit Scan-Schritten von 

0,02° bei 5° min-1. Die Kristallinität wurde mit der Segal-Peak-Height-Methode (Segal 

et al. 1959) berechnet. Die Zuordnung der der Berechnung zu Grunde liegenden 
Peaks erfolgte nach French (2014). Die Proben von K. hansenii ATCC 23769 wiesen 

eine hohe Varianz auf, die auch durch Änderung des Präparationsverfahrens nicht 

verringert werden konnte. 
 

2.4.3 Messung des Elastizitätsmoduls 

BC zeichnet sich durch seine hohe mechanische Festigkeit aus, die es zu einem 

attraktiven Material für biotechnologische und biomedizinische Anwendungen macht. 
Die vertikale Dehnbarkeit wurde mit einem Kieffer Dough & Gluten Extensibility Rig 

(Dunnewind et al. 2003) gemessen, das freundlicherweise von Thekla Alpers 

(Lehrstuhl für Brau- und Getränketechnologie, TUM School of Life Sciences, Freising, 
Deutschland) zur Verfügung gestellt und betreut wurde. Für diese Arbeit wurde eigens 

eine neue Halterung konstruiert, um den nassen Biofilm sorgfältig fixieren zu können 
(Abbildung 6). 

 

Abbildung 6. Gluten Extensibility Rig mit angepasster Halterung und fixierter Probe. 
 

Die Biofilmproben wurden nach 6 Tagen Kultivierung bei 25 °C fünfmal in ddH2O für 
jeweils mindestens 8 Stunden bei 4 °C gewaschen. Die Proben wurden vor der 

Messung 10 min bei 4.500 rpm, 4 °C zentrifugiert, um einen vergleichbaren 
Wassergehalt der Proben zu gewährleisten. Von jeder Biofilmprobe wurden 
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mindestens drei technische Replikate in der Größe von 10 mm * 75 mm mit Schablone 

mit scharfen Kanten und einem Skalpell ausgeschnitten. Der Biofilm wurde auf die 
Schleiffläche gelegt und auf jeder Seite mit einer Schraube handfest angezogen. Die 

Messzelle wurde vor jedem Durchgang auf 2 kg kalibriert. 

Das Elastizitätsmodul wurde aus der Steigung des linearen Teils des Kraft-Weg-

Diagramms errechnet und nach Dunnewind et al. (2003) berechnet. Die Dicke jeder 
Probe wurde mit einer Schieblehre gemessen und bei der Berechnung berücksichtigt. 

 

2.4.4 RT-qPCR 

Die Quantifizierung der Abundanz von Genen ist eine leicht anzuwendende Methode 

zur Bewertung der Genexpression von GOIs unter definierten Bedingungen (Heid et 
al. 1996). In dieser Arbeit wurde der nur in die doppelsträngigen DNA interkalierende 

Farbstoff SYBR® Green verwendet. Für das Primerdesign sowie die Optimierung der 
RT-qPCR-Reaktion wurden die Empfehlungen von Bustin et al. (2009) und Taylor et 
al. (2010) befolgt. Die Primer für die Amplifikation der Zielgene bcsAB1, bcsAB2, 

bcsAB3 und der Referenzgene gyrA, recA und rpoB wurden mit dem Online-Tool 

PrimerQuest™ (IDT, Coralville, USA) entworfen und konnten sowohl mit K. hansenii 

ATCC 23769, als auch mit ATCC 53582 verwendet werden. Die Primer wurden durch 

eine Schmelztemperatur von 60 °C, einer Länge von 20 nt und einer Fragmentgröße 
von ~100 bp definiert. Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur des 
verwendeten Primers wurde eine Gradienten-PCR durchgeführt, wobei für K. hansenii 

ATCC 23769 eine Ta = 55 °C und für K. hansenii ATCC 53582 eine Ta = 60 °C 

verwendet wurde. Darüber hinaus wurde die PCR-Effizienz für die verwendeten 

Annealing-Temperaturen durch Amplifikation einer Verdünnungsreihe von cDNA 
(50 pg – 50 ng) bestimmt. Bei Einhaltung der Grenze von 0,9 – 1,1 entspricht dies der 

erwünschten Verdopplung je Zyklus (siehe Tabelle 13). 
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Tabelle 13. Bestimmung der PCR-Effizienz bei Ta=55 °C 
 Konzentration cDNA [10x]  

  0 -1 -2 -3 Steigung PCR 
Effizienz 

P-acsAB1 25,00 28,07 31,13 34,02 -3,01 1,1 
P-acsAB2 23,07 26,15 29,20 32,64 -3,18 1,1 
P-acsAB3 22,44 25,44 28,77 32,19 -3,26 1,0 
P-gyrA 25,50 28,35 31,58 34,87 -3,13 1,1 
P-recA 23,40 26,59 30,00 33,50 -3,37 1,0 

 

Das Protokoll des Herstellers für den SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green 
Supermix (Bio-Rad, Hercules, USA) wurde mit einer endgültigen Primerkonzentration 

von 250 nM und einer cDNA-Templatmenge von 50 ng befolgt. Die Reaktion wurde 
auf einem Bio-Rad® CFX96™ unter Verwendung des in Tabelle 14 dargestellten 

Thermocycling-Protokolls durchgeführt. 
 
Tabelle 14. Programm der RT-qPCR. 
Zyklen Schritt Temperatur Dauer 
1 Initiale Denaturierung 95 °C 10 sek 

40 
Denaturierung 95 °C 10 sek 
Annealing 55 °C* 10 sek 
Extension 60 °C 15 sek 

1 Denaturation 95 °C 5 sek 
1 Melting curve 65 °C 5 sek 
1  95 °C Δ0.5 °C  

*Falls die optimale Ta bei 60 °C lag wurde der Annealing Schritt durch eine auf 20 sek 
verlängerte Extension Zeit ersetzt 
 

2.4.4.1 Relative Quantifizierung 

Eine relative Quantifizierungsanalyse (Livak and Schmittgen 2001; Pfaffl 2001) wurde 

für die Proben verwendet, die aus stehenden Kulturen von K. hansenii ATCC 23769 
gewonnen wurden. Die gesamt RNA wurde an mehreren Tagen während der 

Kultivierungsperiode isoliert. Für diese Proben wurde die Expression der GOIs im 
Verhältnis zur Expression des Referenzgens gyrA am selben Tag bewertet. 

 

2.4.4.2 Absolute Quantifizierung 

Die Expressionsanalyse der CS-Gene sowie der Referenzgene in K. hansenii ATCC 

53582 erfolgte mittels absoluter Quantifizierung aus Flüssigkulturen, die für 3 Tage in 
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Gegenwart von Cellulase kultiviert wurden (2.3.3) (Cusick et al. 2015; Whelan et al. 

2003). Für die absolute Quantifizierung wurde eine Standardkurve von 1 pg bis 10 ng 
unter Verwendung von gDNA als Referenz gemessen (Hernández-Arriaga et al. 2019; 

Pfaffl 2012). Die Abundanz der Zielgene wurde entsprechend der folgenden Gleichung 
(Whelan et al. 2003) berechnet, nachdem der Schwellenwertzyklus (Ct) gegen die 

logarithmische DNA-Zielkonzentration aufgetragen wurde: 

𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛	𝑍𝑖𝑒𝑙	𝐷𝑁𝐴	(𝐾𝑜𝑝𝑖𝑒𝑛	µ𝑙!") =
𝑁# 	× 	𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒	𝑍𝑖𝑒𝑙	𝐷𝑁𝐴	(𝑔	µ𝑙!")

𝑀$
 

NA = 6.02 * 1023 (1 mol-1) (Avogadro Konstante) 

MW = DNA Gesamtlänge (dp) * 660 (g mol-1 dp-1) 
 

2.4.5 Proteomik 

2.4.5.1 Probenvorbereitung 

Die Proben für die proteomischen Messungen von K. hansenii ATCC 23769 und ATCC 

53582 wurden aus Cellulose-produzierenden Flüssigkulturen in Gegenwart von 
6 U/mL Cellulase extrahiert, die wie unter 2.3.3 beschrieben kultiviert wurden. Pro 

Probe wurden 5 mL der Flüssigkultur für 10 min bei 4.500 rpm und 4 °C zentrifugiert. 
Kontaminierende Mediumbestandteile und andere Zelltrümmer wurden durch zwei 

Waschschritte in 1x PBS (10x PBS: 40,9 g NaCl, 8,9 g Na2HPO4*2H2O, 1 g KCl, 1,2 g 
KH2PO4; auffüllen auf 500 ml H2O, pH = 7,3 – 7,4) entfernt. Es war wichtig, eine 

Verdünnung der Trifluoressigsäure (TFA) während der Proteinextraktion zu vermeiden, 
daher musste der Rückfluss nach der letzten Zentrifugation sehr sorgfältig entfernt 

werden. Die Proteinextraktion erfolgte gemäß der Empfehlung von BayBioMs unter 
Verwendung des folgenden TFA-Lyseprotokolls. Zunächst wurde das Zellpellet in 

100 µL 100 % TFA für 5 min bei 55 °C in einem vorgeheizten Thermoblock inkubiert, 
um die Zellen zu lysieren. Anschließend wurden die Proben durch Zugabe von 900 µL 

Neutralisationspuffer (2 M Tris, pH = 8,2) und gründliches Mischen neutralisiert. Der 
pH-Wert wurde mit pH-Teststreifen (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) 

gemessen; lag der pH-Wert unter 8,0 – 8,2, musste er durch Zugabe geringer Mengen 
von 2 M Tris (ohne pH-Einstellung) angepasst werden. 
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Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford Assay (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, USA) bestimmt und mit einer BSA-Standardkurve im Bereich von 0 – 
2.000 µg/mL berechnet. Vor der Messung wurde jede Probe 1:1 in ddH2O verdünnt, 

während jede BSA-Standardlösung 1:1 in Neutralisationspuffer (2 M Tris, pH = 8,2 + 
10 % TFA) verdünnt wurde. 5 µL jeder Probe wurden mit 250 µL Bradford-Lösung (vor 

der Messung auf RT gebracht) gemischt und auf einer 96-Well-Platte in Triplikaten 
gemessen, 10 min bei RT inkubiert und bei λ = 595 nm gemessen. Nach der 

Proteinquantifizierung wurden die Proben bei -80 °C gelagert und für die 
abschließende Proteomikmessung zum BayBioMs gebracht. Die Analysen wurden in 

Zusammenarbeit mit Christina Ludwig am Bayerischen Zentrum für Biomolekulare 
Massenspektrometrie (TUM School of Life Sciences, Freising, Deutschland) 

durchgeführt. Die massenspektrometrischen Daten wurden im “ProteomeXchange 
Consortium” über das PRIDE Partner-Repositorium zur Verfügung gestellt. Die 

Identifikationsnummer des Datensatz lautet PXD037699 (Zugriff über den Gutachter 
Zugang möglich – Benutzername: reviewer_pxd037699@ebi.ac.uk, Passwort: 

RkhR8g6e). 
 

2.4.5.2 Analyse des Proteoms 

Für die Proteomanalyse wurde das Referenzproteom von K. hansenii ATCC 23769 

vom NCBI heruntergeladen (Datum des Downloads: 22.11.2021; Zugang: 

NZ_CM000920, Nukleotidsuche) und mit den Sequenzen für BcsAB1 und BcsC1 
unter Verwendung der Einträge unter der Accession number Q76K8 bzw. Q76KJ7 aus 

der UniProt-Datenbank ergänzt (Datum des Downloads: 22.11.2021). Die 

vollständigen Proteomdaten von K. hansenii ATCC 53582 wurden ohne Änderungen 
vom NCBI heruntergeladen (Downloaddatum: 22.11.2021; Zugang: FBVP01000001, 

Nukleotidsuche). Die Zuordnung der verwendeten ProteinIDs erfolgte am 
Downloaddatum und ist in Tabelle 15 und Tabelle 16 dargestellt. 
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Tabelle 15. Übersicht der an der Cellulosesynthese beteiligten Proteine. 
K. hansenii ATCC 23769 K. hansenii ATCC 53582 

CmcAx WP_174805759.1 CmcAx CUW46504.1 
Ccp WP_080545399.1 Ccp CUW46505.1 
BcsAB1 sp|Q76KJ8|ACSA1_KOMHA; 

WP_110550132.1 
BcsAB1 CUW46506.1 

BcsC1 tr|Q76KJ7|Q76KJ7_KOMHA BcsC1 CUW46507.1 
BcsD WP_003617981.1 BcsD CUW46508.1 
BglAx WP_040511561.1 BglAx CUW46510.1 
BcsAB2 WP_003621570.1 BcsC2 CUW48390.1 
BcsAB2 ORF2 WP_003621572.1 BcsY CUW48391.1 
BcsY WP_003621573.1 BcsY CUW48392.1 
BcsC2 WP_064478823.1 BcsAB2 CUW48393.1 
BcsAB3 WP_003619636.1 BcsAB3 CUW47136.1 
BcsC3 WP_003619637.1 BcsC3 CUW47137.1 

 
Tabelle 16. Die Proteine der Glucose-Aktivierung sowie die der analysierten DGCs. 

K. hansenii ATCC 23769 K. hansenii ATCC 53582 
pyro WP_003622230.1 GlkA CUW48521.1 
glk WP_003618365.1 Glk CUW46742.1 
pgm WP_003619969.1 Pgm CUW46964.1 
ugp1 WP_040511958.1 Ugp1 CUW47019.1 
DgcA WP_003617106.1 DgcA CUW46099.1 
DgcB WP_003621901.1 DgcB CUW48224.1 

 
Die massenspektrometrische Messung wurde anhand der Software MaxQuant 

(version 1.6.3.4) (Tyanova et al. 2016) und der integrierten Suchmaschine Andromeda 
(Cox et al. 2011) durch Christina Ludwig (BayBioMs, Freising, Deutschland) analysiert. 

Unspezifische Treffer wurden durch Filterung der Daten auf Grundlage von vier 
gültigen Werten in mindestens einer Gruppe reduziert. Eine Gruppe besteht aus den 

vier biologischen Replikaten des Wildtyps oder der Mutante, die nur BcsAB1 
exprimiert. Jeder fehlende Wert wurde mit einem konstanten Wert (17) ersetzt, dieser 

war etwas kleiner als jeder in einer Probe gemessene Wert. Die relative Häufigkeit der 
Proteine wurde innerhalb von MaxQuant entsprechend des Massenanteils bewertet, 

der aus den Werten der intensitätsbasierten absoluten Quantifizierung (iBAQ) 
(Schwanhäusser et al. 2011) jeder Probe berechnet wurde. Außerdem wurden die 

Unterschiede zwischen den Stämmen ebenfalls anhand der iBAQ-Werte analysiert. 
Um die Komplexität der Daten zu reduzieren, wurden nur die Proteine detailliert 

analysiert, die mit den drei CS-Genclustern in Verbindung stehen, die an der 
Aktivierung der Cellulosesynthasen oder der Aktivierung der Glucose beteiligt sind.  
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2.4.6 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (LCSM) 

K. hansenii ATCC 23769 synthetisiert nach einigen Tagen bei unbewegter Kultivierung 

einen deutlich sichtbaren Cellulosebiofilm an der Grenzfläche zwischen Luft und 
Kulturmedium. Da für jedes der drei CS-Gene eine andere Funktion vermutet wird, 

wurden in-frame-Insertionen der ORFs von Fluoreszenzproteinen an die jeweiligen 

Cellulosesynthasen konstruiert (2.1.3.2.2). Das entsprechende Expressionssignal 
sollte die Lokalisierung jeder CS-Synthase in einem nativen Biofilm nach 21 Tagen 

Kultivierung ermöglichen. Die dem medium- bzw. der luftzugewandte Seite des 
Biofilms bilden Nischen, welche durch ein unterschiedliches Nährstoff- bzw. 

Sauerstoff-Vorkommen geprägt sind (Hornung et al. 2006). 

Die Biofilmproben wurden 21 Tage lang in statischen, unbewegten Kulturen, wie oben 
beschrieben (2.2.2), kultiviert. Während des gesamten Präparationsverfahrens und 

während der konfokalen Mikroskopie war es wichtig, die Orientierung des Biofilms im 
aufrecht zu erhalten. Nach Entfernung des restlichen Mediums durch Waschen der 

Biofilme in 4 mL 1x PBS (10x PBS: 40,9 g NaCl, 8,9 g Na2HPO4*2H2O, 1 g KCl, 1,2 g 
KH2PO4; auffüllen auf 500 ml H2O, pH = 7,3 – 7,4) wurde der Biofilm mit 1,5 mL 4%iger 

PFA-Lösung (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) bedeckt und über Nacht inkubiert. 
Dann wurde die PFA-Lösung verworfen und die restlichen Spuren durch vorsichtiges 

Waschen des Biofilms in 1x PBS (10x PBS: 40,9 g NaCl, 8,9 g Na2HPO4*2H2O, 1 g KCl, 
1,2 g KH2PO4; auffüllen auf 500 ml H2O, pH = 7,3 – 7,4) entfernt. Die anschließende 

Dehydratisierung der Probe erfolgte manuell in Biopsie-Einbettkassetten nach dem in 
Tabelle 17 dargestellten Verfahren. 

 
Tabelle 17. Dehydratisierung der Biofilmproben zur Fluoreszenzmikroskopie 
Lösung Dauer 
1x PBS 60 min 
1x PBS 60 min 
EtOH (25 %) 60 min 
EtOH (50 %) 60 min 
EtOH (75 %) 60 min 
EtOH (90 %) 60 min 
EtOH abs. 60 min 
EtOH abs. 60 min 
EtOH abs. 60 min und Lagerung 
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Der dehydratisierte Biofilm wurde halbiert, damit die zu analysierende Probe aus dem 

inneren Bereich des Biofilms entnommen werden konnte. Die Einbettung erfolgte 
anschließend am Lehrstuhl für Entwicklungsbiologie der Pflanzen (TUM School of Life 

Sciences, Freising, Deutschland), der die Einbettungs- und Schneidegeräte 
freundlicherweise zur Verfügung stellte. Zunächst wurde der Biofilm in einen bereits 

teilweise mit Paraffin gefüllten Einbettungsträger gelegt und so ausgerichtet, dass die 
korrekte Ausrichtung des Biofilms erhalten blieb. Dann wurde der Rahmen gefüllt und 

abgedeckt, und das Paraffin verfestigt. Jede Probe wurde zunächst am Mikrotom 
grob geschnitten (30 µm), bis die Biofilmprobe erreicht wurde. Für die Vorbereitung 

der Proben erfolgte das Schneiden mit auf 10 µm reduzierter Schnittdicke. Ein Streifen 
von etwa 4 Proben wurde in ein Becherglas mit warmem Wasser übertragen, 90 sec 

lang gestreckt und auf einen vorgewärmten (42 °C) Objektträger gebracht. Die Proben 
wurden durch eine Inkubation bei 42 °C über Nacht fixiert. Das restliche Paraffin wurde 

durch eine Waschserie in HistoClear II (National Diagnostics, Atlanta, USA) (2x 10 min) 
und EtOH abs. (2x 2 min) entfernt. Vor der konfokalen Mikroskopie wurde der Deckel 

durch Zugabe von 90 µL Mowiol 4-88 + DABCO (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
auf dem Objektträger fixiert. 

Die konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurde an der Professur für Neuronale 

Schaltkreise und Stoffwechsel (TUM School of Life Sciences, Freising, Deutschland) 
mit einem Leica TCS SP8 X WLL2 upright HyVolution 2 (Leica, Wetzlar, Deutschland) 

und einem 63x Immersionsöl-Objektiv durchgeführt. Für den Nachweis der 
fluoreszierenden Reporter wurden die folgenden Detektorbereiche des HyD-

Detektors verwendet: sfGFP 493 – 525 nm, mRFP1 585 – 720 nm und mKalama1 420 
– 484 nm. Ein Hellfeldbild wurde jeweils mit dem PMT-Detektor aufgenommen. Für 

alle Bilder wurde die Größe der Lochblende auf 0,5 eingestellt und eine 
Zeilenmittelung von 10 vorgenommen, während die Geschwindigkeit während der 

Aufnahme auf 100 und während des Screenings auf 400 eingestellt war. Die übrigen 
Parameter in der Steuerungssoftware wurden auf die Standardwerte gesetzt. Alle 

aufgenommenen Bilder wurden mit der Leica Application Suite X (Version 
3.5.6.21594) (Leica, Wetzlar, Deutschland) analysiert und verarbeitet. 

 



Material & Methoden 

47 

 

2.4.7 Rasterelektronenmikroskopie bakterieller Cellulose 

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurde die räumliche Verteilung der 
Cellulose-Fasern und die Zusammensetzung des Biofilm-Netzwerks im Detail 

untersucht. Die REM-Proben wurden nach 21 Tagen statischer, unbewegter 
Kultivierung von K. hansenii ATCC 23768 bzw. nach 6 Tagen bei K. hansenii ATCC 

53582 hergestellt. Die Proben wurden über Nacht bei 4 °C in 1x PBS (10x PBS: 40,9 g 

NaCl, 8,9 g Na2HPO4*2H2O, 1 g KCl, 1,2 g KH2PO4; auffüllen auf 500 ml H2O, pH = 7,3 
– 7,4) oder 2,5 % Glutardialdehyd inkubiert und in einer aufsteigenden EtOH-Reihe 

dehydratisiert (Tabelle 18). 
 
Tabelle 18. Dehydratisierung BC für REM 
Lösung Dauer 
EtOH 20 % 20 min 
EtOH 30 % 20 min 
EtOH 40 % 20 min 
EtOH 60 % 30 min 
EtOH 80 % 60 min 
EtOH abs. 60 min + Lagerung 

 
Die in EtOH abs. aufbewahrten Biofilmproben wurden zur Core Facility 

Elektronenmikroskopie der LMU (Pflanzliche Entwicklungsbiologie. LMU München, 
Martinsried, Deutschland) gebracht und von Andreas Klingl bearbeitet. Dazu wurden 
die Proben vor der Analyse mit einer dünnen Platinschicht beschichtet (sog. ‚sputter 

coating‘). Alle in dieser Arbeit gezeigten Aufnahmen zeigen die der Luft zugewandten 

Oberseite des Biofilms. 

Bakterielle Cellulose von K. hansenii erwies sich als anspruchsvolles Material für die 
REM. Zunächst erfolgte die Entwässerung nach dem Standardprotokoll für die 

Probenvorbereitung durch eine aufsteigende Acetonreihe und anschließende Luft- 
oder Gefriertrocknung (persönliche Mitteilung Gerhard Wanner & Andreas Klingl). Nur 

dadurch, dass die Dauer der Acetonbehandlung zwischen zwei getesteten 
Protokollen erhöht wurde, konnte die auflösende Wirkung von Aceton auf das 

Cellulose-Netzwerk beobachtet werden. Insbesondere die von BcsAB2 und BcsAB3 
in K. hansenii ATCC 23768 synthetisierten EPSs wurden auch bei kurzer Inkubation 

nahezu vollständig aufgelöst. Daher wurden für Biofilme von K. hansenii ATCC 53582 
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nur Aufnahmen von mit EtOH dehydratisierten Biofilmen gemacht. Die 

Dehydratisierung durch EtOH wird für zukünftige REM-Analysen bakterieller Cellulose 
empfohlen. 

 

2.4.8 Bestimmung des Schwimm- und Schwarmverhaltens 

Cyclisches di-GMP ist ein wichtiger sekundärer Botenstoff, der zu zahlreichen 

intrazellulären Prozessen wie Biofilmbildung, Motilität oder Zellzykluskontrolle beiträgt 
(Jenal et al. 2017). Diese Arbeit konzentrierte sich hauptsächlich auf den Beitrag der 

regulatorischen DGCs zur Biofilmbildung. Außerdem sollte der Beitrag von DgcA 
(GXY_RS01540/ATCC53582_00180) und DgcB (GXY_RS14245/ATCC53582_02359) 

zur Zellmotilität in beiden Stämmen aufgeklärt werden. 

Eine Charakterisierung der Motilität durch Hellfeldmikroskopie an lebenden Zellen war 

nicht zweifelsfrei möglich, daher wurde ein Schwimm- und Schwarmtest durchgeführt 
(Jacek et al. 2019; Kearns 2010). Diese Assays zielen auf die Motilität von Zellen in 
der feuchten Umgebung auf der Oberfläche von Weichagarplatten mit 

unterschiedlichen Agar-Konzentrationen ab. Beide Tests wurden auf EPmod-Medium 
durchgeführt, wobei für die Analyse der Schwarmaktivität 0,5 % Agar zugesetzt 

wurden, während für die Schwimmversuche die reduzierte Menge von 0,3 % Agar 
verwendet wurde. Hauptkulturen von K. hansenii ATCC 23769, ATCC 53582, ΔdgcA 

und ΔdgcB beider Stämme wurden in EPmod bis zu einer OD600 = 0,3 beimpft und 5 h 

lang bei 30 °C und 180 U/min bebrütet. Anschließend wurden 5 µL jeder Kultur in die 

Mitte der frisch zubereiteten schwimm-/schwarm- Agarplatte gegeben und 12 Tage 
lang bei 30 °C bebrütet. Die Ausbreitung wurde durch Messen des Durchmessers 

jeder Kolonie mit dem Messwerkzeug von GIMP (Open Source) bewertet. 
 

2.4.9 Bioinformatik 

Alle Versuche basieren auf mindestens drei unabhängigen biologischen Replikaten. 

Sofern anwendbar wurden mehrere technische Replikate einer Probe gemessen. Die 
Messwerte werden als Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD) angegeben, 

letztere wurde mittels der Funktion STABW.S in Microsoft Excel (Redmond, USA) 
berechnet. 
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Die statistischen Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den Mutanten wurden 

mittels Student's t-Test ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant 
angesehen. Da einige Ergebnisse als äußerst signifikant angesehen werden konnten, 

wurde das Signifikanzniveau durch die Anzahl der Sternchen spezifiziert und im 
Ergebnisteil wie folgt weiter definiert: * = p<0,05; ** = p<0,025; *** = p<0,0001. 

Die Konstruktion des phylogenetischen Baums basierte auf einem 
Sequenzalignement in Mega11 (Stecher et al. 2020) unter zur Hilfenahme des 

ClustalѠ Algorithmus (Thompson et al. 1994). Der phylogenetische Baum wurde 

anhand der statistischen Methode Maximum-Likelihood berechnet, wobei der Test 
auf Phylogenie mittels Bootstrap (100 Wiederholungen) und den 

Standardeinstellungen der Software erfolgte. 

Der Entwurf geeigneter Primer, die Berechnung der dazugehörigen 

Schmelztemperatur, sowie die Auswertung der Sequenzierungs-Ergebnisse und ein 
in silico Restriktionsverdau erfolgte in der Software Clone Manger (Version 9 – 

Professional) (Scientific and Educational Software, Denver, USA). Einzig für die 
Auswahl der RT-qPCR-Primer wurde auf die Webapplikation PrimerQuest™ (IDT, 

Coralville, USA) zurückgegriffen. 
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3. Ergebnisse 

Diese Arbeit baut auf Vorarbeiten zur Etablierung des kolorimetrischen Anthron-
Assays, wie auch auf Vorbereitungen zur Erstellung der Mehrfach-Deletionsstämme 
von K. hansenii ATCC 23769 auf, welche bereits in meine Masterarbeit (Bimmer 2017) 

eingeflossen sind. Einzeldeletionen der CS-Gene bcsAB1, bcsAB2 und bcsAB3 in 

K. hansenii ATCCC 23769 sowie die gleichzeitige Deletion von bcsAB2 und bcsAB3 

und die Deletionen der akzessorischen Proteine in K. hansenii ATCCC 23769 wurden 

von Markus Mientus erstellt und sind bisher unveröffentlicht. 

Ein Teil der Ergebnisse, die im Rahmen dieses Promotionsprojekts entstanden sind, 

wurden in den beiden Publikationen Bimmer et al. (2022) und Bimmer et al. (2023) 
beschrieben. Die unveränderte Übernahme von Abbildungen und Tabellen wurde im 

Text mit den entsprechenden Referenzen versehen. 
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3.1 Bioinformatischer Vergleich von K. hansenii ATCC 23769 und 

K. hansenii ATCC 53582 

3.1.1 Phylogenetische Einordnung innerhalb des Genus 

Komagataeibacter 

Die Analyse der Genetik der Cellulosesynthese in Essigsäurebakterien wurde 
aufgrund der Vorarbeiten von Markus Mientus in K. hansenii ATCCC 23769 begonnen, 

da sich dieser Stamm gegenüber anderen Essigsäurebakterien durch eine erhöhte 

Cellulosesyntheserate auszeichnet. In der Literatur sind weitere Vertreter der 
Acetobacteraceae beschrieben, deren Menge an produzierter Cellulose deutlich über 

der des Stamms ATCC 23769 liegt. Deshalb wurde zu Beginn dieser Arbeit K. hansenii 

ATCCC 53582 als Hoch-Cellulose-Produktionsstamm von besonderem Interesse 
identifiziert und aufgrund der Verfügbarkeit der vollständigen Genomsequenz als 

zweiter, zu analysierender Stamm ausgewählt. Durch diese Auswahl war es möglich 
innerhalb dieser Arbeit zwei eng verwandte Stämme hinsichtlich der Ursachen für die 

deutlichen Unterschiede in der Cellulose-Quantität zu untersuchen. 

Die phylogenetische Neucharakterisierung und Neueinteilung beider Stämme in die 

Gattung Komagataeibacter durch Yamada et al. (2012a) und Yamada et al. (2012b) 

legt eine enge Verwandtschaft beider Stämme, im Vergleich zu den übrigen 
Komagataeibacter Stämmen, nahe. Für eine bessere Darstellung der Einordnung in 

die Gattung wurde ein entsprechender phylogenetischer Baum berechnet. Dem 
Alignement lagen die 16S rRNA Sequenzen dieser Gattung zu Grunde, welche 

anschließend in MEGA11 (VERSION 11.0.10) (Stecher et al. 2020) mittels des ClustalѠ 

analysiert wurden (Thompson et al. 1994). Zur Erstellung des phylogenetischen 
Baums wurde dieses Alignement mit der statistischen Methode maximum likelihood 

und dem phylogenetischen Test bootstrap test (100 Wiederholungen) prozessiert. Die 

übrigen Parameter wurden entsprechend der Standardeinstellungen der Software 

belassen. Im phylogenetischen Baum sind die beiden Stämme, die in dieser Arbeit 
verwendet wurden mit einem Punkt hervorgehoben (Abbildung 7). Aufgrund der 
phylogenetischen Untersuchung ließ sich die enge Verwandtschaft der beiden 

Stämme bestätigen. Umso mehr wird die Ursache für die unterschiedliche Menge an 
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freigesetzter Cellulose in Veränderungen innerhalb der drei Cellulosesynthase-

Gencluster vermutet. 

 

Abbildung 7. Phylogenetischer Baum des Genus Komagataeibacter basierend auf 16S rRNA 
Sequenzierung. Mit schwarzen Punkten sind die beiden K. hansenii-Stämme, die in dieser Arbeit 
verwendet wurden. Das Sequenzalignement erfolgte in Mega11 unter zur Hilfenahme des ClustalѠ 
Algorithmus. Der phylogenetische Baum wurde anhand der statistischen Methode Maximum-
Likelihood berechnet, wobei der Test auf Phylogenie mittels Bootstrap (100 Wiederholungen) erfolgte. 
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3.1.2 Vergleich der bcsABCD Cellulosesynthase-Operons 

Das Cellulosesynthase-Operon von Komagataeibacter wird als Operon mit der 

typischen Struktur bcsABCD beschrieben (Römling and Galperin 2015; Wong et al. 

1990). Da beide in dieser Arbeit analysierten Stämme sich im Aufbau der Operons 
nicht unterscheiden (Abbildung 3; Abbildung 4) sollte die Ähnlichkeit der enthaltenen 

Gene und Proteine untersucht werden. Dazu wurde ergänzend zum Vergleich der 16S 
rRNA ein Alignement der Proteinsequenzen der drei kodierten Cellulosesynthasen 

durchgeführt. Dabei wurden die Sequenzen von BcsAB1 (ATCC 23769: 1.552 AS / 
ATCC 53582: 1.661 AS), BcsAB2 (1.640 AS / 1.668 AS) und BcsAB3 (1.523 AS / 1.531 

AS) sowohl innerhalb eines Stamms, als auch zwischen beiden Stämmen verglichen 
und ein phylogenetischer Baum berechnet (Abbildung 8). Dem Alignement lagen die 
Aminosäuresequenzen beider Stämme zu Grunde, diese Sequenzen bildeten auch die 

Grundlage für den späteren Vergleich des Proteoms (3.6). Die Analyse und 
Berechnung des Baumes erfolgten analog zum bereits zuvor gezeigten 

phylogenetischen Baum der 16S rRNA Sequenzen und zeigt eine 
stammübergreifende Gruppierung der einzelnen Cellulosesynthasen sich 

entsprechend der unterschiedlichen Cellulosesynthase-Operons bzw. Gencluster 
(Abbildung 8). 

 

 

Abbildung 8. Phylogenetischer Baum basierend auf der Proteinsequenz der Cellulosesynthasen 
in beiden Komagataeibacter Stämmen. 

2

2
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Eine detaillierte Charakterisierung der Verwandtschaft zwischen den einzelnen 

Cellulosesynthasen beider Stämme erforderte die Analyse mittels BLAST (Altschul et 
al. 1990). Generell lässt sich sagen, dass die Übereinstimmung zwischen beiden 

Stämmen, bezogen auf die Ähnlichkeit innerhalb der beiden Proteine für BcsAB1, 
BcsAB2 bzw. BcsAB3, über die gesamte Länge der Proteine sehr hoch ist, lediglich 

einzelne Positionen weißen einen AS-Austausch auf. Im Gegensatz dazu 
unterscheiden sich die Sequenzen der drei Cellulosesynthasen innerhalb eines 

Stamms deutlich über die gesamte Länge, ohne dass sich ein Bezug zu funktionalen 
Domänen herstellen ließe. Die Analyse der Homologie der Aminosäuresequenzen 

erfolgte durch BLASTp-Analyse (Tabelle 19). Durch dieses Alignments konnte die 
höchste Homologie für die Cellulosesynthase BcsAB2 zwischen beiden Stämmen 

bestimmt werden (99,94 % Aminosäuresequenzidentität). Auch die Proteinsequenzen 
der anderen beiden Cellulosesynthasen wiesen eine sehr hohe Übereinstimmung auf. 

Diese lag bei der Haupt-Cellulosesynthase BcsAB1 (99,55 %), wie auch bei der dritten 
Cellulosesynthase BcsAB3 (99,53 %) nur leicht unterhalb der Ähnlichkeit von BcsAB2. 

Im Gegensatz dazu ergab das Alignment der Proteine innerhalb eines Stamms 
deutliche Unterschiede. Zum einen verringerte sich die Query Cover, zum anderen 

sank die Identity der Proteinsequenz deutlich (Tabelle 19). 

Die große Ähnlichkeit der Cellulosesynthasen zwischen K. hansenii ATCC 23769 und 

dem Hochproduktionsstamm ATCC 53582 spiegelte sich auch in den 
Nukleotidsequenzen der CS-Gene bcsAB1, bcsAB2 und bcsAB3 wider, welche 

mittels BLASTn-Analyse verglichen wurden. Jedoch zeigte sich der beschriebene 
Unterschied von bcsAB1 zu bcsAB2 und bcsAB3 auch durch eine stärkere 

Abweichung des Query Covers und einer daraus resultierenden geringen 

Übereinstimmung (Tabelle 20). 
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Tabelle 19. BLASTp-Analyse der Aminosäuresequenzen der Cellulosesynthasen der K. hansenii 
Stämme ATCC 23769 und ATCC 53582. QC = Query Cover, ID = Identity.
 ATCC 

23769 – 
bcsAB1 

ATCC 
23769 – 
bcsAB2 

ATCC 
23769 – 
bcsAB3 

ATCC 
53582 – 
bcsAB1 

ATCC 
53582 – 
bcsAB2 

ATCC 
53582 – 
bcsAB3 

ATCC 
23769 – 
bcsAB1 

 QC: 97 % 
ID: 46,34 % 

QC: 94 % 
ID: 40,89 % 

   

ATCC 
23769 – 
bcsAB2 

  QC: 91 % 
ID: 53,15 % 

   

ATCC 
53582 – 
bcsAB1 

QC: 100 % 
ID: 99,55 % 

   QC: 93 % 
ID: 46,46 % 

QC: 91 % 
ID: 40,79 % 

ATCC 
53582 – 
bcsAB2 

 QC: 100 % 
ID: 99,94 % 

   QC: 89 % 
ID: 53,15 % 

ATCC 
53582 – 
bcsAB3 

  QC: 100 % 
ID: 99,53 % 

   

 
Tabelle 20. BLASTn-Analyse der Nukleotidsequenzen der Cellulosesynthase-Gene der 
K. hansenii Stämme ATCC 23769 und ATCC 53582. QC = Query Cover, ID = Identity. 
 ATCC 

23769 – 
bcsAB1 

ATCC 
23769 – 
bcsAB2 

ATCC 
23769 – 
bcsAB3 

ATCC 
53582 – 
bcsAB1 

ATCC 
53582 – 
bcsAB2 

ATCC 
53582 – 
bcsAB3 

ATCC 
23769 – 
bcsAB1 

 QC: 49 % 
ID: 72,87 % 

QC: 27 % 
ID: 69,23 % 

   

ATCC 
23769 – 
bcsAB2 

  QC: 36 % 
ID: 70,51 % 

   

ATCC 
53582 – 
bcsAB1 

QC: 100 % 
ID: 99,15 % 

   QC:47 % 
ID: 72,54 % 

QC: 24 % 
ID: 69,58 % 

ATCC 
53582 – 
bcsAB2 

 QC: 100 % 
ID: 99,50 % 

   QC: 35 % 
ID: 69,93 % 

ATCC 
53582 – 
bcsAB3 

  QC: 100 % 
ID: 98,94 % 
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Neben den Cellulosesynthasen bilden die Kanalproteine BcsC1, BcsC2 und BcsC3, 

sowie BcsD die essentiellen Bestandteile eines vollständigen Cellulosesynthase-
Operons vom bcsABCD-Typ (Römling and Galperin 2015; Wong et al. 1990). Die 

Homologie von BcsD bzw. bcsD lag auf Ebene der Aminosäuresequenz zwischen 

beiden Stämmen bei 100 % (Nukleotidsequenz 99,35 %). Diese hohe Konservierung 

der Sequenz deutet einen entscheidenden Beitrag des Proteins innerhalb des CS-
Komplexes an. Ebenso wie die Cellulosesynthasen unterschieden sich die 
Kanalproteine zwischen den einzelnen Gen-Loci deutlich, dagegen unterscheiden 

sich diese wiederum kaum zwischen den beiden Stämmen (Tabelle 21, Tabelle 22). 
 
Tabelle 21. BLASTp-Analyse der Aminosäuresequenzen der Kanalproteine in den K. hansenii 
StämmenATCC 23769 und ATCC 53582. QC = Query Cover, ID = Identity.
 ATCC 

23769 – 
bcsC1 

ATCC 
23769 – 
bcsC2 

ATCC 
23769 – 
bcsC3 

ATCC 
53582 – 
bcsC1 

ATCC 
53582 – 
bcsC2 

ATCC 
53582 – 
bcsC3 

ATCC 
23769 – 
bcsC1 

 QC: 94 % 
ID: 30,88 % 

QC: 94 % 
ID: 29,28 % 

   

ATCC 
23769 – 
bcsC2 

  QC: 99 % 
ID: 39,21 % 

   

ATCC 
53582 – 
bcsC1 

QC: 100 % 
ID: 99,62 % 

   QC: 97 % 
ID: 31,12 % 

QC: 94 % 
ID: 29,44 % 

ATCC 
53582 – 
bcsC2 

 QC: 100 % 
ID: 99,60 % 

   QC: 67 % 
ID: 39,31 % 

ATCC 
53582 – 
bcsC3 

  QC: 100 % 
ID: 98,90 % 
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Tabelle 22. BLASTn-Analyse der Kanalprotein-Gensequenzen in den K. hansenii Stämmen 
ATCC 23769 und ATCC 53582. QC = Query Cover, ID = Identity.
 ATCC 

23769 – 
bcsC1 

ATCC 
23769 – 
bcsC2 

ATCC 
23769 – 
bcsC3 

ATCC 
53582 – 
bcsC1 

ATCC 
53582 – 
bcsC2 

ATCC 
53582 – 
bcsC3 

ATCC 
23769 – 
bcsC1 

 QC: 15 % 
ID: 73,68 % 

QC: 1 % 
ID: 73,68 % 

   

ATCC 
23769 – 
bcsC2 

  QC: 17 % 
ID: 65,27 % 

   

ATCC 
53582 – 
bcsC1 

QC: 100 % 
ID: 99,18 % 

   QC:15 % 
ID: 65,19 % 

QC: 1 % 
ID: 73,68 % 

ATCC 
53582 – 
bcsC2 

 QC: 100 % 
ID: 99,09 % 

   QC: 10 % 
ID: 68,09 % 

ATCC 
53582 – 
bcsC3 

  QC: 100 % 
ID: 99,00 % 
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3.2 Weiterentwicklung eines markerfreien Deletionssystems für 

Cellulose-produzierende Essigsäurebakterien 

3.2.1 Konstruktion der Deletionsplasmide 

Beide K. hansenii Stämme kodieren in ihrem Genom jeweils drei Gene für 

Cellulosesynthasen: bcsAB1, bcsAB2 und bcsAB3. Jedoch ist der Beitrag jedes 

einzelnen Gens zum komplexen Cellulose-Netzwerk des Wildtyps bisher noch nicht 

geklärt worden. Bisherige Studien, die die Funktion der einzelnen Gene der 
Cellulosesynthese in Essigsäurebakterien untersuchten, waren auf Deletionssysteme 

beschränkt, die entweder auf Transposonmutagenese (Deng et al. 2013), 
Plasmidintegration und Funktionsverlust von bcsAB1 (Saxena and Brown 1995) oder 

die Insertion einer Antibiotikaresistenz-Kassette (Jacek et al. 2018) aufbauten. Diese 
Systeme basieren auf dem Mechanismus der Gendisruption und verhindern so die 

Synthese eines aktiven Proteins, werden aber möglicherweise von polaren Effekten 
begleitet. Die polaren Effekte können sich negativ auf die Synthese von Strang-

abwärts kodierten Genen auswirken (Hutchison et al. 2019). 

Die Analyse der Cellulosesynthese in Essigsäurebakterien ermöglicht ein verbessertes 

grundlegendes Verständnis der Polymersynthese, welche aufgrund der hohen 
Homologie des CS-Komplexes auch Erkenntnisse für die Mechanismen der 

Cellulosesynthese in Pflanzen liefert. Umso entscheidender ist es daher ein 
zuverlässiges Deletionssystem zu entwickeln, welches unter Aufrechterhaltung des 

Leserasters genutzt werden kann, um Gene schnell und spezifisch zu deletieren. 
Hierfür eignet sich besonders das in unserer Arbeitsgruppe von Kostner et al. (2013) 

entwickelte System, welches auf den codBA-Gegenselektionsmechanismus 
zurückgreift und bisher in Gluconobacter- (Phylum Proteobacteria), wie auch in 

Bacillus-, Clostridien- (beide Phylum Bacillota, syn. Firmicutes) und Micrococcus-

Stämmen (Phylum Actinobacteria) erfolgreich eingesetzt werden konnte (Bode 2021; 

Huang et al. 2018; Kostner et al. 2017; Surger et al. 2018). 

Die Klonierung der entsprechenden Deletionsplasmide, wie auch die der 

Insertionsplasmide basierte auf der SLiCE Methode (Zhang et al. 2014). Hierzu war es 
notwendig, zunächst geeignete flankierende Bereiche der zu deletierenden Gene bzw. 
der Insertionsstelle festzulegen. Da eine Verschiebung im Leserahmen vermieden 
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werden und gleichzeitig eine vollständige Deletion des Zielgens erfolgen sollte, wurde 

der rückwärts–Primer zur Amplifikation der vor dem Gen liegenden Flanke unmittelbar 
vor das Start-Codon, bzw. der vorwärts–Primer der nach dem Gen liegenden Flanke 

unmittelbar an das Stopp-Codon anschließend gelegt (Abbildung 5). Konnte an 
diesen Stellen aufgrund der Genomsequenz kein Primerpaar entworfen werden, das 

den Kriterien für den erfolgreichen Einsatz in einer PCR entsprachen, so wurden die 
Primer in Basen-Triplett-Schritten verschoben. Folglich blieb der Leserahmen 

unverändert und polare Effekte wurden vermieden. Die Primer wurden so gewählt, 
dass beide Flanken möglichst eine vergleichbare Länge aufwiesen und einer Länge 

von ca. 800 - 1.100 bp entsprachen (Gen_SL-FL A/B_for/rev). Dies ermöglichte zum 
einen eine vergleichbare Wahrscheinlichkeit für eine Rekombination über jede der 

beiden Flanken, zum anderen einen ausreichend langen homologen Bereich, über den 
die Rekombinationsreaktion während der Plasmid-Integration ablaufen konnte. Ein 

effizientes zusammenfügen der Fragmente während der SLiCE-Reaktion wurde durch 
entsprechende 5‘-Überhänge an allen Primern gewährleistet. Entsprechend dieser 

Überhänge ließ sich die Reihenfolge und Orientierung der Fragmente während der 
Klonierung spezifisch festlegen. Die homologen Flanken wurden in das bereits 
vorhandene pKOS6b-Plasmid innerhalb der multiple cloning site eingefügt. Die 

Amplifikation der einzelnen Fragmente, die in der SLiCE-Reaktion eingesetzt werden, 

erfolgte mit einer Polymerase, die neben der 5‘à3‘ – Polymeraseaktivität auch eine 
3‘à5‘ – Exonukleaseaktivität zur Fehlerkorrektur aufwies. In der anschließenden 

SLiCE-Reaktion, mit aufgereinigten PCR-Fragmenten, stellte sich der Vergleich 
verschiedener Verhältnisse von Vektor und Insert als unabdingbar heraus. Vektor : 

Insert-Verhältnisse von 1:5, 1:10 und 1:20 zeigten für die jeweiligen Konstrukte eine 
unterschiedliche Effizienz, wodurch hier keine eindeutige Empfehlung gegeben 

werden kann. Die Transformation erfolgte in dieser Arbeit in chemo-kompetente 
E. coli TOP10 Zellen, ein anfänglicher Vergleich mit E. coli DH10ß zeigte keine 

Auswirkungen auf die nachfolgende Konjugationseffizienz. 

Die erzeugten Deletions- und Insertions-Vektoren wurden in einem dreistufigen 

Prozess validiert. Dieser umfasste zunächst den spezifischen Restriktionsverdau des 
entstandenen Plasmids, eine anschließende PCR-Amplifikation der inserierten 
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Bereiche mit zum Plasmidrückgrat spezifischen Primern (pKOS6b_check1_for/rev) 

und abschließend der Sequenzierung der aufgereinigten PCR-Produkte. 

Der genomischen Insertion der ORFs für Fluoreszenz-Gene zur räumlichen 

Darstellung der Expression der drei CS-Gene in K. hansenii ATCC 23769 ging ein 

proof-of-concept Nachweis voraus. Da zum Zeitpunkt des Experiments die Nutzung 

von sfGFP in Komagataeibacter noch nicht beschrieben war, wurde zunächst ein 
Expressionsplasmid konstruiert. Dieses Plasmid basierte auf dem bereits in 

Gluconobacter etablierten Plasmid pMM3b (Mientus et al. 2017). Einzig die 

verwendete Promotor-Region wurde durch die entsprechende regulatorische 
Sequenz vor bcsAB1 aus K. hansenii ATCC 23769 ersetzt. So konnte die Expression 

von sfGFP entsprechend der Expression der Cellulosesynthase induziert werden.  
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3.2.2 Transformation von K. hansenii ATCC 23769 

Die genutzte Methode zur Transformation beider Komagataeibacter Stämme 

unterschied sich, da lediglich für K. hansenii ATCC 23769 triparentale Konjugation 

erfolgreich war. Triparentale Konjugation wurde erstmal von Goldberg and Ohman 
(1984) beschrieben und unter Hölscher and Görisch (2006) erstmal auf 

Essigsäurebakterien, im Stamm G. oxydans angewandt. Unter Anwendung des in 
unserer Arbeitsgruppe entwickelten Protokolls (Bode 2021; Kostner et al. 2013; 

Mientus et al. 2017) sind die in Tabelle 23 gezeigten Stämme konstruiert worden. Es 
ist anzumerken, dass es im Verlauf dieser Arbeit nicht möglich war eine gleichzeitige 

Deletion von dgcA und dgcB zu erzeugen. Dies legt die Vermutung nahe, dass eine 

solche Deletion den von cyclischem di-GMP regulierten Metabolismus zu stark 
negativ beeinflusst und sich für den Organismus als letal herausstellt. 

 
Tabelle 23. Übersicht über die in dieser Arbeit erzeugten markerfreien Deletions-, Expressions- 
und Insertionsstämme von K. hansenii ATCC 23769. 
Stamm Eigenschaft 
K. hansenii ATCC 23759 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2 Alleinige Expression von bcsAB3 

(GXY_RS08170) 
K. hansenii ATCC 23759 ΔbcsAB1 ΔbcsAB3 Alleinige Expression von bcsAB2 

(GXY_RS13370) 
K. hansenii ATCC 23759 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2 
ΔbcsAB3 

Deletion aller CS-Gene, Cel- 

K. hansenii ATCC 23759 ΔdgcA Deletion von dgcA (GXY_RS01540) 
K. hansenii ATCC 23759 ΔdgcB Deletion von dgcB (GXY_RS14245) 
K. hansenii ATCC 23759 pMM3b_pAB1-
23769_sfGFP 

Expression von sfGFP unter 
Regulation durch den Promotor von 
bcsAB1 aus K. hansenii ATCC 23769 

K. hansenii ATCC 23759 sfGFP_bcsD Fusion des ORF für sfGFP an bcsAB1 
K. hansenii ATCC 23759 mRFP1_bcsAB2 Fusion des ORF für mRFP1 an 

bcsAB2 
K. hansenii ATCC 23759 mKalama1_bcsAB3 Fusion des ORF für mKalama1 an 

bcsAB3 
K. hansenii ATCC 23759 sfGFP_bcsD-
mKalama1_bcsAB3 

Doppelinsertion von mRFP1 an 
bcsAB2 und mKalama1 an bcsAB3 

K. hansenii ATCC 23759 sfGFP_bcsD-
mRFP1_bcsAB2-mKalama1_bcsAB3 

Dreifach-Insertion von sfGFP an 
bcsAB1, mRFP1 an bcsAB2 und 
mKalama1 an bcsAB3 
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3.2.3 Transformation von K. hansenii ATCC 53582 

Anfangs wurde versucht das in K. hansenii ATCC 23769 erfolgreich angewandte 

Protokoll für triparentale Konjugation auf den Hoch-Cellulose-Produktionsstamm 
K. hansenii ATCC 53582 zu übertragen. Die Reaktion unter Standardbedingungen 

wies kein Wachstum von Transkonjuganten nach Selektion auf Plasmid-Integration 

auf, obwohl auf den nicht-selektiven mating-Platten nach Inkubation über Nacht 
Wachstum beobachtet wurde. Jedoch wies dieser Konjugations-Spot (die Stelle auf 

der Agaroberfläche, an der die vermengten Donor-, Helfer- und Rezipientenzellen 
aufgebracht wurden) eine oberflächliche Bildung von Cellulose auf, die die Zellen fest 

miteinander verband und ein anschließendes Resuspendieren behinderte. Es wird 
vermutet, dass die freigesetzte Cellulose die Zelloberfläche von K. hansenii ATCC 

53582 so umschließt, dass die Ausbildung von Pili zwischen Donor-, Helfer- und 

Rezipienten-Stamm verhindert wird und folglich keine Übertragung des Plasmids 
möglich war. 

Im weiteren Verlauf wurden unterschiedliche Protokolle getestet, deren Ziel es war die 
freigesetzte Cellulose durch die Zugabe von Cellulase (6 U/mL, aus T. reesei, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) abzubauen und die Ausbildung der Pili zu erleichtern. In einem 
Ansatz wurde die Hauptkultur von K. hansenii ATCC 53582 nach Erreichen der 

gewünschten OD600 mit Cellulase behandelt, um Cellulose-freie 

Ausgangsbedingungen während der Konjugation zu gewährleisten. In einem weiteren 
Versuch wurde dem Medium der mating-Platten vor dem Gießen oder dem 

Konjugationsansatz aus Donor-, Helfer- und Rezipienten-Stamm Cellulase (6 U/mL) 

zugegeben. Keines der getesteten Protokolle führte zu einer erfolgreichen 
Transformation von K. hansenii ATCC 53582 durch triparentale Konjugation. 

Dagegen wurde in der Literatur bereits die erfolgreiche Transformation von Cellulose-
produzierenden Essigsäurebakterien mittels Elektroporation beschrieben (Florea et al. 

2016a; Jacek et al. 2019; Wong et al. 1990). Daraufhin wurde das in unserer 
Arbeitsgruppe bereits etablierte Protokoll zur Herstellung elektrokompetenter 

Essigsäurebakterien verwendet und durch die Zugabe von Cellulase (6 U/mL, aus 
T. reesei, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zur Hauptkultur, wie auch während der 

Regeneration der Zellen erweitert. Die sorgfältige und vollständige Entfernung der 
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Cellulose stellte sich hierbei als essenziell heraus, insbesondere führte ein Verzicht 

auf die Zugabe von Cellulase während der Regeneration zu keinen positiven 
Transformanten. Es zeigte sich, dass die Cellulose-freie Zelloberfläche sowohl 

während der Anlagerung der Plasmid-DNA, als auch während der Porenbildung und 
der Regeneration der Zellen ein kritischer Parameter zu sein scheint. 

Im Laufe dieser Arbeit konnten die in Tabelle 24 aufgelisteten Stämme des Hoch-
Cellulose-Produktionsstamms K. hansenii ATCC 53582 mittels Elektroporation 

konstruiert werden. Wie bereits für K. hansenii ATCC 23769 beschrieben, so war es 

auch in K. hansenii ATCC 53582 nicht möglich, eine gleichzeitige Deletion von dgcA 

und dgcB zu erreichen. Dies weist darauf hin, dass die kombinierte Deletion beider 

Gene letal ist. 
 
Tabelle 24. Übersicht über die in dieser Arbeit entstandenen markerfreien Deletionsstämme 
von K. hansenii ATCC 53582. 
Stamm Eigenschaft 
K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB1 Deletion von bcsAB1 

(ATCC53583_00602) 
K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB2 Deletion von bcsAB2 

(ATCC53583_02530) 
K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB3 Deletion von bcsAB3 

(ATCC53583_01242) 
K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2 Alleinige Expression von bcsAB3 
K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB1 ΔbcsAB3 Alleinige Expression von bcsAB2 
K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 Alleinige Expression von bcsAB1 
K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2 
ΔbcsAB3 

Deletion aller CS-Gene, Cel- 

K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsY Deletion der Acetyltransferase 
(ATCC53582_02528) 

K. hansenii ATCC 53582 ΔdgcA Deletion von dgcA 
(ATCC53582_00180) 

K. hansenii ATCC 53582 ΔdgcB Deletion von dgcB 
(ATCC53582_02359) 
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3.2.4 Deletion der Zielgene 

Die für diese Arbeit gewählte Deletionsmethode basierte auf homologer 
Rekombination. Hierbei konnte – statistisch gesehen – eine gleichmäßig verteilte 

Rekombination über beide homologen Flanken erwartet werden. Jedoch stellte sich 
im Verlauf dieser Arbeit heraus, dass die Plasmid-Integration über eine der beiden 

homologen Flanken mit höherer Wahrscheinlichkeit erfolgte als über die andere 
Flanke, wobei die entsprechende Flanke nicht vorhergesagt werden konnte. Hieraus 

leitete sich ein entscheidender, zusätzlicher Schritt während der Konstruktion neuer 
Deletions- und Insertionsstämmen ab, indem die Flanke, über die die Rekombination 

stattgefunden hatte, mittels PCR eindeutig identifiziert wurde. Hierzu wurden in zwei 
Reaktionen einmal ein vor dem Gen liegender, genomischer vorwärts-Primer und ein 

auf dem Plasmid außerhalb der Flanken liegender, rückwärts-Primer, bzw. vice versa 

verwendet. 
Das entstandene Bandenmuster diente der Identifikation der weniger 

wahrscheinlichen Flanke für jedes der zu erzeugenden Konstrukte (Abbildung 9). 
 

 
Abbildung 9. Exemplarisches Gel nach Überprüfungs-PCR zum Nachweis der Integration des 
Deletionsplasmids zur Deletion von dgcA bzw. dgcB in das Genom von K. hansenii ATCC 53582. 
Primer Mix ‚A‘ enthielt einen genspezifischen vorwärts- und einen plasmidspezifischen rückwärts-
Primer, Primer-Mix ‚B‘ war umgekehrt aufgebaut. Als plasmidspezifische Primer wurden stets 
pKOS6b_check1_for/rev gewählt. Für dgcA wurden die genomspezifischen Primer pdeA1-DGC1-
53582_check1_for/rev gewählt. Bei dgcB wurden DGC2-53582_check1_for/rev verwendet. Eine 
erfolgte homologe Rekombination bei dgcA über Flanke A ist durch Banden bei 3.011 bp (Primer-Mix 
A) und 5.088 bp (Primer-Mix B) zu sehen. Eine Rekombination über Flanke B ist durch Banden bei 
5.234 bp (Primer-Mix A) und 2.865 bp (Primer-Mix B) gekennzeichnet. Die entsprechenden PCR-
Produktgrößen bei dgcB: Flanke A: 3.318 bp (Primer-Mix A) und 4.620 bp (Primer-Mix B). Flanke B: 
5.037 bp (Primer-Mix A) und 2.901 bp (Primer-Mix B). Aufgetragen wurder die GeneRuler 1 kb DNA-
Leiter (ThermoFischer Scientific, Waltham, USA)  
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Die Erfolgsaussichten für die anschließende Gegenselektionsreaktion ließen sich 

anschließend deutlich steigern, wenn Klone gewählt wurden, bei denen die Integration 
des Plasmids zuvor über die weniger wahrscheinliche Flanke stattgefunden hatte. 

Außerdem zeigte sich, dass die deutliche Reduktion des Hefe-Extrakts auf 0,015 % 
und die Zugabe von 0,5 % Casaminosäuren sich positiv auf die Effizienz der 

Gegenselektion in K. hansenii ausgewirkt hat. 

Bei zukünftigen Projekten bieten sich noch weitere Modifikationen des 
Transformationsprotokolls an, die, in parallel zu dieser Dissertation entstandenen 

Projekten, vielversprechend wirkten. Zum einen ließ sich der Anteil an E. coli Kolonien 
nach dem ersten Selektionsschritt durch Einstellen des pH-Werts mit Essigsäure 

anstatt von Salzsäure deutlich reduzieren. Dies folgt aus der fehlenden 
Essigsäuretoleranz von E. coli (Roe et al. 2002). Eine Verifikation dieser aus 

Acetobacter stammenden Beobachtung steht in Komagataeibacter jedoch noch aus. 

Darüber hinaus ließ sich die Effizienz der Gegenselektion weiter steigern, indem statt 

normalem Agar in den Gegenselektions-Platten ultra-reiner Agar verwendet wurde. 
Dieser besonders reine Agar ist vollständig frei von anderen Bestandteilen und enthält 

somit keine Pyrimidine, die mit dem codBA-Gegenselektionsmechanismus 
konkurrieren könnten (Kostner et al. 2013). Diese Modifikation wurde bisher ebenfalls 

nicht in Komagataeibacter getestet.  
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3.3 Charakterisierung Bakterieller Cellulose 

3.3.1 Phänotypische Charakterisierung der Cellulosebiofilme 

Die Synthese bakterieller Cellulose durch Essigsäurebakterien wurde bereits von 

Pasteur (1864) als zentraler Bestandteil der Essigmutter beschrieben. 
Essigsäurebakterien sind strikt aerobe Organismen und daher auf Lebensräume mit 

hoher Sauerstoffversorgung angewiesen. Bei einer Schüttelkultur in Drei-Schikane-
Kolben erfolgt die optimale Sauerstoffversorgung durch den ständigen Eintrag von 

frischem Sauerstoff über die große Oberfläche des Kulturmediums. Unter diesen 
Bedingungen konnte bei K. hansenii ATCC 23769 für keinen Stamm die Synthese von 

Cellulose beobachtet werden. Lediglich in Schüttelkulturen des Hoch-Cellulose-
Produktionsstamm K. hansenii ATCC 53582-Stämmen, die BcsAB1 exprimierten war 

eine geringe Biofilmbildung in Form von Cellulose-Kugeln zu beobachten. Eine 

deutlich höhere Ausbeute konnte nach statischer Kultivierung beider Stämme in ruhig 
stehenden Kolben oder Glaszylindern, also ohne Schütteln der Kulturen, beobachtet 

werden. Beide Wildtyp-Stämme unterschieden sich dennoch deutlich in der 
Geschwindigkeit und der Menge an synthetisiertem Biofilm. So reichte für unbewegte, 

statische Kulturen von K. hansenii ATCC 53582 eine Einzelkolonie als Inokulum aus, 
um Cellulosesynthese in HS-Medium zu bewirken. Erste Hinweise auf die Bildung des 

Biofilms konnten bereits am nächsten Tag beobachtet werden. Im Gegensatz dazu 
reichte bei K. hansenii ATCC 23769 eine Einzelkolonie als Inokulum nicht aus – selbst 

bei deutlich verlängerter Inkubationszeit. Dieser Stamm erforderte als Inokulum für die 

unbewegte Kultur eine Vorkultur in EPmod-Medium, wobei die eingesetzte Zellmenge 
über die optische Dichte der Vorkultur genau bestimmt werden musste. Ebenfalls 

dauerte es deutlich länger, bis eine erste Biofilmbildung beobachtet werden konnte, 
diese fand im Regelfall nach 5 – 7 Tagen statt. 

Der deutliche Unterschied in der Geschwindigkeit, wie auch in der Menge der durch 
beide Stämme freigesetzten Cellulose wurde besonders deutlich, wenn K. hansenii 

ATCC 23769 unter den Bedingungen kultiviert wurde, die standardmäßig für 
K. hansenii ATCC 53582 verwendet wurden (Abbildung 10). Die Kultur von K. hansenii 

ATCC 23769 wies nach 6 Tagen Kultivierung im ruhig stehenden Kolben kein 

geschlossenes Pellikel auf, sondern bestand nur aus einzelnen, kleinen Cellulose-
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Fragmenten, deren Gewicht sich durch Wiegen nicht bestimmen ließ (Abbildung 10 

A). Dagegen ist bei K. hansenii ATCC 53582 die gesamte Oberfläche mit einem 

geschlossenen Biofilm bedeckt (Abbildung 10 B). Auch eine Verlängerung der 
Inkubationsdauer auf 21 Tage führte bei K. hansenii ATCC 23769 mit einer 

Einzelkolonie als Inokulum nicht zur Ausbildung eines geschlossenen Pellikels. 

 

 

Abbildung 10. Biofilmbildung von K. hansenii ATCC 23769 (A) bzw. K. hansenii ATCC 53582 (B) 
nach 6 Tagen statischer Kultur ohne Schütteln in HS-Medium nach Inokulation mit einer 
Einzelkolonie. Die Kultivierung erfolgte jeweils in mit 250 mL HS-Medium gefüllten Glaszylindern, die 
mit einer Einzelkolonie des jeweiligen Stammes inokuliert und für 6 Tage unbewegt bei 25 °C gelagert 
wurden. Die Bestimmung der Trockenmasse erfolgte nach Trocknung bei 50 °C bis zur 
Gewichtskonstanz: K. hansenii ATCC 23769 nicht bestimmbar, K. hansenii ATCC 53582 1,62 g/L. 
Durch Ausweitung der Inkubationsdauer auf 21 Tage konnte die Cellulose-Menge gesteigert werden. 
Für K. hansenii ATCC 23769 betrug die Menge an Cellulose 740 mg/L, dagegen lag die Masse bei 
K. hansenii ATCC 53582 bei 1,8 g/L. 
 

Entsprechend der oben beschriebenen Unterschiede in der Dauer der 
Cellulosesynthese wurde, neben der Wahl des Inokulums, die Inkubationszeit an die 

Eigenschaften beider Stämme angepasst. Die Analyse von Biofilmen aus K. hansenii 

ATCC 23769 erfolgte nach 21 Tagen unbewegter, statischer Kultur (Abbildung 11), 
dagegen bei K. hansenii ATCC 53582 bereits nach 6 Tagen. Lediglich zur 

verbesserten Darstellung des Kontrasts der nahezu durchsichtigen Cellulose 

gegenüber der nicht getrübten Mediumsflüssigkeit, wurde das Foto nach 14 Tagen 
aufgenommen (Abbildung 12). 
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3.3.1.1 Biofilmbildung in K. hansenii ATCC 23769 

Die bcsAB-Deletionsmutanten von K. hansenii ATCC 23769 wurden nach 

unbewegter, statischer Kultivierung untersucht. Dazu wurden 250 mL HS-Medium in 
weiten Glaszylindern steril mit über Nacht Vorkulturen beimpft, auf eine OD600 von 0,03 

eingestellt und für 21 Tage bei 25 °C stehend inkubiert. Der Vergleich des Wildtyps 
(Expression von bcsAB1, bcsAB2 und bcsAB3) (Abbildung 11 A; B) mit den erzeugten 

Einzelexpressionsstämmen zeigte deutlich, dass ein Biofilm nur in Anwesenheit der 

Haupt-Cellulosesynthase gebildet wurde. Die alleinige Expression von bcsAB1 reichte 
aus, um einen phänotypisch mit dem Wildtyp vergleichbaren, strukturell stabilen 

Cellulosebiofilm zu erzeugen (Abbildung 11 C). Dagegen unterschied sich der Biofilm 
bei alleiniger Expression von bcsAB2 (Abbildung 11 D) bzw. bcsAB3 (Abbildung 11 E) 

deutlich. Beide Stämme waren nicht in der Lage ein die Mediumsoberfläche 

vollständig bedeckendes Pellikel zu bilden, sondern sie erzeugten lediglich ein 
schwach ausgebildetes und fragmentiertes Pellikel. Dieser Eindruck wurde durch die 

Betrachtung des Phänotyps nach Einzeldeletion der CS-Gene bestätigt. Hier zeigte 
sich, dass die Deletion von bcsAB1 zum Fehlen der Biofilmbildung führte und 

stattdessen nur (EPS-) Fragmente auf der Mediumsoberfläche zu sehen waren 
(Abbildung 11 G). Vergleichbar fragmentiert stellte sich die Pellikelbildung dar, wenn 

bcsAB1, bsAB2 und bcsAB3 gleichzeitig deletiert wurden (Abbildung 11 F). Dagegen 

führte die einzelne Deletion von bcsAB2 bzw. von bcsAB3 im Vergleich zum Wildtyp 

zu phänotypisch kaum detektierbaren Unterschieden (Abbildung 11 H; I). 

Die Aktivierung der Cellulosesynthasen erfolgt über die Bindung von cyclischem di-

GMP an BcsA. Daher wurden die bereits beschriebenen CS-Deletionsstämme von 
K. hansenii ATCC 23769 um Stämme ergänzt, in denen die beteiligten DGCs (dgcA 

und dgcB) ebenfalls markerfrei deletiert wurden. Da der sekundäre Botenstoff 

cyclisches di-GMP an die N-terminale PilZ-Domäne von BcsA bindet und so die 
Bildung von Cellulose-Fasern katalysiert (siehe Abbildung 2), sollte folglich der Beitrag 

beider DGCs zur Biofilmbildung geklärt werden. Hier erfolgte die Kultivierung der 
Proben unter den bereits zuvor beschriebenen Bedingungen. Nach Deletion von dgcA 

konnte jedoch im Vergleich zum Wildtyp keine sichtbare Veränderung des 

Cellulosebiofilms beobachtet werden (Abbildung 11 J). Jedoch führte die Deletion von 



Ergebnisse 

70 

 

dgcB zu einer deutlich reduzierten Biofilmbildung und der Freisetzung einer geringen 

Menge an EPS- oder Biofilmfragmenten (Abbildung 11 K). 

 

 
Abbildung 11. Biofilmbildung in K. hansenii ATCC 23769 und Deletionsmutanten davon nach 
21 Tagen unbewegter, statischer Kultur in HS-Medium bei 25 °C. A, B: K. hansenii ATCC 23769 
Wildtyp; C: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3; D: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1 
ΔbcsAB3; E: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2; F: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1 
ΔbcsAB2 ΔbcsAB3; G: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1; H: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB2; I: 
K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB3; J: K. hansenii ATCC 23769 ΔdgcA; K: K. hansenii ATCC 23769 
ΔdgcB. (Abbildung nach Bimmer et al. (2022)) 
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3.3.1.2 Cellulosebiofilm in K. hansenii ATCC 53582 

Der Hoch-Cellulose-Produktionsstamm K. hansenii ATCC 53582 war in der Lage auch 

bei Kultivierung in einer Schüttelkultur Cellulose zu bilden. Da aber unter diesen 
Bedingungen nur Biofilm-Kugeln entstanden, so wie es bereits zuvor von Hu and 

Catchmark (2010) beschrieben wurde, wurde für eine zuverlässige Quantifizierung der 
Cellulose ebenfalls die Kultivierung in einer statischen Kultur in weiten Glaszylindern 

ohne Bewegung der Kulturen während der Bebrütung verwendet. So wurden, bis auf 
das Inokulum, dieselben Bedingungen, wie für K. hansenii ATCC 23769 verwendet. 

Der Phänotyp der Biofilmbildung wurde in K. hansenii ATCC 53582 nach Kultivierung 

für 14 Tage bei 25 °C in HS-Medium dokumentiert. Hier ließen sich im Vergleich zu 
K. hansenii ATCC 23769 einerseits Übereinstimmungen und andererseits deutliche 

Unterschiede feststellen (Abbildung 12). Zum einen bestätigte sich auch in diesem 

Stamm der essentielle Beitrag von bcsAB1 zur Bildung eines Cellulosebiofilms. Bei 

Expression von bcsAB1 wurde, unabhängig vom Vorhandensein der weiteren 
Cellulosesynthasen, ein dicker, fester und stabiler Biofilm von hoher Elastizität 

gebildet, welches die gesamte Mediumsoberfläche bedeckte. Dagegen konnte nach 
Deletion von bcsAB1 in K. hansenii ATCC 53582 keine Bildung eines Biofilms 

beobachtet werden (Abbildung 12 B). Andererseits wurden, im Gegensatz zu 

K. hansenii ATCC 23769, aber auch keine Biofilmfragmente gebildet (vgl. Abbildung 

11 G). Die alleinige Deletion der zusätzlichen CS-Gene bcsAB2 und bcsAB3 zeigte 
keine phänotypisch erkennbare Auswirkung auf die Biofilmbildung in K. hansenii 

ATCC 53582 (Abbildung 12 C; D) – der zu beobachtende Phänotyp entsprach dem 

des Wildtyps (Abbildung 12 A). Dagegen zeigte sich nach alleiniger Synthese von 
BcsAB2 (ΔbcsAB1 ΔbcsAB3) bzw. BcsAB3 (ΔbcsAB1 ΔbcsAB2) ein Biofilm-freier 

Phänotyp (Abbildung 12 E; F), dieser entsprach dem Phänotyp des Stamms, in 

welchem alle drei Gene für Cellulosesynthasen deletiert wurden (Abbildung 12 H). 

Vergleichbar verhielten sich ATCC 53582 und ATCC 23769 jedoch in Bezug auf die 
Ergebnisse nach Deletion der beiden DGCs, dgcA und dgcB. Hier führte in Stamm 

ATCC 53582 wie in Stamm ATCC 23769 schon nur die Deletion von dgcB zu einem 

Phänotyp ohne Biofilmbildung (Abbildung 12 J), die Deletion von dgcA zeigte keinen 

deutlichen Unterschied im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 12 I). Wobei anzumerken 
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ist, dass K. hansenii ATCC 53582 in Abwesenheit von dgcB, anders als K. hansenii 

ATCC 23769, keine an der Oberfläche sichtbaren Fragmente bildete. 

Die Deletion der im bcsAB2-Gencluster kodierten Acetyltransferase, bcsY, wirkte sich 

phänotypisch nicht auf das Erscheinungsbild der gebildeten Cellulose aus. Der 
Stamm war weiterhin in der Lage einen deutlich sichtbaren Biofilm zu bilden, welcher 

optisch dem des Wildtyps bzw. dem Zustand nach Deletion von bcsAB2 entsprach. 
 

 
Abbildung 12. Biofilmbildung in K. hansenii ATCC 53582 und Deletionsmutanten davon nach 
14 Tagen stehender, statischer Kultur in HS-Medium bei 25 °C. A: K. hansenii ATCC 53582; B: 
K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB1; C: K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB2; D: K. hansenii ATCC 53582 
ΔbcsAB3; E: K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2; F: K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB1 
ΔbcsAB3; G: K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3; H: K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB1 
ΔbcsAB2 ΔbcsAB3; I: K. hansenii ATCC 53582 ΔdgcA; J: K. hansenii ATCC 53582 ΔdgcB; K: K. 
hansenii ATCC 53582 ΔbcsY. (Abbildung aus Bimmer et al. (2023)) 
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3.3.2 Weiterentwicklung eines kolorimetrischen Assays zur 

Quantifizierung von Cellulose in K. hansenii ATCC 23769 

Die zuvor beschriebenen phänotypischen Beobachtungen beschränken sich auf eine 
generelle Aussage zur nach den Deletionen verbliebenen Fähigkeit Cellulose bilden 

zu können. Besonders interessant war es jedoch, den Beitrag der einzelnen 
Cellulosesynthasen zu quantifizieren. Die von den unterschiedlichen K. hansenii ATCC 

23769 Stämmen freigesetzte Menge an Cellulose war nach Kultivierung für 21 Tagen 
in den zur Verfügung stehenden Gefäßen so gering, dass sich die Masse nicht 

gravimetrisch bestimmen ließ. In der dieser Doktorarbeit vorangegangen Masterarbeit 
wurde bereits ein Protokoll zur kolorimetrisch Cellulose-Quantifizierung entwickelt 

(Bimmer 2017), welches nun verbessert und auf seine Zuverlässigkeit hin geprüft 
wurde. 

Die Cellulose-Quantifizierung mittels Anthron-Assay (2.4.1.1) basiert auf einem 
mehrstufigen Prozess. Dazu wurde Biofilm, der nach 21 Tagen unbewegter, statischer 

Kultur gebildet wurde, zunächst aus den Kulturgefäßen so in neue 
Zentrifugationsröhrchen überführt, dass abgesunkene Zelltrümmer im Kulturgefäß 

zurückblieben. Dies war wichtig, da sonst die Wahrscheinlichkeit für 
Messungenauigkeiten im anschließenden Prozess durch Zelltrümmer stieg. Im Biofilm 

eingeschlossene Zellen sowie Mediumsbestandteile wurden mittels Inkubation in 1 M 
NaOH entfernt, anschließend wurde das Material in Ammoniumacetat neutralisiert. 
Dieses Protokoll ersetzte aufgrund der harschen Bedingungen das zuvor in der 

Masterarbeit beschriebene Protokoll, welches die Verwendung des Updegraff 
Reagenz (Essigsäure : Salpetersäure : H2O – 8 : 1 : 2; v : v : v) (Updegraff 1969) und 

Waschschritte in Aceton vorsah. Die nachfolgend im REM gemachten 
Beobachtungen zur Auswirkung von Aceton auf die Netzwerkstruktur (siehe Abschnitt 

3.4.1) scheinen sich hier bereits anzudeuten. Die getrockneten Celluloseproben 
wurden in der Saeman-Hydrolyse (Saeman 1945) durch Zugabe von 72%iger 

Schwefelsäure zunächst zum Schwellen gebracht, einem für die nachfolgende 
Hydrolyse kritischer Schritt. Denn nur bei sorgfältiger und mehrmaliger Mischung der 

Probe in Schwefelsäure ließen sich die Celluloseproben während der anschließenden 
Hydrolose, bei 100 °C in reduzierter Säurekonzentration, vollständig lösen. Im 
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anschließenden Anthron-Assay war es wichtig stets eine Glucose-Standardkurve 

(0 – 20 µg in 100µL ddH2O) auf jeder Mikrotiterplatte mitzuführen. Die Celluloseproben 
wurden in Triplikaten zu je 10 µL (+90 µL ddH2O) gemessen. Die dem Anthron-Assay 

zugrunde liegende Farbreaktion ist temperaturabhängig und fand während der 
anschließenden Inkubation bei 80 °C vollständig statt. Um ein vorzeitiges und 

ungleichmäßiges Ablaufen der Reaktion zu vermeiden, wurde die Platte zum einen auf 
Eis vorbereitet, zum anderen wurde die 0,2 %ige Lösung von Anthron (w/v) in 96 % 

Schwefelsäure aufgrund der Wärmeentwicklung auf Eis abgekühlt. 

In Abbildung 13 ist beispielhaft eine Platte des Anthron-Assays zur Bestimmung des 

Cellulosegehalts nach Abschluss der Farbreaktion gezeigt. 
 

 
Abbildung 13. Anthron-Assay-Reaktionen mit hydrolysierten Celluloseproben von K. hansenii 
ATCC 23769 Kulturen. Photometrische Messung der Absorption des bei dem Assay (siehe Material 
und Methoden) entstehende bläulich-grünen Komplexes bei 620 nm erlaubt die Quantifizierung der 
aus einer Celluloseprobe durch Hydrolyse freigesetzten Glukose. Gelbliche Wells zeigen die 
Abwesenheit von Glukose an.  
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3.3.3 Quantifizierung der Cellulosebildung in K. hansenii ATCC 23769 

Der im Rahmen dieser Arbeit etablierte Anthron-Assay ließ sich auf alle in K. hansenii 

ATCC 23769 generierten Deletionsstämme anwenden und sich zur Bestimmung der 
freigesetzten Menge an Cellulose verwenden. Die oben bereits beschriebenen 

phänotypischen Eindrücke (siehe 3.3.1.1) bezüglich der unterschiedlichen Fähigkeiten 
zur Cellulosebildung konnte durch die Quantifizierung eindeutig bestätigt werden und 

ist in Abbildung 14 dargestellt. Wie oben beschrieben sank die Cellulosemenge nach 
Deletion von bcsAB1 signifikant. Dabei war es unerheblich, ob bcsAB1 alleine oder in 

Kombination mit einer/mehreren der zusätzlichen CS-Gene fehlte. Der Wildtyp von 

K. hansenii ATCC 23769 war in der Lage, nach 21 Tagen und unter für ATCC 23769 
optimierten Bedingungen, 1,60 g/L Cellulose zu bilden, wohingegen nach Deletion von 

bcsAB1 nur noch zwischen 0,18 und 0,40 g/L erreicht wurden. Dagegen bildete der 

Stamm K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3, der nur bcsAB1 enthält, 

vergleichbar viel Cellulose wie der Wildtyp (1,57 g/L). Ebenfalls waren keine 
Unterschiede auszumachen, ob alle drei Cellulosesynthasen deletiert wurden oder 

bcsAB1 alleine oder in Kombination mit einer der anderen beiden CS. 
 

 
Abbildung 14. Quantifizierung der Celluloseproduktion in K. hansenii ATCC 23769 und 
Deletionsmutanten davon mittels kolorimetrischem Anthron-Assay. [MW±SD, n=7≤21] (nach 
Bimmer et al. (2022))  
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Ebenfalls ließ sich der zuvor beschriebene Eindruck des Beitrags der beiden DGCs 

quantitativ erfassen. Die Deletion von dgcA wirkte sich weder steigernd noch 

reduzierend auf die freigesetzte Cellulosemenge aus. Dagegen ließ sich, wie bereits 
zuvor beschrieben, der deutliche Rückgang nach Deletion von dgcB auch quantitativ 

bestätigen.  
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3.3.4 Gravimetrische Quantifizierung der von K. hansenii ATCC 53582 

gebildeten Cellulose 

Die große Menge an gebildeter Cellulose in K. hansenii ATCC 53582 erleichterte das 
Quantifizieren der Cellulose, insbesondere auch durch den Umstand, dass keine EPS-

Fragmente an der Oberfläche des Mediums, bei alleiniger Expression von bcsAB2 

oder bcsAB3, bzw. nach Deletion von bcsAB1, gebildet wurden. Die statischen 

Kulturen wurden mit einer Einzelkolonie in 250 mL HS-Medium inokuliert und für 
6 Tage ohne Bewegung bei 25 °C inkubiert. Anschließend wurden verbleibende 

Mediumsbestandteile und Zelltrümmer durch intensives Waschen in ddH2O entfernt 
und bei 50 °C zur Gewichtskonstanz getrocknet. Dies führte dazu, dass die Masse 
des Biofilms im trockenen Zustand unter Zuhilfenahme einer Feinwaage bestimmt 

werden konnte. Aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen mit Kunststoff-
Petrischalen, die die Messungen verfälschte, musste das Wiegen in geschlossenen 

Glas-Petrischalen erfolgen. 

Die Quantifizierung der Cellulose in K. hansenii ATCC 53582 ergab für den Wildtyp 

eine durchschnittliche Masse von 118,5 mg/L (Abbildung 15). Die Deletion der 

zusätzlichen CS-Gene bcsAB2 und bcsAB3 wirkte sich nicht signifikant auf die Menge 

an freigesetzter Cellulose aus. Ebenfalls war bei alleiniger Expression von bcsAB1 mit 
106,1 mg/L keine deutliche Reduktion der Cellulosesynthese festzustellen. Auch die 

alleinige Deletion der im zweiten Gen Locus der CS-Gene liegenden Acetyltransferase 
wirkte sich im Vergleich zum Wildtyp nicht auf die Menge an gebildeter Cellulose aus. 

Dagegen war in K. hansenii ATCC 53582, anders als zuvor für K. hansenii ATCC 23769 

beschrieben, eine signifikante Reduktion der Cellulosemenge nach Deletion von dgcA 

im Vergleich zum Wildtyp festzustellen (52,4 mg/L). Dieser phänotypische Effekt ließ 
sich bereits während der Handhabung des Biofilmmaterials in Vorbereitung auf die 
Messung beobachten. Auch wenn zuvor während der Kultur kein deutlicher 

Unterschied der Biofilme festgestellt werden konnte (siehe Abbildung 12 I), war 
außerhalb des Kulturmediums zu beobachten, dass der gewaschene Biofilm von 

K. hansenii ΔdgcA deutlich mehr Wasser und deutlich weniger Cellulosefasern 

enthielt, was in einem besonders dünnen Biofilm nach der Trocknung deutlich wurde. 
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Die Ergebnisse für die absolute Quantifizierung der von K. hansenii ATCC 53582 

gebildeten Cellulose lagen deutlich unterhalb der zuvor für K. hansenii ATCC 23769 

bestimmten Werte. Als mögliche Erklärung für diese Unterschiede ist erneut darauf 

hinzuweisen, dass für beide Stämme primär die Kultivierungsmethode gewählt wurde, 
mit der sich schnellstmöglich eine qualitative Aussage treffen ließ. Dadurch kam es zu 

einem deutlichen Unterschied im Oberfläche- zu Medium-Verhältnis beider Kulturen. 
Dieses Verhältnis der Oberfläche des Kulturgefäßes zum Kulturvolumen lag bei 
K. hansenii ATCC 23769 in 15 mL TPP-Bioreaktoren bei 5,4, dagegen bei Kultivierung 

von ATCC 53582 in 10 cm Wattegläsern bei 0,6. Zusammen mit der auf etwa ein Drittel 

der Zeit reduzierte Inkubationsdauer von ATCC 53582, lässt sich so der deutliche 
Unterschied in den absoluten Werten erklären. 

 

 
Abbildung 15. Trockenmasse des Cellulosebiofilms in K. hansenii ATCC 53582 nach 6 Tagen 
Kultivierung ohne Schütteln bei 25 °C in HS-Medium. Die Biofilme wurden fünfmal in ddH2O 
gewaschen, um Mediumsbestandteile und Zelltrümmer zu entfernen und anschließend bis zur 
Gewichtskonstanz bei 50 °C getrocknet. [MW ±SD; n = 3≤5]  
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3.3.5 Vergleich unterschiedlicher Färbemethoden zum Nachweis von BC 

Neben den bereits genannten Methoden zur Quantifizierung der Cellulose wurde eine 
Methode gesucht, mit der sich Cellulose-produzierende Zellen direkt aus Kultur 

nachweisen lassen, um die Charakterisierung neuer Mutanten-Stämme zu erleichtern 
und eine schnellere Einordnung in Cel+ bzw. Cel- zu ermöglichen. 

Es kamen mehrere Methoden zum Einsatz, die auf den Nachweis von Cellulose 
abzielten. Zum einen wurde der Fluoreszenzfarbstoff Calcofluor White (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Deutschland) in K. hansenii ATCC 23769 getestet. Dieser Farbstoff lagert 

sich in den Cellulosefasern ein und wurde bereits in der Literatur erfolgreich zum 

Nachweis von Cellulose verwendet (Haigler et al. 1980; Hughes and McCully 1975). 
Im K. hansenii ATCC 23769 Wildtyp konnte der Nachweis für Cellulose erfolgreich 

erbracht werden, jedoch lieferte die Analyse von K. hansenii ΔbcsAB1 ΔbcsAB3 und 

K. hansenii ΔbcsAB1 ΔbcsAB2 keine reproduzierbaren und vom Vorhandensein von 

Cellulose abhängige Ergebnisse. Aus diesem Grund wurde von einer weiteren 
Verwendung des Farbstoffs abgesehen und die Fluoreszenzfärbung mit Calcofluor 

White nicht auf K. hansenii ATCC 53582 übertragen. Neben dem Anfärben einer 

Zellsuspension wurde außerdem versucht einerseits Kolonien auf Agarplatten mit 
Calcofluor White anzufärben, andererseits wurde Calcofluor White auch direkt bei 

Erstellung der Agarplatten zugegeben. Beide Ansätze lieferten jedoch ebenfalls keine 

erfolgreichen Ergebnisse. 

Tusche-„Färbung“ ist eine klassische Nachweismethode für aus EPS bestehende 
Kapseln wie z. B. aus Alginat bei Azotobacter. Die Tuschepartikel werden durch die 

Kapsel abgehalten und können folglich nicht in die Zelle eindringen, wodurch die 

Kapsel als heller Hof um die Zelle sichtbar wird. Dieser Färbeversuch wurde mit 
K. hansenii ATCC 23769 und ATCC 53582 sowie mit G. oxydans 621H als Cel--

Kontrolle durchgeführt. In der Kontrolle ließen sich die Zellen eindeutig vom Tusche-

Hintergrund abgrenzen, jedoch war dies bei beiden Komagataeibacter Stämmen nicht 
möglich. Hier bildete die Tusche unabhängig vom Genotyp des untersuchten Stamms 

Trapezförmige Bereiche um die Zellen, wodurch eine Zuordnung zu Cel+ bzw. Cel- 
nicht möglich war. Mögliche zukünftige Ansätze für Färbenachweise können dem 

umfassenden Review von Hubbe et al. (2019) entnommen werden.  
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3.3.6 Charakterisierung physikochemischer Eigenschaften 

3.3.6.1 Identifikation bakterieller Cellulose mittels FTIR 

Die in beiden K. hansenii Stämmen nach unbewegter, statischer Kultivierung 
gebildete Cellulose wurde zunächst in Kooperation mit dem Lehrstuhl für Biogene 

Polymere (TUM Campus Straubing, Deutschland) mittels FTIR (Fourier-Transform 
Infrarotspektrometrie) analysiert, um die chemische Identität der Probe zu klären. Das 

aufgezeichnete Spektrogramm wurde dazu mit einer Referenzprobe reiner 
mikrokristalliner Cellulose, die im selben Gerät gemessen wurde, verglichen. Dazu 

wurden die Biofilmproben, wie oben beschrieben, intensiv mit ddH2O gewaschen und 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Sämtliche Biofilme, die sowohl aus dem 

Wildtyp, als auch aus den generierten Deletionsstämmen stammten, konnten 
eindeutig als kristalline Cellulose vom Typ I identifiziert werden. Sie wiesen die zur 

Charakterisierung entscheidenden Wellenzahlen (cm-1) auf. Diese lagen bei vC-O-C = 
896, vC-O = 1.160; 1.027, δCH = 1.315 und δCH2 = 1.428. Außerdem wurden Rückstände 

von Wasser in der Probe, wie auch in der Umgebungsluft bei 1.651 und mögliches 
CO2 aus der Atemluft bei vCH = 2.893 bzw. vOH = 3.329 miterfasst. Die auf der y-Achse 

dargestellte Intensität der Peaks ist ein probenspezifischer Parameter und wurde 
beispielsweise durch die Probendicke beeinflusst. Er gibt jedoch keine Auskunft über 

die Qualität der Probe und der Messung. Abbildung 16 zeigt exemplarisch die 
Spektren von K. hansenii ATCC 23769 und K. hansenii ATCC 53582, die Spektren der 

weiteren Stämme befinden sich im Anhang (Abbildung S 1; Abbildung S 2). Keines 
der aufgenommenen Spektren wies Peaks bei zusätzlichen Wellenzahlen auf, die 

Hinweisen für die Anwesenheit von acetylierter Cellulose zugerechnet werden konnte. 
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Abbildung 16. FTIR-Spektrogramm zur Identifikation der Cellulose in K. hansenii ATCC 23769 
und K. hansenii ATCC 53582. Die zur Identifikation entscheidenden Wellenzahlen (cm-1) liegen bei 
vC-O-C = 896,0, vC-O = 1.160,1; 1.027,7, δCH = 1.315,1 und δCH2 = 1.428,7. Außerdem werden 
Rückstände an Wasser in der Probe, wie auch in der Umgebungsluft bei 1.651,6 und mögliches CO2 
aus der Atemluft bei vCH = 2.893,1 bzw. vOH = 3329,4 miterfasst. 
 

 

3.3.6.2 Kristallinität bakterieller Cellulose 

Bakterielle Cellulose ist durch die hohe Kristallinität der gebildeten Cellulosefasern 

besonders gut für unterschiedliche biotechnologische und biomedizinische 
Anwendungen geeignet. Die Messungen zur Bestimmung der Kristallinität wurden 

ebenfalls in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl für Biogene Polymere (TUM Campus 
Straubing, Deutschland) durchgeführt. Die Messung erfolgte an denselben Proben, 
die zuvor bereits zur FTIR-Messung verwendet wurden, um hier mögliche 

Abweichungen ausschließen zu können. Die Kristallinität der Proben wurde aus der 
aufgezeichneten Röntgendiffraktion berechnet. Die Berechnung der Kristallinität kann 

auf zwei unterschiedliche Weisen erfolgen. Grundsätzlich liefern Bestimmungen nach 
der Rietveld-Refinement-Methode meist exaktere Werte (Rietveld 1969), da jedoch in 

der Literatur zur Bestimmung der Kristallinität bakterieller Cellulose zumeist auf die 

Segal-Peak-Height-Methode zurückgegriffen wird, wurde diese 

Auswertungsmethode in dieser Arbeit verwendet (Segal et al. 1959). Zur 
Unterscheidung beider Methoden ist anzumerken, dass aufgrund der 
Berechnungsmethode bei Segal-Peak-Height der kristalline Anteil der Probe 

tendenziell etwas zu hoch eingeschätzt wird, da der Beitrag amorpher Bereiche etwas 

unterschätzt wird (Ahvenainen et al. 2016; Park et al. 2010). 
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Die Quantifizierung der Cellulose in K. hansenii ATCC 23769 mittels Anthron-Assay 

ergab kaum einen Unterschied zwischen K. hansenii ATCC 23769 und dem Stamm, 

der einzig bcsAB1 exprimierte. Auch wirkte sich die gleichzeitige markerfreie Deletion 

von bcsAB2 und bcsAB3 nicht auf die gemessene Kristallinität der Cellulose aus 

(Tabelle 25). Die Kristallinität der scheinbar nicht-fibrillären EPS (nfEPS), die bei 
alleiniger Expression von bcsAB2 bzw. von bcsAB3 in ATCC 23769 gebildet wurden, 

konnte aufgrund der geringen Menge nicht mit dem zur Verfügung stehenden Gerät 

gemessen werden. 

Wie bereits oben beschrieben, wies die Quantifizierung der Biofilme von K. hansenii 

ATCC 53582 lediglich nach Deletion von dgcA einen deutlichen Rückgang der Masse 

auf, die übrigen Deletionen zeigten nur eine geringe Schwankung (3.3.4). Eine 
mögliche Auswirkung auf die Kristallinität wurde mittels XRD-Messung bestimmt. 

Zunächst fiel im direkten Vergleich von ATCC 23769 und ATCC 53582 auf, dass die 
Kristallinität der von K. hansenii ATCC 53582 gebildeten Cellulose deutlich höher war 

(77,20 %), als die der von K. hansenii ATCC 23769 gebildeten (60,76 %). Anders als 

bei K. hansenii ATCC 23769 beschrieben, wirkten sich die Deletionen in K. hansenii 

ATCC 53582 teilweise signifikant auf die Kristallinität der Cellulose aus (Tabelle 25). 
Nach alleiniger Deletion von bcsAB3 (74,88 %), sowie nach zeitgleicher Deletion von 

bcsAB2 und bcsAB3 (74,55 %), bzw. nach Deletion von bcsY (74,72 %) reduzierte sich 

die Kristallinität deutlich gegenüber der des Wildtyps. Die aufgezeichneten 
Diffraktogramme bestätigten ebenso, wie bereits zuvor das FTIR-Spektrum, die von 

beiden K. hansenii-Stämmen gebildete Cellulose als Cellulose I. 

 
Tabelle 25. Kristallinitäts-Indices (CI) bakterieller Cellulose in K. hansenii Stämmen. Die 
Berechnung des CI erfolgte nach der Segal-Peak-Height-Methode [MW ±SD; n = 5≤11]. Nach 
Bimmer et al. (2023). 
 K. hansenii ATCC 23769 [%] K. hansenii ATCC 53582 [%] 
Wildtyp 60,76 ±20,88 77,20 ±2,85 
ΔbcsAB2 --- 76,25 ±3,09 
ΔbcsAB3 --- 74.88 ±1.91 ** 
ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 63,43 ±13,73 74,55 ±2,14 * 
ΔbcsY --- 74,72 ±2,93 * 
ΔdgcA --- 75,39 ±3,41 

 

  



Ergebnisse 

83 

 

3.3.6.3 Bestimmung des Elastizitätsmoduls 

Bakterielle Cellulose zeichnet sich insbesondere durch eine hohe mechanische 
Reißfestigkeit aus und bietet daher zahlreiche biotechnologische und biomedizinische 

Einsatzmöglichkeiten. Die Bestimmung des Elastizitätsmoduls liefert einen 
zuverlässigen und weit verbreiteten Parameter zur rheologischen Charakterisierung 

verschiedenster Materialien. Aufgrund des hohen Wassergehalts und der 
unterschiedlichen Haptik zwischen feuchtem und trockenem Biofilm, wurde 

entschieden die mechanische Stabilität des feuchten Biofilms zu ermitteln. Der 
Einfluss des Wassergehalts der Proben wurde durch die Zentrifugation der Proben 

vor der Messung reduziert. Für die Messung stand ein Kieffer Dough & Gluten 

Extensibility Rig (Dunnewind et al. 2003) am Lehrstuhl für Brau- und 
Getränketechnologie (TUM School of Life Sciences, Freising, Deutschland) zur 

Verfügung. Zur zuverlässigen Fixierung der feuchten Proben wurde eine Halterung 
erstellt, die das Herausziehen der Probe während der Messung verhinderte. 

Die Bestimmung der Zugfestigkeit der von K. hansenii ATCC 23769 gebildeten 

Cellulose stellte sich als schwierig heraus. Durch Bereiche mit geringeren und 
größeren Dicken innerhalb eines Biofilms konnten keine reproduzierbaren und 

gleichmäßigen technische Replikate erzeugt werden. Dies führte folglich zu stark 
schwankenden Ergebnissen bei der Messung eines biologischen Replikats. Die 

Messergebnisse sind in Abbildung 17 zu sehen und lassen aufgrund der hohen 
Standardabweichung keinen eindeutigen Schluss zu. Es zeigte sich lediglich eine 

Tendenz für eine erhöhte Zugfestigkeit nach Deletion von bcsAB2 und bcsAB3, 
folglich bei alleiniger Expression von bcsAB1. 
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Abbildung 17. Elastizitätsmodul gemessen in K. hansenii ATCC 23769 nach 21 Tagen 
unbewegter, statischer Kultur [MW ±SD; n = 7≤9]. 
 
Im Gegensatz dazu konnten bei unbewegter, statischer Kultivierung von K. hansenii 

ATCC 53582 sehr gleichmäßig geformte Biofilme erzeugt werden. Nach 6 Tagen 

Kultivierung in HS-Medium und intensivem Waschen in ddH2O erfolgte die Messung 
der Proben nach Zentrifugation der Proben, um nicht gebundenes Wasser zu 

entfernen. Aus den gleichmäßig gewachsenen Bereichen konnten je Biofilm 
mindestens drei Proben mittels einer Schablone ausgeschnitten und gemessen 

werden. Da in der Berechnung des Elastizitätsmoduls die Querschnittsfläche der 
Probe berücksichtigt wurde, wurden pro Biofilm mehrere Proben zur Bestimmung der 

Dicke zurückgehalten. 

Die Ergebnisse der Bestimmung des Elastizitätsmoduls sind in Tabelle 26 dargestellt. 

Der Wildtyp des Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 wies mit 145,2 MPa ein 
deutlich höheres Elastizitätsmodul auf, als es zuvor für K. hansenii ATCC 23769 

gemessen worden war. Bemerkenswerterweise führten die Deletionen innerhalb des 

zweiten CS-Genclusters zu einer signifikanten Erhöhung der Zugfestigkeit (K. hansenii 

ΔbcsAB2: 284,2 MPa; K. hansenii ΔbcsY: 235,1 MPa). Vergleichbar verhält es sich mit 
der mechanischen Festigkeit der Cellulose, die bei gleichzeitiger Deletion von bcsAB2 

und bcsAB3 (alleinige Expression von bcsAB1) gebildet wurde. Da hier das 

gemessene Elastizitätsmodul (272,5 MPa) nahe dem Wert bei alleiniger Deletion von 

bcsAB2 liegt und die alleinige Deletion von bcsAB3 (119,9 MPa) sogar zu einer 
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Reduktion der Zugfestigkeit führte, wird vermutet, dass die Zunahme nach Doppel-

Deletion einzig auf den fehlenden Beitrag von BcsAB2 zurückzuführen ist. Dies 
verdeutlicht den Trend, der bereits für K. hansenii ATCC 23769 zu erahnen war, aber 

dort aufgrund des hohen Fehlerbalkens nicht eindeutig erkennbar war. 

 
Tabelle 26. Berechnung des Elastizitätsmoduls in K. hansenii ATCC 53582. [MW ±SD; n = 3≤5]. 
Modifiziert nach Bimmer et al. (2023). 
 Elastizitätsmodul [MPa] ±SD 
K. hansenii ATCC 53582 145,2 ±12,4 
K. hansenii ΔbcsAB2 284,1 ±36,7 *** 
K. hansenii ΔbcsAB3 119,9 ±13,8 * 
K. hansenii ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 272,5 ±14,0 *** 
K. hansenii ΔbcsY 235,1 ±0,8 *** 
K. hansenii ΔdgcA 230,2 ±67,1 * 

 
Die Deletion von dgcA wirkte sich reduzierend auf die gebildete Masse an Cellulose 

aus, nicht aber auf deren Kristallinität. In Bezug auf die gemessene Festigkeit ist 

jedoch eine Zunahme des Elastizitätsmoduls (239,2 MPa) im Vergleich zum Wildtyp 
zu beobachten. 
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3.3.6.4 Bestimmung der Wasserbindefähigkeit der von K. hansenii ATCC 

53582 gebildeten Cellulose 

Die Fähigkeit große Mengen an Wasser zu binden macht bakterielle Cellulose vor 
allem für biomedizinische, pharmazeutische und kosmetische Anwendungen 

interessant. Als letzter physikochemischer Parameter wurde daher die 
Wasserbindefähigkeit (WAR) der vom Hoch-Cellulose-Produktionsstamm K. hansenii 

ATCC 53582 nach 6 Tagen unbewegter Kultur in HS-Medium gebildeten Cellulose 
bestimmt. Hierzu wurde das Feuchtgewicht des wie üblich vorbereiteten Biofilms ins 

Verhältnis zur Trockenmasse gesetzt und berechnet, wie hoch der Wasseranteil 
bezogen auf die Feuchtmasse war. Aufgrund der bereits zuvor beschriebenen großen 

Schwankungen der von K. hansenii ATCC 23769 gebildeten Cellulosemenge wurde 

auf eine Bestimmung des Wassergehalts für diesen Stamm verzichtet. 

Wie für bakterielle Cellulose charakteristisch, so wies auch die von K. hansenii ATCC 

53582 gebildete Cellulose bei allen charakterisierten Stämmen einen sehr hohen 
Wassergehalt (>99 %) auf (Tabelle 27). Eine klare Reduktion des Wassergehalts auf 

99,34 %, gegenüber den des Wildtyps (99,5 %) wurde nach Doppel-Deletion von 
bcsAB2 und bcsAB3 (nur bcsAB1 war vorhanden), sowie nach Deletion von bcsY 

ermittelt (Reduktion auf 99,4 %). Dagegen führte die Deletion von dgcA zu einem 

signifikant erhöhten Wassergehalt von 99,7 %. Aufgrund dieser Beobachtung deutete 

sich ein Einfluss der zusätzlichen CS-Gene auf die Feuchtigkeitsregulation der 
Biofilme an, welche möglicherweise auch durch die DGCs beeinflusst werden kann. 
 
Tabelle 27. Wassergehalt der von K. hansenii ATCC 53582 gebildeten Cellulosebiofilme. [MW 
±SD; n = 3] Modifiziert nach Bimmer et al. (2023). 
 Wassergehalt [%] ±SD 
K. hansenii ATCC 53582 99,5 ±0,1 
K. hansenii ΔbcsAB2 99,6 ±0,1 
K. hansenii ΔbcsAB3 99,5 ±0,1 
K. hansenii ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 99,3 ±0,0 ** 
K. hansenii ΔbcsY 99,4 ±0,0 
K. hansenii ΔdgcA 99,7 ±0,0 ** 
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3.4 Räumliche Auflösung des Cellulose Netzwerks 

3.4.1 Elektronenmikroskopische Darstellung zur Charakterisierung des 

Cellulose Netzwerks 

3.4.1.1 Etablierung eines Prozederes zur Probenvorbereitung 

Die bereits beschriebenen Beobachtungen zeigen, dass die einzelnen CS-Gene einen 

unterschiedlichen Beitrag im Phänotyp des Biofilms leisten. Ziel dieser Arbeit war es 
zu klären, ob sich dies auch in einem unterschiedlichen Beitrag der einzelnen 

Cellulosesynthasen zum Gerüst des Netzwerks widerspiegelt. Dazu wurde eine 
detaillierte Analyse der räumlichen Struktur des Cellulose-Netzwerks in K. hansenii 

ATCC 23769 und K. hansenii ATCC 53582 mittels Rasterelektronenmikroskopie 

(REM) durchgeführt. Dazu wurde, in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl für 
Pflanzliche Entwicklungsbiologie (LMU München, Martinsried, Deutschland), ein 

Prozedere zur optimalen Darstellung des Biofilms im REM erarbeitet. Biofilme von 
K. hansenii ATCC 23769 wurden nach 21 Tagen stehender Kultivierung in HS-Medium 

prozessiert, bei Biofilmen von K. hansenii ATCC 53582 erfolgte die 

Probenvorbereitung bereits nach 6 Tagen Kultivierung. 

Zunächst wurde das von Prof. Gerhard Wanner (LMU München, Martinsried, 
Deutschland) im persönlichen Gespräch ausgetauschte allgemeine Standardprotokoll 
getestet. Die Probenvorbereitung erfolgte durch eine kurzzeitige Dehydratisierung der 

Proben in 100 % Aceton (5 – 10 min) und unmittelbar nachfolgender Trocknung bei 
Raumtemperatur (Druckluftspray). Hierdurch war es möglich, die unterschiedlichen 

Elemente des Biofilms von K. hansenii ATCC 23769 gut aufzulösen (Abbildung 18 A). 

Jedoch zeigte sich insbesondere bei Betrachtung von K. hansenii ΔbcsAB2 ΔbcsAB3, 

dass die sichtbaren Zellen ihre dreidimensionale Form verloren haben (Abbildung 18 
B), andere Zellen wiesen deutlich erkennbare Löcher in der Zellmembran auf 

(Abbildung 18 C). Beides war in erster Linie auf eine unzureichende Dehydratisierung 
der Proben zurückzuführen. 
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Abbildung 18. REM Aufnahmen des Cellulose Biofilms von K. hansenii ATCC 23769 und der 
erzeugten Einzel-Expressionstämme. Die Proben wurden mit einer verkürzten Version des 
Standardprotokolls prozessiert, dieses nutzte eine kurzzeitige Dehydratisierung in 100 % Aceton und 
anschließendem kurzzeitigem Trocknen. Die Pfeile verweisen auf die durch unzureichende 
Dehydratisierung entstandenen flachen Zellen bzw. Löcher in den Zellen. A: K. hansenii ATCC 23769, 
B: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3, C: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1 ΔbcsAB3, D: 
K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2. Der Maßstabsbalken entspricht einer Länge von 2 µm. 
(Bimmer et al. (2022)) 
 
Zur Verbesserung der Auflösung des Biofilms wie auch der eingeschlossenen Zellen 

wurde das Protokoll weiter optimiert. Dazu wurde der Biofilm zunächst über Nacht in 
2,5 % Glutardialdehyd (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixiert bzw. in 1x PBS 

gelagert, anschließend in einer aufsteigenden Aceton-Reihe entwässert, in 100 % 
Aceton lagernd den REM-Experten übergeben und anschließend mittels Kritisch-

Punkt-Trocknung getrocknet. Dieses Prozedere verbesserte einerseits die Darstellung 
der Zellen, jedoch waren die zuvor beobachteten, nicht-fibrillären Bestandteile des 

Netzwerks von K. hansenii ATCC 23769 nicht mehr zu sehen, lediglich die von 
BcsAB1 gebildeten kristallinen Cellulosefasern waren gut zu erkennen (Abbildung 19). 

Außerdem schien sich der Durchmesser der einzelnen Cellulosefasern im Vergleich 
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zum vorherigen Ansatz (Abbildung 18), deutlich reduziert zu haben. Aus technischen 

Gründen ließ sich jedoch der Durchmesser der Cellulosefasern nicht bestimmen. 
 

 
Abbildung 19. Biofilme nach Dehydratisierung in Aceton und Fixierung in Glutardialdehyd.  
A: K. hansenii ATCC 23769, B: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3, C: K. hansenii ATCC 
23769 ΔbcsAB1 ΔbcsAB3, D: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2. Der Maßstabsbalken 
entspricht einer Länge von 2 µm. (Bimmer et al. 2022) 
 

Aufgrund dieser Beobachtungen schlossen sich weitere Optimierungsversuche an. 
Zunächst wurde die Dehydratisierung in Aceton durch eine aufsteigende EtOH-Reihe 

mit anschließender Lagerung in 100 % EtOH ersetzt. Ethanol ist als Lösungsmittel 
einerseits ebenso gut geeignet, um bakterielle Zellen zu dehydratisieren, andererseits 

aber nicht als Lösungsmittel für Celluloseacetat bekannt, wodurch eine schonendere 
Behandlung der Biofilmproben möglich war. Die Wirkung beider Lösungsmittel auf 

Celluloseacetat wurde im ersten Schritt an einer kommerziell erworbenen 
Filtermembran aus Celluloseacetat verglichen. Hierbei stellte sich heraus, dass diese 

nach 10 min in Aceton vollständig aufgelöst wurde. Dagegen war die Membran nach 
derselben Inkubationsdauer in Ethanol noch vollständig intakt und wies keinen 

Unterschied zur Kontrolle in Wasser (ddH2O) auf (Abbildung 20). Gemäß diesen 
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Beobachtungen wird vermutet, dass es sich – in Verbindung mit dem Wissen um eine 

im zweiten CS-Gencluster kodierten Acetyltransferase – bei dem beschriebenen 
nfEPS um Celluloseacetat handeln könnte. 

 

 
Abbildung 20. Analyse der Wirkung von Aceton auf Membranen aus Celluloseacetat (CA). 
 

Die Fixierung von Proben über Nacht in 2,5 % Glutardialdehyd ein weit verbreitetes 
Prozedere der Elektronenmikroskopie, um Zellen optimal darzustellen. In diesem Fall 
zeigten die so fixierten Proben bakterieller Cellulose von K. hansenii ATCC 23769, 

nach anschließender Entwässerung in EtOH, dass die Zellen gut aufgelöst wurden 

(Abbildung 21). 
 

 

Abbildung 21. Fixierung des Biofilms über Nacht in 2,5 % Glutardialdehyd verbessert die 
Darstellung der eingeschlossenen Zellen, wirkt sich jedoch negativ auf die Darstellung des 
Cellulosenetzwerks aus. Gezeigt am Beispiel von K. hansenii ATCC 23769. 
 

Im weiteren Verlauf zeigte sich jedoch, dass – anders als bei den Zellen – die 
elektronenmikroskopische Auflösung der Cellulose-Netzwerke selbst nach Lagerung 

in 1x PBS über Nacht besser war, als nach Fixierung in 2,5 % Glutardialdehyd. Die 

CA + MQ CA + Aceton CA + EtOH
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Fixierung dagegen lieferte eine optimale Auflösung der im Biofilm eingeschlossenen 

Zellen. Auf diese verbesserte Darstellung der Zellen wurde zu Gunsten der 
verbesserten Darstellung der Cellulose-Netzwerkstrukturen, verzichtet. Das Protokoll, 

welches die Lagerung der Proben über Nacht in 1x PBS und eine Entwässerung in 
EtOH vorsah, erzielte für Biofilme von K. hansenii ATCC 23769 sowie von K. hansenii 

ATCC 53582 die besten Ergebnisse. 

 

3.4.1.2 Elektronenmikroskopische Darstellung des Biofilms von K. hansenii 

ATCC 23769 im verbesserten Präparationsprotokoll 

Entsprechend der Expression der entsprechenden CS-Gene waren in K. hansenii 

ATCC 23769 charakteristische Phänotypen der Biofilme auf der Mediumsoberfläche 

zu beobachten. Diese ließen sich bereits nach der Kultivierung den einzelnen CS- 
Genen exakt zuordnen und waren auch in der elektronenmikroskopischen Aufnahme 

des Wildtyps nach Lagerung in 1x PBS und Dehydratisierung in EtOH gut zu 
erkennen. Die Aufnahmen deuteten darauf hin, dass einzig die Synthese von BcsAB1 
dafür verantwortlich war, Cellulose-Fibrillen zu bilden (Abbildung 22 A). Diese 

kristallinen Cellulosefasern lagerten sich zu einem verwinkelten Netzwerk zusammen, 
in welchem die synthetisierenden Zellen eingeschlossen wurden. Einzelne Fasern aus 

unterschiedlichen Ebenen des Netzwerks waren offenbar an Knotenpunkten 
miteinander verbunden, was vermutlich in der hohen mechanischen Stabilität des 

Biofilms resultierte. Ergänzend dazu schien es sich bei BcsAB2 und BcsAB3 um 
Cellulosesynthasen mit komplementierenden Funktionen zu handeln. Die 

elektronenmikroskopische Aufnahme des Wildtyp-Biofilms (Abbildung 22 A) zeigte 
weniger Zwischenräume zwischen den einzelnen Fasern, als es der Biofilm nach 

alleiniger Synthese von BcsAB1 (Abbildung 22 B) tat. Dies wies auf die Bildung 
weiterer, als nfEPS-Strukturen angenommene Elemente durch bcsAB2 bzw. bcsAB3 

hin. Für das nfEPS, welches von BcsAB2 synthetisiert wurde, ließ sich die Anordnung 

dieses Polymers auf den Bereich zwischen den Zellen bestimmen, erkennbar 
dadurch, dass bei alleiniger Synthese von BcsAB2 die Zellen in eine Art schleimige 

Substanz eingebettet und so miteinander verbunden wurden (Abbildung 22 C). Dies 
resultierte im Wildtyp in einem Cellulose-Netzwerk, das keine großen Zwischenräume 
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zwischen den einzelnen Fasern besaß. Ein weiteres, angenommenes nfEPS, welches 

von BcsAB3 gebildet wurde, ist dagegen in vergleichsweise geringer Menge 
vorhanden (Abbildung 22 D). In K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2 

beschränkt sich das Vorhandensein auf die unmittelbare Umgebung der Zellen und 

bedeckten unmittelbar die Zelloberfläche und weniger die Zwischenräume zwischen 
den Zellen, anders als es bei BcsAB2 der Fall war. Auch wenn der Anteil dieser 

zusätzlichen nfEPS im Vergleich zu den Cellulosefasern, die von BcsAB1 gebildet 
wurden, relativ gering war, so können diese zusätzlichen Strukturen dennoch einen 

wichtigen Beitrag zur Gesamtstruktur des Biofilms leisten und sich auf die 
Eigenschaften des Biofilms auswirken. 

 

 
Abbildung 22. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Biofilmproben aus K. hansenii 
ATCC 23769. A: K. hansenii ATCC 23769, B: K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3, C: 
K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1 ΔbcsAB3, D: K. hansenii ΔbcsAB1 ΔbcsAB2. Der Maßstabsbalken 
entspricht einer Länge von 2 µm. (Bimmer et al. (2022)) 
 
Eine REM-Aufnahme eines vertikalen Querschnitts des Biofilms von K. hansenii ATCC 

23769 wurde ebenso erstellt (Abbildung S 4). Diese Aufnahme lässt keine 
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unterschiedliche Verteilung der Zellen zwischen der mediumszugewandten und der 

luftzugewandten Seite erkennen. 
 

3.4.1.3 Elektronenmikroskopische Darstellung des Biofilms von K. hansenii 

ATCC 53582 im verbesserten Präparationsprotokoll 

Anders als K. hansenii ATCC 23769 zeichnete sich K. hansenii ATCC 53582 durch die 

schnellere Synthese einer großen Menge an Cellulose aus. Da bei alleiniger Synthese 

von BcsAB2 bzw. BcsAB3 nach Kultivierung ohne Schütteln keine EPS an der 
Oberfläche des Kulturmediums zu erkennen waren, bot die 

Rasterelektronenmikroskopie eine weitere Möglichkeit, um detailliert in die 
Mikrostruktur des Cellulosebiofilms zu blicken. 

Das vom Hoch-Cellulose-Produktionsstamm K. hansenii ATCC 53582 gebildete 
Netzwerk aus Cellulosefibrillen wies einerseits mehrere eng gepackte Schichten auf, 

andererseits aber auch Lücken innerhalb des Netzwerks (Abbildung 23 A). Es waren, 
anders als zuvor für K. hansenii ATCC 23769 beschrieben, keine Hinweise auf von 

BcsAB2 bzw. BcsAB3 gebildete nfEPS erkennbar. Ferner war auffällig, dass im 

Vergleich zum Biofilm, der von K. hansenii ATCC 23769 gebildet wurde, nach 

identischer Probenvorbereitung weniger Zellen zu erkennen waren. Die Synthese der 
kristallinen Cellulosefasern ließ sich bei Stamm ATCC 53582 ebenfalls eindeutig der 
Expression von bcsAB1 zuordnen, wie es die Aufnahme nach Doppel-Deletion von 

bcsAB2 und bcsAB3 zeigen konnte (Abbildung 23 D). Dieser Stamm bildete einen 

Cellulosebiofilm, welcher aus einem Netzwerk verknüpfter Cellulosefasern bestand. 

Andererseits schienen diese Fasern im Vergleich zum Wildtyp ein kompakteres 
Netzwerk mit enger zusammengelagerten Fasern zu bilden. 

Wie bereits beschrieben führte die alleinige Synthese von BcsAB2 bzw. von BcsAB3 
zu keinem Biofilm-bildenden Phänotyp. Daher konnte der Beitrag dieser zusätzlichen 

Cellulosesynthasen nur in Stämmen analysiert werden, die gleichzeitig die Haupt-
Cellulosesynthase BcsAB1 exprimierten. Die REM-Aufnahmen dieser Stämme wiesen 
keine erkennbaren Substanzen auf, die als von BcsAB2 oder BcsAB3 gebildete EPS 

identifiziert werden konnten (Abbildung 23 B; C). Dennoch zeigten die 
mikroskopischen Aufnahmen Unterschiede im Zusammenlagern der einzelnen 
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Cellulosefasern in Abhängigkeit von den exprimierten CS-Genen. Sowohl nach 

Deletion von bcsAB2 (Expression von bcsAB1 und bcsAB3), als auch nach Deletion 

von bcsAB3 (Expression von bcsAB1 und bcsAB2) lagerten sich die einzelnen Fasern 

innerhalb des Cellulose-Netzwerks enger aneinander an und ließen sich im Vergleich 
zum Wildtyp weniger klar voneinander abgrenzen. Entsprechend dieser 

Beobachtungen lässt sich vermuten, dass die zusätzlichen CS-Gene an der Bildung 
weiterer EPS beteiligt sind oder anderweitig die Modifikation der von BcsAB1 
gebildeten Cellulose-Fasern induzieren. Dieser Beitrag wird an der veränderten 

Zusammenlagerung der Cellulosefasern sichtbar, ist aber aufgrund der gegenüber 
K. hansenii ATCC 23769 vermutlich reduzierten Menge nicht als separate Substanz 

zu erkennen, sondern wird möglicherweise von den kristallinen Cellulosefasern 

absorbiert. 
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Abbildung 23. Rasterelektronenmikroskopie K. hansenii ATCC 53582. A: K. hansenii ATCC 
53582; B: K. hansenii ΔbcsAB2; C: K. hansenii ΔbcsAB3; D: K. hansenii ΔbcsAB2 ΔbcsAB3; E: 
K. hansenii ΔbcsY; F: K. hansenii ΔdgcA. Der Maßstabsbalken entspricht einer Länge von 2 µm. Nach 
Bimmer et al. (2023). 
 
Ebenso führte die Deletion der Acetyltransferase bcsY im zweiten CS-Gencluster zu 

einem engeren Zusammenlagern der einzelnen Cellulose-Fasern (Abbildung 23 E). 
Diese Komprimierung des Netzwerks war vergleichbar mit den bereits beschriebenen 

Beobachtungen, die nach alleiniger Deletion von bcsAB2 zu sehen waren. Das 

Cellulose-Netzwerk wirkte kompakter, da jede einzelne Faser in engerem Kontakt zu 
ihren Nachbarfasern zu stehen schien. Gleichzeitig zeichnete sich eine Reduktion der 

räumlichen Tiefen-Auflösung ab. Ergänzend zum Beitrag der Cellulosesynthase auf 
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das 3D-Biofilmnetzwerk wurde der Effekt, der durch Deletion der regulatorischen 

DGC dgcA entstand, analysiert. Der Beitrag von dgcB zur Netzwerk-Struktur konnte 

nicht bewertet werden, da dieser Deletionsstamm nicht in der Lage war Cellulose zu 
produzieren. Auch wenn, wie oben beschrieben, für K. hansenii ΔdgcA eine Zunahme 

des Elastizitätsmoduls und des Wassergehalts gezeigt wurde (3.3.6), so sind die im 

Elektronenmikroskop zu sehenden Unterschiede eher uneindeutig (Abbildung 23 F). 
Der erwartete, dem des Wildtyps entsprechende Phänotyp konnte nicht eindeutig 
erkannt werden, jedoch ist die Zusammenlagerung der einzelnen Cellulose-Fasern 

anscheinend etwas weniger dicht, als es nach Deletion von bcsAB2, bcsY und 

bcsAB3 zu beobachten war, die Cellulose-Fibrillen aus unterschiedlichen Schichten 

des Netzwerks ließen sich in diesem Stamm besser unterscheiden, als nach Deletion 
der CS-Gene. 

 
Die gezeigten rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden verwendet, um 

die beobachte Abnahme des Faserdurchmessers nach Deletion von bcsAB2, bcsAB3 
bzw. bcsY zu quantifizieren. Hierzu wurde der Faserdurchmesser der 

Originalaufnahmen innerhalb der Software des Elektronenmikroskops durch unseren 

Kooperationspartner Andreas Klingl an einigen Fasern exemplarisch bestimmt. Die in 
Tabelle 28 gezeigten Messungen bestätigen den Eindruck, dass der 

Faserdurchmesser des Wildtyps von 160 nm sich nach Deletion von bcsAB2 bzw. 

bcsAB3 sich signifikant auf 78 nm bzw. 103 nm reduziert. 
 
Tabelle 28. Veränderung des Cellulosefaser-Durchmessers in K. hansenii ATCC 53582der 
Deletionsstämme nach Messung der REM-Aufnahmen mit dem Software-integrierten Maßstabs-
Werkzeug. [n = 5; MW ±SD] Modifiziert nach Bimmer et al. (2023). 
 Durchmesser [nm] ±SD 
K. hansenii ATCC 53582 160 ±40 
K. hansenii ΔbcsAB2 78 ±22 ** 
K. hansenii ΔbcsAB3 103 ±2 ** 
K. hansenii ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 67±7 ** 
K. hansenii ΔbcsY 67 ±14 ** 
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3.4.2 Nachweis der unterschiedlichen Lokalisierung der Proteinsynthese 

der CS-Gene in Biofilmen von K. hansenii ATCC 23769 

In K. hansenii ATCC 23769 konnten sowohl bei phänotypischer Betrachtung, als auch 
im Rasterelektronenmikroskop die Effekte unterschiedlicher Bestandteile des 

Cellulosebiofilms auf dessen Erscheinungsbild erkannt und der Expression der 
entsprechenden CS-Gene zugeordnet werden (3.3.1.1; 3.4.1.1). Der Haupt-

Cellulosesynthase BcsAB1 wurde dabei die Synthese der Cellulose-Fasern 
zugeordnet, wohingegen bei BcsAB2 und BcsAB3 von der Synthese einer weiteren, 

offensichtlich andersartigen, vermutlich nicht-kristallinen Celluloseformen an der 
Oberfläche ausgegangen wird. Da der Biofilm bei Komagataeibacter an der 

Grenzfläche zwischen Medium und Luft gebildet wird, kann innerhalb des Biofilms 

einerseits von einem Sauerstoff-, andererseits von einem Nährstoffgradienten 
ausgegangen werden, wodurch spezifische Nischen entstehen. Dieser Gradient 

konnte bereits von Hornung et al. (2006) empirisch charakterisiert werden und bietet 
möglicherweise Schwellenwerte, die die Expression der drei in K. hansenii ATCC 

23769 kodierten CS-Gene regulieren könnten. Daher wurde die Lage der Expression 
der einzelnen CS-Gene innerhalb eines Biofilms mittels der translationalen Fusion von 

Genen für fluoreszierende Markerproteine an die CS-Gene bestimmt. 

In dieser Arbeit wurde zunächst ein proof-of-principle Experiment durchgeführt, um 

zu zeigen, dass ein Gen für superfolder green fluorescent protein (sfGFP) funktional in 

Komagataeibacter exprimiert werden und die Expression durch den Promotor der 

Cellulosesynthase gesteuert werden kann. Dazu wurde das Gen für sfGFP im Plasmid 
pMM3b mit der Promotorsequenz von BcsAB1 fusioniert und in K. hansenii ATCC 

23769 exprimiert. Die Analyse der sfGFP-Synthese erfolgte mittels 

Fluoreszenzmikroskopie an mehreren Tagen in Kolonien aus Flüssigkultur. Aufgrund 
des detektierten Fluoreszenzsignals, konnte gezeigt werden, dass sfGFP in 

K. hansenii ATCC 23769 unter Einfluss des nativen Promotors der Haupt-
Cellulosesynthase exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Daten 

wurden anschließend durch genomische Insertionen der ORFs der Fluoreszenzmarker 
an die drei CS-Gene translationale Fusionen erstellt. 
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Die Auswahl geeigneter Fluoreszenz-Marker basierte auf deren möglichst 

unterschiedlichen Anregungs- und Emissionswellenlängen, um einer Wechselwirkung 
während der Messung des Fluoreszenzsignals vorzubeugen. Mittels triparentaler 

Konjugation und des codBA-Gegenselektionssystems konnten die 

Fluoreszenzproteingene zielgenau an den jeweiligen Bestimmungsort im Genom von 
K. hansenii ATCC 23769 inseriert werden – jeweils stromabwärts der zu 

analysierenden Cellulosesynthase (sfGFP an bcsAB1, mRFP1 an bcsAB2 und 

mKalama1 an bcsAB3). Um eine Verschiebung des Leserahmens für nachfolgende 

Gene zu verhindern und eine Expression der Marker zu gewährleisten wurden die 
ORFs, beginnend mit dem Start-Codon, jeweils im Abstand von einer Aminosäure, 

also 3 Basenpaaren, zum Stoppcodon an das im Operon bzw. Gencluster 
vorangehende Gen fusioniert. Da sich das Ende von bcsAB1 mit dem Beginn von 

bcsC1 überschneidet, wurde die Insertionsstelle von sfGFP zwischen bcsC1 und 

bcsD gelegt, um die Expression von bcsC1 nicht negativ zu beeinflussen. Die 

Konstruktion der übrigen Insertionen der Fluoreszenzproteingene erfolgte analog zu 
der hier exemplarisch, am Schema für die Insertion des ORFs für sfGFP stromabwärts 

von bcsC1, gezeigten Insertion (siehe Abbildung 24). Die Generierung eines Dreifach-
Insertions-Stamms sollte dabei helfen, gleichzeitig die zeitliche und die räumliche 

Verteilung der Expression der drei CS-Gene sichtbar zu machen. 
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Abbildung 24. Schema zur Konstruktion der Insertion von Fluoreszenz-Reporter-Genen in 
K. hansenii ATCC 23769. 
 
Die weitere Präparation der Proben mittels Fixierung und Dünnschnitt am Mikrotom 

erforderte die Nutzung und Einweisung in die Geräte der Professur für Pflanzliche 
Entwicklungsbiologie (TUM School of Life Sciences, Freising, Deutschland). Die 

Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen wurden an einem Konfokal-Laser-Scanning 
Mikroskop an der Professur für Neuronale Kontrolle des Metabolismus (TUM School 

of Life Sciences, Freising, Deutschland) durchgeführt. 

Die Expression der Fluoreszenzmarkergene hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die 

Cellulosesynthese von K. hansenii ATCC 23769 im Vergleich zum Wildtyp-Stamm. Die 
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an Tag 21 nach Beginn der Kultivierung entstandenen Aufnahmen zeigten deutliche 

Unterschiede in der Verteilung der Fluoreszenzsignale entsprechend der einzelnen 
Fusionen (Abbildung 25). Die fortwährende Expression von bcsAB1 und die damit 

verbundene Synthese von Cellulosefasern zeigte sich durch das über den gesamten 

Querschnitt des Biofilms verteilte sfGFP-Signal. Jedoch ist anzumerken, dass die 
Intensität des sfGP-Signals sowohl in Richtung der mediumszugewandten Seite 

(unten in Abbildung 25), als auch in Richtung der luftzugewandten Seite des Biofilms 
(oben in Abbildung 25) im Vergleich zu weiter innen liegenden Bereichen zunahm. 

Diese Zunahme entspricht einer relativ gesehen höheren Synthese von BcsAB1 
entlang der beiden Grenzflächen. Dagegen zeigte das mRFP1-Signals in derselben 

Biofilm-Probe, dass die Synthese von BcsAB2 auf die mediumszugewandte Seite des 
Biofilms beschränkt war. Vergleichbar verhielt es sich mit dem Signal für BcsAB3. 
Eine Fluoreszenz von mKalama1 konnte besonders intensiv nur an der 

mediumszugewandten Seite festgestellt werden. Die in dieser Arbeit gemachten 
Aufnahmen dienen lediglich der qualitativen Einschätzung der Lokalisierung der 

Expression der drei CS-Gene innerhalb des Biofilms von K. hansenii ATCC 23769. 

Eine quantitative Aussage bezüglich der Expressionsstärke der drei CS-Gene ist 
aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe sowie 

aufgrund des gewählten Experiment-Designs nicht möglich und war zu diesem 
Zeitpunkt auch nicht beabsichtigt. Der tatsächliche Vergleich der Stärke der 

Transkription der CS-Gene erforderte die Analyse mittels RT-qPCR. 
 

 
Abbildung 25. Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskopie nach Fusion der ORF von sfGFP an 
(bcsD) bcsAB1, mRFP1 an bcsAB2 und mKalama1 an bcsAB3 in K. hansenii ATCC 23769. 
Ausrichtung: oben = luftzugewandte Seite, unten = mediumszugewandte Seite (Bimmer et al. 2022).  
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3.5 Expression der CS-Gene – RT-qPCR 

Im vorangegangenen Kapitel wurde die tatsächliche Expression der drei CS-Loci in 
K. hansenii ATCC 23769 anhand der Fusionen der ORFs von Fluoreszenz-Reportern 

an die drei CS-Gene gezeigt. Diesem Versuch schloss sich eine Quantifizierung der 
Expressionsstärke der drei CS-Gene mittels RT-qPCR an. Aufgrund der 

unterschiedlichen Cellulosesynthese-Rate beider Stämme wurden an beide Stämme 
angepasste Zeitpunkte für die Analyse verwendet. Im niedrig-Cellulose-

Expressionsstamm K. hansenii ATCC 23769 erfolgte die Probennahme an mehreren 

Tagen bzw. an Tag 21 aus unbewegter Flüssigkultur. Dagegen wurde die Analyse der 
Expression der Cellulosesynthasen im Hoch-Cellulose-Produktionsstamm K. hansenii 

ATCC 53582 auf einen Tag beschränkt. Hier erfolgte die Kultivierung für drei Tage in 
einer Flüssigkultur in HS-Medium unter Zugabe von 6 U/mL Cellulase (T. reesei, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) bei 30 °C und 60 rpm. Zur Bestätigung, dass unter 

diesen Bedingungen Cellulose gebildet wurde, wurde eine parallele Kontrolle ohne 
Zugabe von Cellulase durchgeführt. Diese Kultur ohne Cellulasezusatz wies nach 

Ende der Inkubationszeit einen Cellulosebiofilm auf. Zur Extraktion der RNA wurde für 
beide Stämme das TRIzol-Extraktionsprotokoll von ThermoFisher Scientific (Waltham, 

USA) verwendet. In der RT-qPCR-Reaktion wurden Fragmente (~100 bp) der CS-
Gene mit Primern spezifisch amplifiziert und mit der Expression der ausgewählten 

Referenzgene (gyrA, recA, rpoB) verglichen. In K. hansenii ATCC 23769 erfolgte dies 

mittels relativer Quantifizierung. Dazu wurde am jeweiligen Tag die Expression des 
Zielgens mit der des Referenzgens gyrA ins Verhältnis gesetzt. Die Quantifizierung in 

K. hansenii ATCC 53582 erfolgte mittels absoluter Quantifizierung nach einer 

Standardkurve und wurde ebenfalls mit der Expression des Referenzgens gyrA 

verglichen. Aufgrund der starken Sequenzhomologie beider Stämme konnten die für 
K. hansenii ATCC 23769 entworfenen Primer auch in K. hansenii ATCC 53582 

verwendet werden. Eine optimale Amplifikation (Verdopplung in jedem Zyklus) der 
Fragmente erforderte die Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur. Dazu war 

in K. hansenii ATCC 23769 ein gesonderter Annealing-Schritt bei 55 °C erforderlich, 

dagegen konnte in K. hansenii ATCC 53582 das Standardprotokoll des Herstellers, 

bei welchem das Annealing bei 60°C erfolgt, verwendet werden. Für beide Stämme 
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lag die selbst-bestimmte Effizienz der PCR im optimalen Bereich von 0,9 – 1,1 (Taylor 

et al. 2010). 

 

3.5.1 Relative Bestimmung der Expression in K. hansenii ATCC 23769 

Die Cellulosesynthese in K. hansenii ATCC 23769 nahm eine deutlich längere Zeit in 

Anspruch, als es bei K. hansenii ATCC 53582 der Fall war. Da für ATCC 23769 die 

Synthese von weiteren, offensichtlich andersartigen, vermutlich nicht-kristallinen 

Celluloseformen an der Oberfläche durch BcsAB2 und BcsAB3 gezeigt werden 
konnte, wurde der zeitliche Verlauf der Expression aller CS-Gene gemessen. Anhand 

eines möglichen zeitlichen Musters der Expression könnte ein Zusammenhang zur 
Reihenfolge der Biofilmmodifikation hergestellt werden. 

Die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der relativ zum Referenzgen gyrA 

berechneten Expression der drei CS-Gene zeigte in K. hansenii ATCC 23769 eine 

gleichmäßige und vergleichbare Expression aller CS-Gene über den 

Kultivierungszeitraum. Entgegen der Erwartungen zeigte sich an keinem der Tage die 
höchste Expression für bcsAB1. Die im Mittel höchste relative Expressionsstärke 

konnte stattdessen zunächst für bcsAB2 und bcsAB3 gemessen werden (Abbildung 

26). An Tag 12 nach Beginn der Kultivierung nahm die Expressionsstärke für bcsAB2 

und bcsAB3 im Mittel ab, so dass die mittlere Expression von bcsAB1 ab Tag 16 über 

der von bcsAB3 lag. Wird die Standardabweichung der einzelnen Proben im Verlauf 
ebenfalls berücksichtigt, so ergeben sich Korridore des Verlaufs, die sich bei allen drei 

Cellulosesynthasen überschneiden (nicht gezeigt). 
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Abbildung 26. Zeitlicher Verlauf der relativen Expressionsstärke der CS-Gene bcsAB1, bcsAB2 
und bcsAB3 im Bezug zum ausgewählten Referenzgens gyrA in K. hansenii ATCC 23769 über drei 
Wochen bei unbewegter, statischer Kultivierung [MW; n=4≤8]. Nach Bimmer et al. (2022). 
 
Die relativ gesehen leicht niedrigere Expressionsstärke von bcsAB1 im Vergleich zu 

den beiden anderen CS-Genen erscheint nach den bisher gemachten, v. a. 
phänotypischen Eindrücken überraschend, da stets der größte Beitrag zur Synthese 

des Cellulosebiofilms auf die von bcsAB1 gebildeten Cellulosefasern entfiel. Die 

vergleichsweise geringen Unterschiede zwischen den drei CS-Genen wurden bei 
Analyse der Transkriptionsstärke an Tag 21 deutlich (Abbildung 27). bcsAB1 wies eine 

im Vergleich zu bcsAB2 etwas geringere Expressionstärke auf, die vergleichbar zur 

Expression von bcsAB3 war, einer CS, deren Produkt in K. hansenii ATCC 23769 nur 

einen geringen Beitrag zum Phänotyp zu leisten schien.  
 

6 8 10 12 14 16 18 20 22

1,00

1,05

1,10

1,15

1,20

1,25

bcsAB1 bcsAB2 bcsAB3 gyrA

Re
la
tiv

e
Ex

pr
es

si
on

ss
tä
rk
e

Inkubationszeit [Tage]



Ergebnisse 

104 

 

 
Abbildung 27. Relative Quantifizierung der Transkription der Cellulosesynthase-Gene in 
K. hansenii ATCC 23769 an Tag 21 in unbewegter Flüssigkultur [MW ±SD; n=8]. Nach Bimmer et al. 
(2022). 
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3.5.2 Absolute Quantifizierung der Transkription der CS-Gene in 

K. hansenii ATCC 53582 

Anders als in K. hansenii ATCC 23769, benötigte die Cellulosesynthese in K. hansenii 
ATCC 53582 deutlich weniger Zeit. Bereits nach wenigen Tagen war ein Biofilm an 

der Mediumsoberfläche zu erkennen. Daher erfolgte die Quantifizierung der 
Expressionsstärke bereits nach 3 Tagen aus Flüssigkulturen, denen 6 U/mL Cellulase 

zugesetzt wurde. Die absolute Quantifizierung der Expressionsstärke der CS-Gene in 
K. hansenii ATCC 53582 ergab die höchste Transkriptmenge für bcsAB1 (4,54 x 107 

Kopien µl-1). Dies bekräftigte die herausragende Bedeutung von bcsAB1 im Vergleich 

zu den beiden anderen CS, da die Transkription dieses Gens einen Großteil der 
Gesamt-Transkriptionsprodukte aller CS-Gene ausmachte (~66 %) (Abbildung 28). 

 

 
Abbildung 28. K. hansenii ATCC 53582 Expression der CS-Gene nach absoluter Quantifizierung 
der gebildeten Transkripte. [MW; n=8]. Nach Bimmer et al. (2023). 
 
Auffällig war der deutliche Unterschied des Expressionsmusters der CS-Gene im 

Vergleich zu dem von K. hansenii ATCC 23769, in welchem die höchste Transkription 

für bcsAB2 gemessen wurde. Dagegen war im Hoch-Cellulose-Produktionsstamm 

ATCC 53582 die Transkriptmenge von bcsAB2 im Vergleich zu bcsAB1 signifikant 
reduziert (1,63 x 107 Kopien µl-1), was einerseits der makroskopischen Beobachtungen 

des Phänotyps (Abbildung 11), andererseits auch den Beobachtungen im REM 
(Abbildung 18) entsprach. Nichtsdestotrotz zeigte die vergleichsweise hohe 

Expression der zweiten Cellulosesynthase, dass deren Beitrag zum Cellulosenetzwerk 

bcsAB1bcsAB2

bcsAB3
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scheinbar nicht zu vernachlässigen ist. Auffällig war die, im Vergleich zu den beiden 

anderen CS, besonders niedrige Transkriptmenge der dritten Cellulosesynthase 
bcsAB3 (6,61 x 106 Kopien µl-1). Dies bestätigte den vorangegangenen Eindruck, dass 

bcsAB3 in K. hansenii ATCC 53582 nur von untergeordneter Bedeutung zu sein 

scheint. Im Gegensatz zu K. hansenii ATCC 23769, wo die Expression von bcsAB3 

mit der von bcsAB1 vergleichbar war. Dieses Ergebnis konnte auch in einer RT-qPCR-

Reaktion bestätigt werden, die mit RNA durchgeführt wurde, die nach 6 Tagen 
unbewegter, statischer Kultur extrahiert wurde, aber keine optimalen 

Qualitätskriterien aufwies und deshalb nicht als Standardprozedur für die RT-qPCR 
verwendet wurde (Daten nicht gezeigt).  
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3.6 Proteomik-Analyse unterschiedlicher, mit der 

Cellulosesynthese assoziierter Proteine 

Entsprechend der vorangegangenen Ergebnisse konnte eindeutig gezeigt werden, 
dass sowohl in K. hansenii ATCC 23769, als auch in K. hansenii ATCC 53582 die 

Transkripte aller drei kodierten CS-Gene gebildet wurden. Jedoch unterschied sich 

der phänotypische Beitrag der einzelnen Cellulosesynthasen zum Cellulosebiofilm so 
deutlich, dass in beiden Stämmen nur BcsAB1 ein entscheidender Beitrag zum 

Aufbau des bakteriellen Cellulosenetzwerks zugerechnet werden konnte. Da jedoch 
die weiteren physikochemischen Messungen auch einen Beitrag von BcsAB2 und 

BcsAB3 zu den Eigenschaften des Cellulose-Netzwerks zeigten, wurde im weiteren 
Verlauf das tatsächliche Vorhandensein sowie die Abundanz der Cellulosesynthasen 
auf Ebene des Proteoms analysiert. 

Hierzu wurde einerseits ein Verglich zwischen K. hansenii ATCC 23769 und dem 

Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582, wie auch jeweils zwischen dem Wildtyp 

und dem bcsAB1-Einzelexpressionsstamm gezogen. Gleichzeitig liefern Messungen 
des Gesamtproteoms ausführliche Daten zum Gesamt-Metabolismus der Zelle zum 

Zeitpunkt der Probenahme. Diese Daten liefern weitere Hinweise, die auf weitere, 
noch unbekannte Ursachen für die starken Unterschiede in der Produktionsmenge 

und Produktionsgeschwindigkeit beider Stämme hindeuten könnten. 

Die Proben von K. hansenii ATCC 23769 wurden nach 21 h Kultivierung in Cellulase-

Kultur (6 U/ml; 60 rpm; 30 °C) genommen, in K. hansenii ATCC 53582 erfolgte die 

Probennahme bei gleicher OD600 und ansonsten gleichen Bedingungen nach 3 Tagen. 

Eine zeitliche Auflösung zur Darstellung von Veränderungen des Proteoms erfolgte 
nicht. Die Probenvorbereitung, bestehend aus Proteinextraktion und 

Proteinquantifizierung, erfolgte am Lehrstuhl für Mikrobiologie, die anschließenden 
Proteomik-Messungen erfolgten durch Christina Ludwig am BayBioMS (TUM School 
of Life Sciences, Freising, Deutschland). Die massenspektrometrischen Daten wurden 

im “ProteomeXchange Consortium” über das PRIDE Partner-Repositorium zur 
Verfügung gestellt. Die Identifikationsnummer des Datensatz lautet PXD037699 

(Zugriff über den Gutachter Zugang möglich – Benutzername: 
reviewer_pxd037699@ebi.ac.uk, Passwort: RkhR8g6e). 
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Die Quantifizierung der einzelnen Proteine (Tabelle 15, Tabelle 16) erfolgte mittels 

relativer Quantifizierung durch Berechnung der Massenanteils, basierend auf iBAQ-
Werten, die aus der Auswertungssoftware MaxQuant ausgegeben wurden 

(Schwanhäusser et al. 2011). 

Neben den im CS-Operon bzw. -Genclustern kodierten Proteine und der 

akzessorischen Proteine, wurden die Proteine der DGCs und die an der Aktivierung 
der Glucose beteiligten Proteine untersucht. Darüber hinaus wurden die Daten auf 

Proteine untersucht, die einheitlich in allen vier gemessenen Replikaten eine 
signifikant unterschiedliche Abundanz zwischen den Proben des Wildtyps und den 

Proben bei Einzelexpression von bcsAB1 zeigen, um so mögliche weitere 

regulatorische Aspekte der Cellulosesynthese in K. hansenii zu identifizieren. 
 

3.6.1 Quantifizierung der Proteine der Cellulosesynthase-Gencluster 

3.6.1.1 In Operon 1 (BcsAB1) kodierte Proteine 

Der Vergleich der Abundanzen der einzelnen von den drei CS-Operons kodierten 

Proteine mit dem gesamten Proteom zeigte eine durchschnittliche Stärke der Bildung 
der Cellulosesynthasen. Dagegen war die Abundanz der akzessorischen Proteine 

sowohl in K. hansenii ATCC 23769 (Abbildung S 7; Abbildung S 8), als auch in 

K. hansenii ATCC 53582 (Abbildung S 9; Abbildung S 10) zum Teil 
überdurchschnittlich hoch. 

Der Vergleich der Bildung der für die Synthese der fibrillären Cellulose in K. hansenii 

ATCC 23769 verantwortlichen Proteine (die in Operon 1 kodierten Proteine BcsAB1, 
BcsC und BcsD) zeigte keinen Einfluss der markerfreien Deletion von bcsAB2 und 

bcsAB3 auf deren Proteinabundanz (Abbildung 29 A, B). Zuerst war festzuhalten, dass 

BcsAB1 im Wildtyp von K. hansenii ATCC 23769 eine vergleichbar hohe relative 

Abundanz aufwies wie wenn nur bcsAB1 alleine exprimiert wurde. Auffällig waren 

jedoch zwei andere Befunde im Proteom des Wildtyps. Einerseits zeigten die 
akzessorischen Proteine CcpAx (4,5x / 4,7x) und BglxA (1,2x / 1,3x), eine deutlich 

höhere Abundanz im Vergleich zu BcsAB1 und BcsC1. Diese Beobachtung impliziert 
einen entscheidenden Beitrag der akzessorischen Proteine zur korrekten Synthese 

der kristallinen Cellulosefasern. Andererseits wurde BcsD, obwohl es im 
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beschriebenen bcsABCD-Operons kodiert wird (Römling and Galperin 2015; Wong et 

al. 1990), um den Faktor 7,6 stärker produziert als BcsAB1, bzw. um 7,9x stärker als 

BcsC1. Die vorhergesagte Lokalisation von BcsD im Periplasma und die relativ starke 
Produktion dieses Proteins lässt eine entscheidende Rolle im Zusammenlagern der 

Cellulose-Fibrillen vermuten. 

 
Abbildung 29. Charakterisierung der Proteinsynthese in K. hansenii ATCC 23769 und 
K hansenii ΔbcsAB2 ΔbcsAB3. Vergleich der Abundanz der drei CS-kodierenden Loci entsprechend 
der iBAQ Intensitäten. Dargestellt sind relative Häufigkeiten der mit BcsAB1 assoziierten Proteine in 
K. hansenii ATCC 23769 (A) und in K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 (B), relative 
Häufigkeiten der mit BcsAB2 assoziierten Proteine in K. hansenii ATCC 23769 (C) und in K. hansenii 
ATCC 23769 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 (D), relative Häufigkeiten der mit BcsAB3 assoziierten Proteine in 
K. hansenii ATCC 23769 (E) und in K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 (F), sowie relative 
Häufigkeiten aller CS-bezogenen Proteine in K. hansenii ATCC 23769 (G) und in K. hansenii ATCC 
23769 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 (H). [MW±SD; n=4]. 
 

Die Verteilung der Proteinabundanzen der innerhalb des ersten CS-Operons des 

Hoch-Cellulose-Produktionsstamms K. hansenii ATCC 53582 kodierten Proteine 

verhielt sich vergleichbar (Abbildung 30 A; B). Die markerfreie Deletion von bcsAB2 
und bcsAB3 wirkte sich in diesem Stamm ebenfalls nicht auf die Produktion der in 

den verbleibenden CS-Operons kodierten Proteine aus. Ebenso wurde auch in 

diesem Stamm der essenzielle Beitrag der akzessorischen Proteine für eine korrekte 
Synthese der Cellulosefasern deutlich. Auffällig ist in diesem Stamm jedoch, dass die 

Faktoren, um die die Bildung der akzessorischen Proteine gegenüber BcsAB1 bzw. 
BcsC1 erhöht war, im Vergleich zu K. hansenii ATCC 23769 deutlich stiegen. Diese 

erhöhten sich im Wildtyp deutlich für die Produktion von CcpAx (6,1x / 5,2x) und BglxA 

CmcAx Ccp BcsAB1 BcsC1 BcsD BglAx CmcAx Ccp BcsAB1 BcsC1 BcsD BglAx BcsAB2 BcsAB2-2 BcsY BcsC2 BcsAB2 BcsAB2-2 BcsY BcsC2

BcsAB3 BcsC3 BcsAB3 BcsC3
CmcAx Ccp BcsAB1 BcsC1
BcsD BglAx BcsAB2 BcsAB2-2
BcsY BcsC2 BcsAB3 BcsC3

CmcAx Ccp BcsAB1 BcsC1
BcsD BglAx BcsAB2 BcsAB2-2
BcsY BcsC2 BcsAB3 BcsC3
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(5,2x / 4,4x), jeweils bezogen auf die Produktion von BcsAB1 bzw. BcsC1. Besonders 

stark stieg der Faktor für BcsD; dieses Protein wurde in K. hansenii ATCC 53582 um 

den Faktor 11 stärker produziert als BcsAB1 bzw. 7,6-fach stärker als BcsC1. 
 

 
Abbildung 30. Charakterisierung der Proteinbildung in K. hansenii ATCC 53582 und K hansenii 
ΔbcsAB2 ΔbcsAB3. Dargestellt sind die relative Häufigkeiten der mit BcsAB1 assoziierten Proteine 
in K. hansenii ATCC 53582 (A) und in K. hansenii ATCC 53582 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 (B), relative 
Häufigkeiten der mit BcsAB2 assoziierten Proteine in K. hansenii ATCC 53582 (C) und in K. hansenii 
ATCC 53582 ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 (D), sowie die relativen Häufigkeiten aller CS-bezogenen Proteine in 
K. hansenii ATCC 53582 (E) und in K. hansenii ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 (F). [MW±SD; n=4]. Nach Bimmer 
et al. (2023). 
 

3.6.1.2 In Gencluster 2 (BcsAB2) kodierte Proteine 

Der Aufbau des zweiten CS-Gencluster unterscheidet sich zwischen K. hansenii 

ATCC 23769 und K. hansenii ATCC 53582 in der Gen-Zusammensetzung leicht. In 

ersterem besteht dieses aus bcsAB2, bcsAB2 ORF2, bcsY und bcsC2 (Abbildung 3). 

In letzterem ist die Reihenfolge invertiert und wie folgt: bcsAB2, bcsX, bcsY und 
bcsC2 (Abbildung 4). Zwischen beiden Stämmen weisen die Genprodukte von 

bcsAB2 ORF2 und bcsX einerseits nur eine geringe Aminosäuresequenzähnlichkeit 

auf, andererseits konnten beide nach Blast-Analyse der SGNH/GDSL-Hydrolase 

Familie zugeordnet werden. Der Bewertung der Ergebnisse muss vorausgeschickt 

CmcAx Ccp BcsAB1 BcsC1 BcsD BglAx CmcAx Ccp BcsAB1 BcsC1 BcsD BglAx BcsC2 BcsY BcsX BcsAB2
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CmcAx Ccp BcsAB1 BcsC1
BcsD BglAx BcsC2 BcsY
BcsX BcsAB2 BcsAB3 BcsC3
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werden, dass in beiden Stämmen trotz markerfreier Deletion von bcsAB2 jeweils in 

einem der vier biologischen Replikate ein einzelnes Peptid dieses Proteins detektiert 

wurde. Hierbei handelte es sich um ein Peptid, welches im Wildtyp in ausgesprochen 
niedriger Abundanz vorkam. Aufgrund dessen kann davon ausgegangen werden, 

dass die markerfreie Deletion von bcsAB2 in beiden Stämmen dennoch erfolgreich 

war und es sich hierbei um einen falsch-positiven Treffer handelte. Dennoch wurde 
darauf verzichtet dieses Replikat aus der Auswertung auszuschließen. 

Auch für BcsAB2 gilt in beiden Stämmen, dass es sich hierbei nicht um das am 

stärksten gebildete Protein des Genclusters handelte. In beiden Stämmen wurde 
stattdessen das jeweils im Anschluss an BcsAB2 kodierte Protein, BcsAB2 ORF2 

bzw. BcsX, am höchsten exprimiert. Über die Produktion des zweiten Kanalproteins 
BcsC2 lässt sich leider kaum eine Aussage treffen, da dieses in K. hansenii ATCC 

23769 weder im Wildtyp noch im bcsAB1-Einzelexpressions-Stamm detektiert 

werden konnte. Wird ergänzend für diese Bewertung die Zunahme der Bildung von 

BcsC2 nach den Deletionen in K. hansenii ATCC 53582 betrachtet, so stieg diese im 
Deletionsstamm gegenüber dem Wildtyp um den Faktor 4,3 und verhielt sich ähnlich, 

wie die bereits beschriebene Zunahme bei BcsX (Faktor 4,0). Entsprechend der 
Zunahme der Abundanz von BcsAB2 ORF2 von Wildtyp hin zur Mutante um den 

Faktor 3,4 lässt sich vermuten, dass sich die Bildung von BcsC2 ebenfalls erhöhte, 
aber dennoch kein zugehöriges Peptid detektiert wurde. Die umgekehrte Situation 

stellte sich für BcsY dar. Hier konnte das Protein in K. hansenii ATCC 53582 lediglich 

in einem Replikat nach Doppeldeletion von bcsAB2 und bcsAB3 detektiert werden. In 
K. hansenii ATCC 23769 konnte es in beiden Stämmen jeweils in geringen Mengen 

detektiert werden. Im Wildtyp entsprach die gemessene Intensität 1 % der Intensität 

von BcsAB2. 
 

3.6.1.3 In Gencluster 3 (BcsAB3) kodierte Proteine 

Die Aussage über die relativen Abundanzen von BcsAB3 und BcsC3 ist sowohl für 
K. hansenii ATCC 23769, als auch für K. hansenii ATCC 53582 begrenzt. Einzig in 

ersterem war es möglich das Kanalprotein BcsC3 mittels MS zu detektieren. Dagegen 
konnte in letzterem keines der beiden Proteine detektiert werden. Die gemessene 
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Abundanz von BcsC3 lag im Vergleich zu BcsC1 bei 1 % und könnte so in K. hansenii 

ATCC 53582 zu einem Signal unterhalb der Detektionsgrenze geführt haben. 

 

3.6.1.4 Vergleich der Proteinmengen der Cellulosesynthasen 

Die deutlichen Unterschiede im Beitrag der zusätzlichen Cellulosesynthasen zum 

Phänotyp der produzierten Cellulose könnte auf unterschiedliche Produktionsstärken 
der Cellulosesynthasen in beiden Stämmen zurückzuführen sein. Sowohl in 

K. hansenii ATCC 23769, als auch in K. hansenii ATCC 53582 ließen sich die 
Abundanzen der einzelnen Cellulosesynthasen gut miteinander vergleichen, um 

weitere Daten zu deren hierarchischen Beziehung zu generieren. Dabei fiel auf, dass 
in K. hansenii ATCC 23769 die Bildung von BcsAB2 nur geringfügig weniger war als 

die von BcsAB1 (Faktor 0,8x). Im Gegensatz dazu unterschied sich die Menge in 

K. hansenii ATCC 53582 deutlich, hier lag die Abundanz von BcsAB2 bei der 0,4-

fachen Abundanz von BcsAB1. Die reduzierte Proteinmenge von BcsAB2 in 
K. hansenii ATCC 53582 zeigt erneut die Besonderheit dieses Stamms, der auf die 

Bildung großer Mengen kristalliner Cellulose spezialisiert zu sein scheint und weniger 
nfEPS synthetisiert.  
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3.6.2 Detektion der an der Aktivierung der Glucose beteiligten Proteine 

Nach Aufnahme der Glucose in die Zelle laufen drei enzymatische Reaktionen ab, 
bevor im finalen Schritt die Polymerisierung von UDP-Glucose zu Cellulose durch die 

Cellulosesynthase erfolgt. Im ersten Schritt erfolgt eine ATP-abhängige 
Phosphorylierung der Glucose zu Glucose-6-Phosphat durch eine Glucokinase (Glk; 

ATCC 23769: WP_003618365.1; ATCC 53582: CUW46742.1 oder CUW48521.1). 
Anschließenden erfolgt die Isomerisierung durch eine Phosphoglucomutase (Pgm; 

ATCC 23769: WP_003619969.1; ATCC 53582: CUW46964.1) zu Glucose-1-
Phosphat, welches abschließend durch eine UDPG-Pyrophosphorylase (UTP) (Ugp1; 

ATCC 23769 WP_040511958.1; ATCC 53582: CUW47019.1) zu UDP-Glucose 
aktiviert wird (Ross et al. 1991) (Abbildung 2). Hierbei ließ sich weder für K. hansenii 

ATCC 23769, noch für K. hansenii ATCC 53582 eine deutliche Veränderung der 

Bildungsstärke der beteiligten Proteine beobachten. In beiden Stämmen blieb die 
Synthesestärke aller gemessenen Proteine konstant (Tabelle 29). Die beobachteten 

geringen Unterschiede sind im Rahmen der Messgenauigkeit der 
massenspektrometrischen Analyse nicht deutlich genug, um eine Beeinflussung der 

Proteinbildung nachzuweisen. 
 
Tabelle 29. Relative Änderungen der Synthese der an der Glucose-Aktivierung beteiligten 
Enzyme in K. hansenii ATCC 23769 und K. hansenii ATCC 53582 zwischen Wildtyp und BcsAB2-
BcsAB3-Doppel-Deletionsstamm. 
 ATCC 23769 

Synthsestärke 
WT/ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 

ATCC 53582 
Synthesestärke 
WT/ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 

GlkA --- 2,0 
Glk 1,0 0,7 
Pgm 1,0 0,8 
Ugp1 1,0 1,0 
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3.6.3 Produktion der regulatorischen Diguanylatcyclasen 

Im Verlauf dieser Arbeit wurde außerdem der Effekt der regulatorischen DGCs DgcA 
und DgcB, auf die Fähigkeit von K. hansenii ATCC 23769 und K. hansenii ATCC 53582 

Cellulose bilden zu können, analysiert. Bei Betrachtung des Phänotyps nach 

stehender Kultivierung war nach Deletion von DgcB das Fehlen eines 
Cellulosebiofilms, bzw. nach Deletion von DgcA zum Teil ein Rückgang der 

Cellulosemenge zu beobachten. Um die Beziehung zwischen regulatorischen DGCs 
und Cellulosesynthasen besser zu verstehen wurde der Einfluss der Doppeldeletion 

von bcsAB2 und bcsAB3 auf die Synthese von DgcA und DgcB untersucht. In beiden 

Stämmen konnte keine deutliche Veränderung im Synthesemuster zwischen Wildtyp 
und Doppeldeletionsmutante beobachtet werden (Tabelle 30). 
 
Tabelle 30. Relative Veränderung der regulatorischen DGCs in K. hansenii ATCC 23769 und 
K. hansenii ATCC 53582 jeweils bezogen auf die Änderung von Wildtyp zur CS-Doppel-
Deletionsstamm. 
 ATCC 23769 

Synthesestärke 
WT/ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 

ATCC 53582 
Synthesestärke 
WT/ΔbcsAB2 ΔbcsAB3 

DgcA 0,9 0,8 
DgcB 1,2 0,7 
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3.6.4 Identifizierung weiterer Proteine mit signifikant unterschiedlichen 

Abundanzen 

Die statistische Auswertung des gesamten Proteoms von K. hansenii ATCC 23769 
und K. hansenii ATCC 53582 bildete die Grundlage, um weitere Proteine zu 

identifizieren, deren Abundanzen vor allem mit dem Wildtyp-Stamm bzw. der bcsAB2-

bcsAB3-Doppel-Deletionsmutante korrelierten. Die Auswertung basierte jeweils auf 

allen vier biologischen Replikaten, bei denen für eine eindeutige Aussage die 
Bestimmung von vier gültigen Messwerten in den Replikaten des Wildtyp-Stamms 

oder in denen des Doppeldeletionsstamms erforderlich waren. Außerdem ist zu 
beachten, dass hier, aufgrund der automatisierten Auswertung innerhalb der 

Analysesoftware, standardmäßig ein anderer Algorithmus zur Auswertung verwendet 
wurde, welcher auf den LFQ-Werten und nicht auf iBAQ-Werten basiert. Der für die 

Interpretation der Auswertung entscheidende Unterschied ist dabei die Tatsache, 
dass im LFQ-Algorithmus nur Peptide gezählt werden, bei denen in allen Replikaten 

die identischen Peptide detektiert werden. Im iBAQ-Algorithmus erfolgt die Auswahl 
dagegen weniger streng, wodurch ein Protein in mehreren Proben anhand 

unterschiedlicher Peptide eindeutig detektiert werden kann. 

Die Ergebnisse aus Tabelle 31 zeigen, dass in K. hansenii ATCC 23769 das Auftreten 

einzelner Proteine sowohl in signifikant erhöhter Häufigkeit dem Wildtyp, als auch der 

Doppeldeletionsmutante zugeordnet werden konnten. Dagegen ließ sich in 
K. hansenii ATCC 53582 nur ein Protein identifizieren, welches im Wildtyp mit höherer 

Abundanz als in der Doppeldeletionsmutante auftrat. 
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Tabelle 31. Proteinnachweis eindeutig beschränkt auf den Wildtyp oder die CS-
Doppeldeletionsmutante in K. hansenii ATCC 23769 bzw. K. hansenii ATCC. 
 Bildung im Wildtyp höher 

als in Mutante 
Bildung in Mutante höher 
als im Wildtyp 

K. hansenii  
ATCC 23769 

WP_003619561.1  
D-tagatose-bisphosphate 
aldolase 
WP_141312762.1  
carbohydrate porin 

WP_003621572.1  
SGNH/GDSL hydrolase family 
protein 
WP_040511872.1  
FCD domain-containing protein 
WP_155116159.1  
hypothetical protein 

K. hansenii  
ATCC 53582 

CUW47672.1  
Cob(I)yrinic acid a,c-diamide 
adenosyltransferase 

--- 

 
Bei näherer Betrachtung der Proteine lässt sich lediglich in K. hansenii ATCC 23769 

eines der im Wildtyp und Doppeldeletionsmutante unterschiedlich exprimierten 

Proteine eindeutig dem bisher beschriebenen Metabolismus zur Cellulosesynthese 
zuordnen. Das bereits oben beschriebene Protein BcsAB2 ORF 2 (WP_003621572.1), 

dem die bisher nicht näher charakterisierte Funktion einer Hydrolase der 
SGNH/GDSL-Familie vorhergesagt ist, trat nach Doppeldeletion von bcsAB2 und 

bcsAB3 signifikant stärker auf als im Wildtyp. Wird zusätzlich der dem Vergleich 

zugrundeliegende Algorithmus mit einbezogen, so konnten für WP_003621572.1 
sowohl bei Auswertung entsprechend des LFQ-, als auch entsprechend des iBAQ-

Algorithmus Abundanzen des Proteins bestimmt werden. Diese überstiegen in der 
Doppeldeletionsmutante jeweils deutlich die Bildung im Wildtyp. Da es sich hierbei 

um das Protein handelt, welches in K. hansenii ATCC 23769 unmittelbar nach bcsAB2 
kodiert ist, liegt nahe, dass sich die Deletion von bcsAB2 verstärkend auf die 

Expression von bcsAB2 ORF 2 ausgewirkt hat. Dagegen lässt sich bei den anderen 

Proteinen vermuten, dass ein Teil der genannten Proteine falsch-positive Treffer sind. 

Insbesondere ist dies für WP_003619561.1, WP_141312762.1, WP_040511872.1 und 
CUW47672.1 wahrscheinlich. Der fehlenden Identifikation durch den LFQ-

Algorithmus steht der Nachweis dieser Proteine durch den iBAQ-Algorithmus 
entgegen, nach welchem die Proteine sowohl im Wildtyp, als auch in der 
Doppeldeletionsmutante eine vergleichbare Bildungsstärke aufweisen. Einzig das 

bisher nicht charakterisierte Protein WP_155116159.1 kann für die weitere 
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Charakterisierung von K. hansenii ATCC 23769 interessantes Protein darstellen, da 

die deutlich erhöhte Bildung des Proteins in der Doppeldeletionsmutante, im Vergleich 

zur Synthese im Wildtyp, durch beide Auswertungsalgorithmen bestätigt wurde. Um 
einen Hinweis auf eine mögliche Funktion des bisher nicht charakterisierten Proteins 

zu bekommen erfolgte eine BLASTp-Analyse. Aus dieser ergab sich 66% query cover 

und 90,87% identity mit BcsC2 aus K. hansenii ATCC 53582. Da sich in der Sequenz 
des Referenzproteoms (2.4.5; Tabelle 15) mit WP_064478823.1 bereits ein 

Kanalprotein BcsC2 enthalten ist und die Sequenzlänge des nicht charakterisierten 
Proteins mit 355 AS recht kurz ist, könnte es sich hierbei auch um ein fehlerhaft 

annotiertes Fragment eines anderen Proteins handeln. 
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3.7 Einfluss von cyclischem di-GMP auf die Motilität der Zellen 

Die Synthese von Cellulose in Essigsäurebakterien wird durch den sekundären 
Botenstoff cyclisches di-GMP, welches von DGCs gebildet wird, reguliert (Dahlstrom 

and O'Toole 2017), weshalb es von Interesse war, die dafür zuständigen Gene bzw. 
Enzymproteine in den in dieser Arbeit untersuchten K. hansenii Stämmen unter die 

Lupe zu nehmen. Es wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei mutmaßliche DGCs im 
Genom von K. hansenii ATCC 23769 identifiziert. Als Grundlage hierfür diente die 

Suche nach Proteinen mit GGDEF- und EAL-Motiven in der Genomsequenz, die nach 

Boyd and O'Toole (2012) bei gemeinsamem Vorkommen DGCs definieren. Auf diese 
Weise konnten dgcA und dgcB als entsprechende Zielgene definiert werden. Im 

Sequenzvergleich mit K. hansenii ATCC 53582 ergaben sich zu dgcA und dgcB 

homologe Gene, wodurch die Auswirkung von markerfreien Einzeldeletionen der 
Gene in beiden Stämmen miteinander verglichen werden konnte. Eine Doppeldeletion 

beider Gene konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht erzeugt werden. Es wird 
angenommen, dass die Doppeldeletion beider DGCs letale Folgen für beide 

Organismen hat, da cyclisches di-GMP als globaler Regulator in zahlreichen 
Stoffwechselwegen involviert ist. Die Auswirkung der Deletionen auf die Fähigkeit 

beider Stämme einen Biofilm zu bilden wurde bereits in 3.3.3 und 3.3.4 beschrieben. 
Als weitere wichtige Eigenschaft wird die Motilität der Zellen durch den sekundären 

Botenstoff gesteuert. Um ein möglichst umfassendes Bild des 
Regulationsmechanismus zu erhalten, wurde in diesem Kontext die Ausbreitung der 

Kolonien gemessen. Dazu wurden Proben von Flüssigkulturen von K. hansenii ATCC 
23769 und K. hansenii ATCC 53582 auf Agarplatten mit reduzierter Agarkonzentration 

betrachtet. Durch die Reduktion der Agarkonzentration auf 0,3 % bzw. 0,5 % wird die 

Oberflächenfeuchtigkeit erhöht, was genutzt werden kann, um die Fähigkeit der Zellen 
sich schwimmend bzw. schwärmend auszubreiten zu charakterisieren. Die Messung 

erfolgte unter Zuhilfenahme der Maßstabsfunktion in GIMP (Open Source). 
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Die Ergebnisse nach markerfreier Deletion von dgcA bzw. dgcB unterschieden sich 

deutlich zwischen K. hansenii ATCC 23769 und K. hansenii ATCC 53582. Trotz 

verschiedener experimenteller Ansätze konnte im Wildtyp von ATCC 23769 weder 

eine Schwimm-, noch eine Schwarmaktivität beobachtet werden. Die 
Ausbreitungsfläche der Kolonien blieb auch in Folge der Deletionen der DGCs 

unverändert (Abbildung 31). 
 

 
Abbildung 31. Schwimm- und Schwarmaktivität von K. hansenii ATCC 23769 und der erzeugten 
DGC-Deletionsstämme nach 12 Tagen Inkubation auf Komplexmedium mit 0,3 % (SWIM 0,3) bzw. 
0,5 % (SWARM 0,5) Agarkonzentration. Der Durchmesser jeder Kolonie wurde horizontal und vertikal 
mit der Messfunktion von GIMP gemessen [n=2; ±SD].  
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In K. hansenii ATCC 53582 bewirkte die Deletion der DGCs dgcA und dgcB dagegen 

einen deutlichen Rückgang der Ausbreitungsfläche auf der Agaroberfläche (Abbildung 

32). Diese nahm auf Agarplatten mit 0,3 % (Schwimm-Assay) im Vergleich zum 
Wildtyp nach Deletion von dgcA signifikant um 35 % bzw. nach Deletion von dgcB 

um 40 % ab. Analog zeigte sich die Auswirkung auf das Schwarmverhalten der Zellen. 

Die Reduktion der Ausbreitungsfläche fällt in diesem Fall einerseits geringer aus, 
dennoch führten die Deletionen im Vergleich zum Wildtyp zu ebenfalls zu einem 
signifikanten Rückgang um 28 % (ΔdgcA) bzw. 29 % (ΔdgcB) in K. hansenii ATCC 

53582 (Abbildung 32). 

 

 
Abbildung 32. Motilität von K. hansenii ATCC 53582 und den DGC-Deletionsstämmen. Die 
Schwimmaktivität (swim) wurde auf Komplexmedium mit einer reduzierten Agarkonzentration von 
0,3 % und einem Wachstum von 12 Tagen bewertet. Die Schwärmaktivität (swarm) unter gleichen 
Bedingungen bei 0,5 % Agar-Konzentration. Der Durchmesser jeder Kolonie wurde horizontal und 
vertikal mit der Messfunktion von GIMP gemessen [n=4; ±SD].  
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* ***
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4. Diskussion 

4.1 Einführung in die Thematik 

Bakterielle Cellulose ist ein erneuerbares, recyclefähiges Biomaterial welches 
aufgrund seiner herausragenden Eigenschaften besonders gut für zahlreiche 

Anwendungsmöglichkeiten in der Biomedizin, Biotechnologie sowie in der 
Lebensmitteltechnologie geeignet ist. Aufgrund einer homologen Enzymatik der 

Cellulosesynthese in Pflanzen und Bakterien stellen Komagataeibacter Stämme 
besonders interessante Stämme für Studien zu den Grundlagen der 

Cellulosesynthese dar. Das Vorhandensein mehrerer CS-Gene in K. hansenii 

Stämmen wurde mit der Verfügbarkeit der vollständigen Genomsequenzen von 
K. hansenii ATCC 23769 (Iyer et al. 2010) und K. hansenii ATCC 53582 (Florea et al. 

2016b) bestätigt. Weshalb die drei kodierten Cellulosesynthasen als Ziel für weitere 

Analysen ausgewählt wurden. Die Auswirkung von Deletionen der einzelnen CS-Gene 
wurde bereits in unterschiedlichen Cellulose-produzierenden Essigsäurebakterien 

untersucht. Jedoch ist die Aussagekraft bisheriger Ergebnisse dadurch begrenzt, 
dass sämtliche bisher verwendeten Ansätze auf Gendisruptionsexperimenten 
beruhten, die durch Einführen eines Transposons, einer Antibiotikaresistenz-Kassette 

oder Integration eines Plasmids erzeugt wurden (Deng et al. 2013; Jacek et al. 2018; 
Saxena and Brown 1995). All diese Geninaktivierungstechniken weisen den 

gemeinsamen Nachteil auf, dass es zu Verschiebungen im Leserahmen kommen 
kann, wodurch unbeabsichtigte polare Effekte in der Expression von nachgelagerten 

Genen induziert werden können und der anschließend beobachtete Phänotyp nicht 
zwangsläufig auf den alleinigen Beitrag des Zielgens zurückzuführen ist. 

Aus diesem Grund war es Ziel dieser Arbeit, chromosomale, markerfreie Deletionen 
der einzelnen CS-Gene in beiden Hoch-Cellulose-Produktionsstämmen zu erzeugen. 

In diesen wurde anschließend der Beitrag der einzelnen Cellulosesynthasen zum 
komplexen Biofilmnetzwerk näher charakterisiert. Hierzu wurde das in unserer 

Arbeitsgruppe entwickelte und bereits in zahlreichen Gram-positiven und Gram-
negativen Organismen etablierte codBA-Gegenselektionssystem verwendet und an 

die Anforderungen celluloseproduzierender Essigsäurebakterien angepasst (Huang et 

al. 2018; Kostner et al. 2013; Kostner et al. 2017; Surger et al. 2020). Anschließend 
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wurden die Stämme bezogen auf ihre freigesetzte Cellulosemenge physikochemisch, 

mikroskopisch und auf Transkriptions- sowie Proteinebene analysiert.  
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4.2 Bioinformatische Charakterisierung der K. hansenii Genome 

Essigsäurebakterien sind bekannte Biofilmbildner. Insbesondere das Auftreten in 
Form der Essigmutter im traditionellen Herstellungsprozess von Essig aus Wein zeigt 

deren charakteristisches Vorkommen als Biofilm an der Grenzfläche zwischen Luft 
und Medium (Bourgeois and Barja 2009; Mas et al. 2014). Darüber hinaus können 

Essigsäurebakterien auch in den übrigen natürlichen, zuckerreichen Habitaten 
Biofilme bilden. Die Zusammensetzung der Biofilme von Essigsäurebakterien kann 
komplex sein und wird durch die Fähigkeit der jeweiligen Stämme unterschiedliche 

Exopolysaccharide zu synthetisieren, beeinflusst. Vertreter der Gattung 
Gluconobacter bilden z. B. Levane (Deppenmeier and Ehrenreich 2009), wohingegen 

bei Acetobacter die Synthese eines Biofilms aus Glucose und Rhamnose beschrieben 

wurde (Tonouchi 2016). Eine Besonderheit innerhalb der Essigsäurebakterien bilden 

die Vertreter des Genus Komagataeibacter. Diese sind in der Lage Cellulose, meist 
als einziges extrazelluläres Polysaccharid, zu synthetisieren (Fang and Catchmark 

2015). 
 

4.2.1 Vergleich des Gesamtgenoms 

Für diese Arbeit wurden innerhalb des Genus Komagataeibacter die beiden Stämme 

K. hansenii ATCC 23769 und K. hansenii ATCC 53582 ausgewählt, aufgrund der 
Fähigkeit große Mengen kristalliner, bakterieller Cellulose synthetisieren zu können 

sowie der Verfügbarkeit einer vollständigen Genomsequenz. Besonders entscheidend 
für die Auswahl dieser Stämme war die Tatsache, dass beide Stämme einen 

bemerkenswerten Unterschied in der produzierten Cellulosemenge aufweisen (3.3.3; 
3.3.4), auch wenn beide durch enge phylogenetische Verwandtschaft (3.1.2.1) und 

eine vergleichbare genetische Organisation in drei (putativen) CS-Operons 
gekennzeichnet sind (1.4). Innerhalb eines Stamms weisen diese Operons bzw. 

Gencluster nur geringe Übereinstimmungen auf Protein- sowie 
Nucleotidsequenzebene auf (<50 %). Dagegen zeigen die Cellulosesynthasen der 

jeweiligen Operons bzw. Gencluster eine hohe Homologie zwischen beiden Stämmen 
auf (>99,5 %). Die sehr enge Verwandtschaft beider Stämme war bereits Inhalt einer 

Studie von Kawano et al. (2002), in der physiologische Unterschiede zwischen beiden 
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Stämmen untersucht wurden. Dabei wurde festgestellt, dass einerseits K. hansenii 

ATCC 53582 innerhalb von 7 Tagen die fünffache Menge an Cellulose bildet, 

andererseits sich K. hansenii ATCC 23769 durch ein doppelt so schnelles Wachstum 

auszeichnet. Dies konnte durch die Beobachtungen, die während dieser Arbeit 
gemacht wurden, bestätigt werden und bekräftigen die Auswahl beider Stämme für 

eine tiefergehende Analyse der Cellulosesynthese in Essigsäurebakterien: Während 
K. hansenii ATCC 23769 mehr Biomasse produziert, ist K. hansenii ATCC 53582 ein 

sehr starker Celluloseproduzent. 
 

4.2.2 ATCC 23769 und ATCC 53582 unterscheiden sich nur durch wenige 

AS-Austausche innerhalb der Haupt-Cellulosesynthase 

Das zentrale Element des bakteriellen Cellulosesynthase-Komplexes bildet die aus 

zwei Untereinheiten bestehende Cellulosesynthase BcsAB (McManus et al. 2016). 
Bereits geringe Unterschiede, darunter der Austausch einzelner Aminosäuren, können 

die Funktion und Effizienz eines Proteins erheblich beinflussen, daher ist eine 
genauere Analyse der für die Synthese der Cellulosefasern verantwortliche 

Cellulosesynthase erforderlich. In K. hansenii ATCC 23769 handelt es sich bei 

BcsAB1 um das Protein mit der UniProt-Accession number Q76KJ8, bei K. hansenii 
ATCC 53582 um das Protein P0CW87. Im direkten Vergleich wurden insbesondere 

die Aminosäuren verglichen, die an der Ausbildung der Substrat-Bindestelle, dem 
katalytischen Zentrum und der regulatorischen PilZ-Domäne beteiligt sind (Abbildung 

S 3). Der Vergleich der gesamten Proteinsequenz von BcsAB1 zeigt einen Unterschied 
an sieben Sequenzpositionen zwischen K. hansenii ATCC 23769 und K. hansenii 

ATCC 53582. Diese sind gleichmäßig auf beide Untereinheiten (BcsA und BcsB) 

verteilt, wovon drei der Aminosäuresequenzunterschiede in BcsB liegen. Die 
Aminosäureaustausche von K. hansenii ATCC 23769 zu K. hansenii ATCC 53582 

lauten wie folgt: I30T, S717L, S796A, D802N, F1048L, I1208V und A1537T. Zur 
besseren Vermittlung der räumlichen Lage der einzelnen Aminosäuren ist das 

Proteinschema von BcsAB1 aus K. hansenii ATCC 23769 in Abbildung 33 dargestellt. 
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Abbildung 33. Proteinstruktur von BcsAB1 in K. hansenii ATCC 23769. Hervorgehoben wurden 
diejenigen Aminosäuren, die sich zwischen diesem Stamm und K. hansenii ATCC 53582 
unterscheiden. Der Farbverlauf von blau über grün nach rot entspricht Beginn, Mitte bzw. Ende der 
Proteinsequenz. Das Modell wurde aus der in dieser Arbeit verwendeten Proteinsequenz von BcsAB1 
(UniProt Accession number: Q76KJ8) in der Software UCSF Chimera mittels Alphafold (Open Source, 
Pettersen et al. (2004)) erzeugt. 
 

Austausche I30T und A1537T führen jeweils zu einem Austausch einer 
unpolaren/hydrophoben AS zu einer polaren/hydrophilen Aminosäure. Durch D802N 

wird eine saure AS durch eine polare/hydrophile AS ersetzt. Gegensätzlich verhält es 
sich bei S717L und S796A, hier wird jeweils eine polare/hydrophile AS mit einer 

unpolaren/hydrophoben AS ausgetauscht. Dagegen bleiben bei F1048L und I1208V 
der hydrophobe Charakter der Seitenketten erhalten, allerdings ist anzumerken, dass 

die Seitengruppe bei F1048L im K. hansenii ATCC 23769 Enzym größer ist als im 
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K. hansenii ATCC 53582 Enzym. Des Weiteren wurden die Positionen der einzelnen 

Aminosäuren entsprechend der bei AlphaFold (Jumper et al. 2021; Varadi et al. 2021) 

hinterlegten Proteinstruktur zugeordnet und bewertet. Die einzelnen Positionen der 
Aminosäuren innerhalb des Modells wurden entsprechend der Zuverlässigkeit der 

Vorhersage von ‚sehr gering‘ bis ‚sicher‘ bewertet. Entsprechend dieser Skala liegen 
die meisten Aminosäureaustausche im sehr unsicheren Bereich (vier von sieben). 

Keine der beschriebenen Positionen ist innen liegend, was vermuten lässt, dass weder 
die Bindung des Substrats UDP-Glucose, noch die Bindung von cyclischem di-GMP 

an die PilZ-Domäne direkt beeinträchtigt wird. Ebenso liegt kein Austausch innerhalb 
der von den Helices gebildeten Pore vor, welche am Weitertransport der Glucankette 

beteiligt ist. Die beiden Aminosäureaustausche S796A und D802N befinden sich 
jedoch in räumlicher Nähe, innerhalb einer im Periplasma liegenden loop-Struktur. Bei 

S796A findet der Austausch einer hydrophilen zu einer hydrophoben Aminosäure 
statt, dagegen bei D802N der Tausch einer sauren zu einer hydrophilen Aminosäure. 

Diese Veränderung der Ladung könnte möglicherweise eine Auswirkung auf die 
Interaktion mit der wachsenden amphiphilen Cellulosefaser haben und in einer 

verminderten Freisetzung der Cellulosefibrillen resultieren (Medronho and Lindman 
2015). 

Vergleichbare Studien in Essigsäurebakterien, die sich mit der Auswirkung einzelner 
Aminosäureaustausche beschäftigen, gibt es kaum. Lediglich für K. oboediens wurde 

für einzelne Aminsoäureaustausche innerhalb von BcsC1 ein Zusammenhang 

zwischen der produzierten Cellulosemenge und veränderten Aminosäuren in 
mehreren Revertanten hergestellt (Taweecheep et al. 2019a; Taweecheep et al. 
2019b). Ein Austausch innerhalb von TPR_7 (tetratricopeptide repeat) führte zur 

Wiederherstellung der Cellulosesynthesefähigkeit bzw. konnte die Cellulosemenge im 

Vergleich zum ursprünglichen Wildtyp-Stamm weiter steigern. Die entsprechenden 
Aminosäuren befanden sich jedoch in einer innen liegenden Helix, die unmittelbar an 

der Ausbildung der Kanalpore beteiligt ist. Aufgrund dieser Lage kann eine Interaktion 
mit der wachsenden Cellulosefaser vermutet werden und folglich ist ein unmittelbarer 

Zusammenhang mit der Biofilmbildung naheliegend. Eine Zuordnung zu spezifischen 
Aminosäureaustauschen innerhalb von BcsAB wurde für Essigsäurebakterien bisher 

noch nicht beschrieben. 
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Ein Vergleich zu anderen Cellulose-bildenden Bakterien wie Pseudomonas, 

Agrobacterium radiobacter (syn. A. tumefaciens) oder E. coli ergab ebenfalls keine 

Zuordnung einzelner Aminosäureaustausche zur Menge an synthetisierter Cellulose. 

Die Mehrzahl der bisherigen Studien befasste sich auch in diesen Stämmen mit der 
gesamten Cellulosesynthase z. B. durch Transposon-Mutagenese (Matthysse et al. 

1995; Spiers et al. 2003; Weiss-Muszkat et al. 2010). Dagegen fokussierte sich die 
Analyse des CS-Komplexes (CesA) in Pflanzen stärker auf die Auswirkungen von 
Aminosäureaustauschen auf die Synthese von Cellulose, als dies bei der Synthese 

bakterieller Cellulose der Fall war. Diese bezogen sich jedoch hauptsächlich auf 
Aminosäuren, die in den katalytischen Regionen des CS-Komplexes oder anderen 

konservierten Regionen liegen (Daras et al. 2021). 

So bleibt weiterhin ungeklärt, ob bereits aus den geringen Unterschieden innerhalb 

der Aminosäuresequenz von BcsAB1 in K. hansenii ATCC 23769 und K. hansenii 

ATCC 53582 Rückschlüsse auf die unterschiedliche Menge an synthetisierter 
Cellulose gezogen werden können. Tiefgreifendere Einblicke könnten hier durch die 

Sequenzierung von spontan auftretenden Mutanten im Hoch-Cellulose-
Produktionsstamm K. hansenii ATCC 53582 erhalten werden, welche sich durch einen 

veränderten Umfang der Celluloseproduktion auszeichnen.  
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4.3 Charakterisierung der Celluloseproduktion 

4.3.1 Auswahl geeigneter Methoden zur Charakterisierung bakterieller 

Cellulose 

Die von beiden K. hansenii Stämmen synthetisierte Cellulose unterscheidet sich 

phänotypisch lediglich in ihrer charakteristischen Menge, die für K. hansenii ATCC 
53582 deutlich über der von K. hansenii ATCC 23769 liegt (3.3.1). Daher war es 

erforderlich, geeignete Methoden zu validieren, um die einzelnen Biofilme zuverlässig 

und reproduzierbar zu charakterisieren. Außerdem war es wichtig, diese Methoden 
ebenfalls zur Charakterisierung der Cellulosebildungsmutanten einsetzen zu können. 

Diese Mutanten wurden durch markerfreie Deletion so erstellt, dass einerseits durch 
alleinige Expression der Beitrag jeder einzelnen der drei kodierten CS-Gene bestimmt 

werden konnte, andererseits sämtliche Kombinationen entstanden, um die 
gemeinsame Wirkung von jeweils zwei Cellulosesynthasen zu charakterisieren. Dazu 

wurden die Methoden so gewählt, dass diese sich ergänzen, um eine möglichst 
vollständige und vielfältige Charakterisierung der Biofilme zu ermöglichen. Die Suche 

nach Methoden fokussierte sich zunächst auf eine Literaturrecherche, um diejenigen 
Methoden auszuwählen, die zur Charakterisierung von bakterieller Cellulose üblich 

sind. Hierunter fallen neben der Quantifizierung die Messung der Wasser-
Bindekapazität, FTIR, XRD und die Bestimmung Mechanischer Eigenschaften. Diese 
wurden erweitert durch eine räumliche Auflösung mit Hilfe von REM und 

Fluoreszenzmikroskopie sowie einer Charakterisierung der Genexpression und der 
gebildeten Proteinmengen mittels RT-qPCR bzw. Proteomik-Analyse (Feng et al. 

2015; Hernández-Arriaga et al. 2019; Mohite and Patil 2014). 
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4.3.2 Phänotypischer Vergleich – bcsAB1 in beiden Stämmen nötig zur 

Synthese kristalliner Cellulose 

Frühere Studien konzentrierten sich auf die Cellulosesyntheserate von 
Essigsäurebakterien lediglich im Hinblick auf die Optimierung von Kohlenstoffquellen 

und Kultivierungsbedingungen (Augimeri and Strap 2015; Bae et al. 2004; Keshk and 
Sameshima 2006; Park et al. 2003), wodurch Erträge von bis zu 60 g/L Cellulose für 
K. hansenii ATCC 53582 erzielt wurden (Jozala et al. 2015). Die hier vorliegende Arbeit 

konzentrierte sich dagegen auf die grundlegende Genetik der Cellulosesynthese und 

weniger auf die Optimierung der produzierten Gesamtmenge. Daher war es 
ausreichend, die Standardbedingungen der Kultivierung zu verwenden, bei welcher 

Glucose als Kohlenstoffquelle dient, wie es erstmals von Hestrin and Schramm (1954) 
beschrieben wurde. 

Der phänotypische Eindruck der gebildeten Cellulosebiofilme unterscheidet sich je 
nach Stamm und Deletionsmutante deutlich in Bezug auf die entstandene Dicke und 

den für die Synthese erforderlichen Zeitraum (3.3.1). In K. hansenii ATCC 23769 kann 
bei Kultivierung in HS-Medium bei 25 °C der Beginn der Bildung des Pellikels nach 

etwa 5 – 7 Tagen beobachtet werden. Das Schließen des Biofilms und vollständige 
Bedecken der Luft-Medium-Grenze konnte im Regelfall nach etwa 14 Tagen 

beobachtet werden. Aus diesem Grund und angesichts der Tatsache, dass 
vergleichsweise dünne Biofilme entstehen, wurde die Inkubationszeit auf 21 Tagen 

verlängert. Die verlängerte Inkubationszeit wurde ebenfalls gewählt, um 
auszuschließen, dass die Cellulosesynthese bei alleiniger Expression von bcsAB2 

bzw. bcsAB3 im Vergleich zum Wildtyp nur verlangsamt stattfindet. 

Deutlich anders verhält es sich im Gegensatz dazu bei der Biofilmbildung in 

K. hansenii ATCC 53582. Unter identischen Kultivierungsbedingungen ist die 
Synthese von Cellulose innerhalb weniger Tage zu beobachten, z. T. findet diese 

bereits über Nacht statt. Aus diesem Grund konnte die Inkubationszeit für K. hansenii 

ATCC 53582 auf 6 Tage verkürzt werden. Bei alleiniger Expression von bcsAB2 bzw. 

bcsAB3 in entsprechenden Mutanten dieses Stamms bewirkte auch eine 
Verlängerung auf 21 Tage keine Biofilmbildung. 
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Darüber hinaus zeigt der Vergleich beider Stämme, dass jeweils lediglich der Stamm, 

der bcsAB1 (bei gleichzeitigem Fehlen von bcsAB2 und bcsAB3) exprimiert, in der 

Lage ist, einen festen, elastischen Biofilm an der Mediumsoberfläche zu bilden 
(Abbildung 11; Abbildung 12). Diese Beobachtung ist vergleichbar mit den bereits in 

der Literatur für andere Stämme beschriebenen Ergebnissen, bei denen die 
Inaktivierung der Cellulosesynthase mittels Transposonmutagenese, Plasmidinsertion 

oder Insertion einer Antibiotikaresistenzkassette erfolgte (Deng et al. 2013; Jacek et 
al. 2018; Saxena and Brown 1995; Saxena et al. 1994). 

Obwohl bcsAB2 bereits von Saxena and Brown (1995) in Acetobacter xylinum AY201 
identifiziert wurde, fehlt in sämtlichen bisherigen Studien eine nähere Beschäftigung 

mit den bei Komagataeibacter zusätzlich kodierten CS-Genen bcsAB2 und bcsAB3. 

Wie oben gezeigt unterscheiden sich beide Stämme trotz der hohen Homologie der 
Proteinsequenz (>99,5 %) im phänotypischen Erscheinungsbild deutlich. Für 

K. hansenii ATCC 23769 lässt sich sowohl bei alleiniger Expression von bcsAB2 als 

auch von bcsAB3 die Synthese eines mutmaßlich amorphen, nicht-fibrillären EPS 
(nfEPS) nachweisen. Dagegen weisen unbewegte, statische Kulturen von K. hansenii 

ATCC 53582 unter identischen Kultivierungsbedingungen bei alleiniger Expression 

von bcsAB2 bzw. bcsAB3 keine EPS-Bildung an der Oberfläche des Kulturmediums 

auf. 

Der Vergleich der Zellmorphologie nach Deletion der CS- und DGC-Gene zeigte keine 

Auswirkung auf die Zellform beider Stämme. Die vorherrschende Form bildete 
weiterhin gerade Stäbchen, welche zum Teil paarweise zusammengelagert oder als 
verlängerte Zellen vorliegen können. Hieraus kann geschlossen werden, dass die 

erzeugten Mutationen keine Veränderung der Zellwand-Synthese bzw. der 
Peptidoglykanbildung bewirken. Anders wurde es von Deng et al. (2015) für Cellulose-

negative Stämme von K. hansenii ATCC 23769 beschrieben. Diese waren aufgrund 

von Mutationen in der Peptidoglykan-Synthese nicht in der Lage hoch-kristalline 
Cellulosefasern auszubilden. 

  



Diskussion 

132 

 

4.3.3 Entwicklung angepasster Quantifizierungstechniken 

Die Auswahl der für die Quantifizierung der Biofilm verwendeten Methoden richtete 
sich nach der freigesetzten Menge an Cellulose. Da für die Einzelexpressionsstämme 

der zusätzlichen CS-Gene in K. hansenii ATCC 23769 auch nach Hochskalierung des 

Kultivierungsmaßstabs keine für eine gravimetrische Messung ausreichend große 
Trockenmasse erreicht werden konnte, wurde ein kolorimetrischer Ansatz zur 

Quantifizierung gewählt. Auf persönliche Empfehlung von Ajeet Chaudhary 
(Entwicklungsbiologie der Pflanzen, TUM School of Life Sciences, Freising, 

Deutschland) wurde ein für Arabidopsis thaliana verwendetes Protokoll (Kumar and 

Turner 2015b; Trevelyan et al. 1952) an die Bedürfnisse von BC angepasst. Als 
kritischer Punkt für ein erfolgreiches Prozedere wurde hierbei die saure Hydrolyse der 
Cellulose nach Saeman (1945) identifiziert. In diesem Schritt war es entscheidend, ein 

vollständiges Schwellen der Cellulose sicherzustellen. Dies wurde durch eine 
Verlängerung der Inkubationszeit (60 min, RT) und gleichzeitiges, regelmäßiges und 

sorgfältiges Mischen erreicht. Im Anthron-Assay wurde anschließend die Veränderung 
der Absorption bei 620 nm gemessen, die aufgrund der Komplexbildung zwischen 5-

Hydroxymethylfurfural und Anthron entsteht (Färbung von gelb nach blau-grün)) 
(3.3.3). Aufgrund der Quantifizierung konnte festgestellt werden, dass bei Fehlen von 

bcsAB1 lediglich 11,3 % der Cellulosemenge des Wildtyps gebildet wird. Dies kann 

zum Teil als Hintergrundsignal des Assays gesehen werden, da eine vergleichbar 
geringe Menge ebenfalls bei Quantifizierung des bcsAB1-, bcsAB2- und bcsAB3-

Multi-Deletionsstamm gemessen wurde. Zum anderen bildete dieser Stamm nach 
21 Tagen nicht näher charakterisierte EPS-Fragmente an der Mediumsoberfläche, die 

ebenfalls zur Komplexbildung mit Anthron führen könnten und möglicherweise im 
Anthron-Assay gemessen wurden. Die hohe Standardabweichung, die für die 

Cellulosemenge von K. hansenii ATCC 23769 bestimmt wurde, kann durch zahlreiche 

Faktoren beeinflusst worden sein. Neben dem experimentellen Procedere der 
Analyse, limitiert der Umstand, dass dieser Stamm besonders häufig zu spontanen 

Cellulose-negativen Mutationen neigt, ein reproduzierbares, gleichmäßiges 
Wachstum des Biofilms während der Kultivierung ohne Bewegung (Hestrin and 

Schramm 1954; Nguyen et al. 2010). 
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Die Quantifizierung der Trockenmasse im Hoch-Cellulose-Produktionsstamm 
K. hansenii ATCC 53582 konnte aufgrund der großen Menge an Cellulose mittels einer 

Feinwaage durchgeführt werden (3.3.4). Dies bestätigte den phänotypischen 

Eindruck, dass bei Anwesenheit von BcsAB1, unabhängig von der Expression der 
daneben vorhandenen CS-Gene, jeweils eine vergleichbar große Menge an Cellulose 

gebildet wurde. Die Deletion von bcsY, einem weiteren Element des zweiten CS-Gen-
Locus, hatte ebenfalls keine signifikante Verringerung der Cellulosemenge zur Folge. 

Aufgrund der Tatsache, dass lediglich bei Expression von bcsAB1 ein Biofilm gebildet 

wurde und kein weiteres EPS der Expression von bcsAB2 und bcsAB3 in K. hansenii 

ATCC 53582 zugeordnet werden konnte, kann die kristalline Eigenschaft der BC 
bestätigt und die große Wichtigkeit zur Cellulosesynthese hervorgehoben werden. Für 

eine weitere Charakterisierung des Beitrags der zusätzlichen CS-Gene schloss sich 
die Darstellung des Cellulosenetzwerks im Rasterelektronenmikroskop an.  
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4.4 Synthese zusätzlicher nicht-fibrillärer Exopolysaccharide in 

Komagataeibacter hansenii 

4.4.1 Räumliche Auflösung des Cellulosebiofilms zur Identifikation 

zusätzlicher Polysaccharide (nfEPS) in K. hansenii ATCC 23769 

Aufgrund der nach unbewegter, statischer Kultivierung der bcsAB2-/bcsAB3-

Einzelexpressionstämme von K. hansenii ATCC 23769 gebildeten weiteren, 

offensichtlich andersartigen, vermutlich nicht-kristallinen Celluloseformen an der 
Oberfläche der Kulturflüssigkeit, war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, den Beitrag 

dieser EPS zur Gestaltung des Cellulosenetzwerkes darzustellen. Hierzu diente im 
ersten Schritt die räumliche Darstellung der Cellulose im Rasterelektronenmikroskop, 

im weiteren Verlauf wurde die Identifikation des Polymers angestrebt. 

Grundsätzlich können die Auswirkungen von Mutationen wie auch von 

Mediumoptimierungen auf die Biofilmstruktur mit einem für die 
Elektronenmikroskopie standardmäßig verwendeten Protokoll räumlich dargestellt 
werden. Dazu werden Zellen mittels NaOH-Behandlung entfernt, Aceton als 

Lösungsmittel zur Dehydratisierung der BC verwendet und die Proben 
gefriergetrocknet (Deng et al. 2015; Fang and Catchmark 2014; Jozala et al. 2015) 

(sowie persönliche Kommunikation Gerhard Wanner und Andreas Klingl, LMU 
München, Martinsried, Deutschland). Unterschiedliche Behandlungen des Biofilms 

vor Gefriertrocknung zeigten bereits bei Hu and M Catchmark (2009) eine 
Veränderung der Netzwerk-Dichte im REM. Ebenso zeigten die REM-Aufnahmen 

eines nicht näher definierten A. xylinum Stamms von Gea et al. (2011) nach 

Behandlung über Nacht mit 2,5 % NaOH, gefolgt von einer Inkubation in 
Natriumhypochlorid (NaOCl) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine deutliche 

Abnahme von Nicht-Cellulose-Elementen des Biofilms, bei gleichzeitigem Bewahren 
der Cellulose I Konformation. 

Die Veränderung des Cellulosenetzwerks zeigte sich auch in dieser Arbeit. Die Proben 
von K. hansenii ATCC 23769 waren anfangs kurz (5 – 10 min) und anschließend länger 

(während der aufsteigenden Dehydratisierung und Lagerung) in Kontakt mit Aceton. 
Infolge der Zunahme der Inkubationsdauer in Aceton wurde ein erkennbares Auflösen 

der zusätzlichen EPS-Elemente sowie des Faserdurchmessers im Wildtyp 
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beobachtet, konnte aber aufgrund von technischen Einschränkungen nicht 

quantifiziert werden (Abbildung 19 à Abbildung 18 à Abbildung 22). Aufgrund dieses 
„Verschwindens“ der zusätzlichen EPS wird vermutet, dass die von BcsAB2 und 

BcsAB3 gebildeten, und in dieser Arbeit als nfEPS bezeichneten Substanzen nicht 
acetonbeständig sind. Dementsprechend wurde das Protokoll auf EtOH als 

Lösungsmittel zur Entwässerung umgestellt. Auf die Fixierung der Biofilm-Proben in 
Glutardialdehyd wurde verzichtet, da dadurch zwar einerseits im direkten Vergleich 

der Proben eine bessere Darstellung der im Biofilm eingebetteten Zellen erreicht 
wurde, andererseits jedoch die Auflösung des Cellulose-Netzwerks, insbesondere in 

Bezug auf die Tiefenschärfe der Fasern, abnahm (Abbildung 21). Stattdessen wurden 
die Proben über Nacht in 1x PBS gelagert, um Mediumsbestandteile sowie 

Zelltrümmer zu entfernen. Die Trocknung der Biofilme erfolgte statt durch 
Gefriertrocknung durch Lufttrocknung, da so vollständig auf den Einsatz von Aceton 

verzichtet werden konnte. Der Vergleich mit REM-Aufnahmen von bakterieller 
Cellulose aus anderen Arbeiten bestätigt die in dieser Arbeit genannten 

Beobachtungen, da die bisher gezeigten Aufnahmen nach Behandlung mit Aceton 
ebenfalls deutlich dünnere Fasern mit großen Zwischenräumen aufwiesen (Czaja et 
al. 2004; Fang and Catchmark 2015; Jacek et al. 2021). In diesen Arbeiten erfolgte 

zwar keine Gegenüberstellung mit einer Behandlung ohne Aceton, dennoch weisen 
die Aufnahmen einen reduzierten Faserdurchmesser und das Fehlen von 

vernetzenden EPS auf. Merkmale, die in der hier vorliegenden Arbeit nur nach 
Behandlung mit Aceton, nicht aber nach Behandlung mit EtOH beobachtet werden 

konnten. Aus diesem Grund ist zur besseren Darstellung eines nativen BC-Biofilms 
ein schonendes Protokoll zur Probenvorbereitung zu empfehlen, um den möglichen 

Beitrag von nicht-lösungsmittelbeständigen Polysacchariden zu bewahren. 

Die von K. hansenii ATCC 23769 gebildete Cellulose entspricht bei Vorhandensein 

von bcsAB1 dem bekannten Erscheinungsbild bakterieller Cellulosefasern. Dagegen 

wurde in dieser Arbeit für die weiteren, offensichtlich andersartigen, vermutlich nicht-
kristallinen Celluloseformen an der Oberfläche, die bei alleinigem Vorhandensein 

eines der zusätzlichen Cellulosesynthase-Gene (und gleichzeitiger Abwesenheit von 
bcsAB1) zu beobachten ist, die Bezeichnung eines nicht-fibrillären EPS (nfEPS) neu 

eingeführt. Der Stamm K. hansenii ΔbcsAB1 ΔbcsAB3, der bcsAB2 als einziges 
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intaktes Cellulosesynthase-Gen trägt, produziert keine kristallinen Fibrillen, sondern 

ein erkennbar amorphes nfEPS, welches die einzelnen Zellen bedeckt und 
miteinander vernetzt (Abbildung 22). Dieses nfEPS kann auch in der 

rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme des Wildtyp-Biofilms identifiziert 
werden, wo es offenbar die zwischen den Cellulosefasern befindlichen Zellen und 

Zwischenräume bedeckt. Zur eindeutigen Abgrenzung ist festzustellen, dass ein 
solches nfEPS bei alleiniger Expression von bcsAB1 oder bcsAB3 nicht zu sehen ist. 

Der Stamm K. hansenii ATCC 23769 ΔbcsAB1 ΔbcsAB2 bildet, bei alleiniger 

Expression von bcsAB3, einen deutlich abgrenzbaren, eigenen Typ von nfEPS 

(Abbildung 22). Dieses nfEPS unterscheidet sich deutlich von dem, welches von dem 
durch bcsAB2 kodierten Enzym synthetisiert wird, indem dieses nfEPS jede einzelne 

Zelle als kapselartige Struktur zu bedecken scheint, dagegen der Zwischenraum 

zwischen den Zellen frei bleibt. 

Im Cellulosenetzwerk, das von K. hansenii ATCC 23769 WT gebildet wird, lassen sich 

alle drei Polymere eindeutig erkennen, wodurch die von BcsAB2 und BcsAB3 
gebildeten nfEPS einen kumulativen Effekt im Biofilmnetzwerk entfalten können. Es 

wird vermutet, dass durch die zusätzlichen nfEPS der hohe Wassergehalt des 
gesamten Biofilms gesteuert wird (Gullo et al. 2017). Dies resultiert im weiteren darin, 

dass durch das enge Einschließen der Zellen, wie auch durch das vernetzende 
Einbetten der Zellen in einen Biofilm, eine verstärkte Schutzfunktion erreicht wird, die 

die Zellen im natürlichen, aeroben Lebensraum (Essigmutter) vor Umwelteinflüssen, 
insbesondere vor Austrocknung und Strahlung schützt (Kersters et al. 2006). 

Andererseits können die für K. hansenii ATCC 23769 beschriebenen Modifikationen 

sich durch weitere, bisher noch unbekannte Effekte auf die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften des Biofilms auswirken. Diese beobachteten nfEPS wiesen dennoch 

im REM keine Ähnlichkeit zu natürlichen Cellulosefasern vom Typ I und Typ II auf 
(Klemm et al. 2005), weshalb eine weitere Analyse der chemischen 
Zusammensetzung des Biofilms mittels FTIR und XRD erforderlich war. 

Da bisher sowohl in Komagataeibacter, als auch in anderen Acetobacteraceae keine 

vergleichbaren Polymere beschrieben wurden, müssen zum Vergleich der 
Substanzen die Produkte aus anderen Familien herangezogen werden. Besonders 
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deutlich konnte für E. coli die Abhängigkeit der Synthese von schützenden, aus stark 

aggregiertem Protein bestehenden curli-Fasern von der aktuellen 

Nährstoffversorgung der Zellen gezeigt werden. Entsprechend der Lage in den 

unterschiedlichen Zonen einer Makrokolonie weisen die einzelnen Zellen die 
Morphologie wachsender Zellen auf, charakterisiert durch Flagellen (enger Kontakt 

zum Substrat) oder stationärer Zellen, die durch die Synthese von curli-Fasern 
gekennzeichnet sind (Serra et al. 2013b). Darüber hinaus konnte eine unterschiedliche 

Verteilung der entsprechenden curli- und Cellulose-Elemente in hochauflösenden 

REM-Aufnahmen einzelner E. coli Kolonien beobachtet werden. Diese zeigen 

wiederum einen Zusammenhang mit der bereits beschriebenen Lage und 
Orientierung entsprechend der Substrat-Versorgung innerhalb der Makrokolonie 

(Serra et al. 2013a). Die Synthese chemisch modifizierter Cellulose-Fasern wurde 
außerdem auch in E. coli von Thongsomboon et al. (2018) beschrieben. Die in E. coli, 

anders als in K. hansenii, zusätzlich vorhandenen Elemente des CS-Operons, 

bcsEFG, führen zur natürlichen Modifikation der gebildeten Cellulose-Fasern mittels 

pEtN-Transferase im Periplasma, wodurch Phosphoethanolamin-Cellulose freigesetzt 
wird. Überdies sind Salmonella Spezies beschrieben, die ebenfalls das bcsEFG-

Operon exprimieren und natürlicherweise modifizierte Cellulose bilden können 
(Thongsomboon et al. 2018). Zu den in Enterobacteriaceae beschriebenen Genen gibt 

es jedoch keine Homologe in Komagataeibacter.  
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4.4.2 BcsAB2 und BcsAB3 wirken modulierend auf die von BcsAB1 

gebildeten Cellulosefasern in K. hansenii ATCC 53582 

Im Vergleich zu K. hansenii ATCC 23769 zeigten sich bei K. hansenii ATCC 53583 
auch im Rasterelektronenmikroskop deutliche Unterschiede (Abbildung 23). Nach 

unbewegter, statischer Kultur und nach Quantifizierung der Cellulose beim Wildtyp-
Stamm und den bcsAB-Deletionsmutanten konnte für diesen Stamm kein 

erkennbarer Beitrag der zusätzlichen CS-Gene beobachtet werden. Bezogen auf den 

Vergleich mit K. hansenii ATCC 23769, in dem nfEPS deutlich erkennbar sind, 

bestätigte sich dieser Eindruck bei der Analyse mit REM. Anders als zuvor in 
K. hansenii ATCC 23769 beobachtet, konnten im Hoch-Cellulose-Produktionsstamm 

K. hansenii ATCC 53582 keine Strukturen erkannt werden, die sich vergleichbaren 

nfEPS zuordnen ließen. Einzig direkt erkennbar bleibt die Synthese kristalliner 
Cellulosefasern bei Bildung von BcsAB1. Dennoch wird ein noch nicht beschriebener 

Unterschied in der Zusammenlagerung der Fasern deutlich, der eindeutig auf eine 
Abhängigkeit von der Expression der zusätzlichen CS-Gene zurückzuführen ist. Diese 

Beobachtung lässt auf einen modifizierenden Beitrag der beiden zusätzlichen 
Cellulosesynthasen BcsAB2 und BcsAB3 schließen, auch wenn dieser nicht auf die 

Synthese visuell erkennbarer EPS zurückzuführen ist. Der modulierende Effekt zeigt 
sich in der REM-Aufnahme durch eine Variation der Dicke der einzelnen 

Cellulosefasern, welche auf die Expression der zusätzlichen CS-Gene zurückgeführt 
werden kann. Die von BcsAB2 und BcsAB3 gebildete Substanz kann möglicherweise 
vollständig von den von BcsAB1 gebildeten Cellulosefasern aufgesaugt werden, 

wodurch dieser Substanz der Effekt eines ‚Bindemittels‘ zuschreibbar ist. Diese 
Modifikationen könnten sich im weiteren Verlauf auf die mechanischen Eigenschaften 

der Cellulose auswirken und möglicherweise auch die Gleitfähigkeit der einzelnen 
Fasern zueinander modulieren. Bis zu einer genauen Identifizierung der gebildeten 

Substanz bleibt es unklar, ob dieser Effekt tatsächlich auf ein zusätzlich 
synthetisiertes EPS oder auf eine eingefügte chemische Modifikation der 

Cellulosefasern zurückgeht. 

Im Vergleich zum Durchmesser der Cellulosefasern des Wildtyps des 

Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 wiesen die Fasern nach Deletion von 
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bcsAB2 und bcsAB3 sowie bcsY im REM einen signifikant geringeren Durchmesser 

auf. Anhand dieser beobachteten Verringerung entwickelte sich die Hypothese, dass 

diese nfEPS in K. hansenii ATCC 53582 sich verknüpfend zwischen den einzelnen 

Cellulosefasern einlagern und so deren Durchmesser erhöhen können. Zur Illustration 
wurde das in Abbildung 34 gezeigte Schema entworfen, welches anschaulich die 

komplexe Zusammenlagerung der von BcsAB1 gebildeten Cellulosefasern und der 
von BcsAB2 sowie von BcsAB3 freigesetzten nfEPS zeigt. 
 

 
Abbildung 34. Schema der möglichen Zusammenlagerung der Cellulosefasern in K. hansenii 
ATCC 53582. Hellgraue Röhren = Cellulosefasern (Produkt BcsAB1), graue Linien = nfEPS Produkt 
BcsAB2, graue Punkte = putative Modifikationen durch BcsY am Produkt von BcsAB2, gestrichelte 
schwarze Linie = nfEPS Produkt BcsAB3. Das Verhältnis von grauen zu schwarzen, gestrichelten 
Linien spiegelt den angenommenen, reduzierten Anteil an BcsAB3-Produkten gegenüber BcsAB2-
Produkten wider. (Bimmer et al. 2023) 
 

Daraus leitet sich für diese Arbeit die Hypothese ab, dass die in Komagataeibacter 

hansenii beschriebenen nfEPS eine funktionelle Ähnlichkeit zur Funktion von 
Hemicellulosen in pflanzlicher Lignocellulose besitzen könnten. Während in Pflanzen 

Hemicellulosen die Zusammenlagerung von Cellulosefasern zur Bildung der Zellwand 
regulieren (Atalla et al. 1993; Scheller and Ulvskov 2010), scheinen die Effekte, die auf 

die Produkte von BcsAB2 und BcsAB3 zurückzuführen sind, bakterielle Cellulose in 
analoger Weise zu modifizieren – was wohl die Porosität des Fasernetzwerks 
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verändert und folglich die Wasserbindekapazität der bakteriellen Cellulose sowie 

deren Festigkeit beeinflusst. 

Im Gegensatz zur hier für den Hochproduzenten gezeigten Annahme wird vermutet, 

dass die Menge an freigesetzten nfEPS in K. hansenii ATCC 23769 im Verhältnis zur 

Menge an gebildeten kristallinen Cellulosefasern größer ist, so dass diese nfEPS nicht 
nur die einzelnen Fasern verknüpfen, sondern auch aus den Zwischenräumen 

heraustreten und so an der Oberfläche als eindeutig erkennbares Polymer sichtbar 
werden.  
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4.4.3 Räumliche Verteilung der CS-Genexpression zeigt Lokalisation von 

BcsAB2 und BcsAB3 an Medium-zugewandter Seite des Biofilms in K. hansenii 

ATCC 23769 

Der Nachweis unterschiedlicher Polysaccharidstrukturen in den REM-Aufnahmen der 

von K. hansenii ATCC 23769 gebildeten Biofilme führte zur Frage nach der räumlich-
zeitlichen Expression der einzelnen CS-Gene. Zur näheren Analyse wurden in-frame 

Fluoreszenzreporter-Genfusionen erstellt und die Lokalisierung der entsprechenden 

fluoreszierenden Fusionsproteine mittels Konfokalmikroskopie ausgewertet, um den 
tatsächlichen Ort der Proteinbildung im Biofilm nachzuweisen. Aufgrund des 

Präparationsprotokolls und der Tatsache, dass Dünnschnitte des Biofilms analysiert 
wurden, war die Darstellung des Biofilms nur nach 21 Tagen unbewegter, statischer 

Kultivierung möglich. Der anfangs angedachte zeitliche Verlauf konnte nicht erfolgen, 
da die vor Tag 21 gebildeten, sehr fragilen Pellikel bei der Erstellung des Dünnschnitts 

nicht zuverlässig in der gewünschten Orientierung gehalten werden konnten und 
anfällig für die mechanische Belastung während des Schnitts waren. Folglich war die 

Zuordnung der Expression zur mediumszugewandten bzw. mediumsabgewandten 
Seite nur im stabilen Biofilm von Tag 21 möglich (Abbildung 25). 

Die räumliche Verteilung der Synthese von BcsAB2 und BcsAB3 zeigt deutlich, dass 
die beiden zusätzlichen Cellulosesynthasen bereits im frisch gebildeten, dem Medium 
zugewandten Biofilm exprimiert wurden. Die Synthese von BcsAB1 fand dagegen im 

gesamten Biofilm statt, wobei die Intensität hin zu beiden Oberflächen zunahm. Diese 
Beobachtungen verstärken den Eindruck, dass die modifizierten Elemente des 

Cellulosebiofilms mit der Feuchtigkeitsregulation der Zellen in Zusammenhang 
stehen. In der mediumszugewandten Seite des Biofilms herrschen optimale 

Substratbedingungen vor, jedoch entfernen sich die eingeschlossenen Zellen 
aufgrund des Wachstums stetig von diesen. Dadurch ist die Anpassung 

möglicherweise bereits unter optimalen Bedingungen nötig, um Feuchtigkeit zu 
speichern und die Zellen vor Austrocknung in den oberen Schichten des Biofilms zu 

schützen. Da die zusätzlichen modifizierenden nfEPS nicht in den REM-Aufnahmen 
von K. hansenii ATCC 53582 detektiert wurden, wurde auf die Konstruktion 

entsprechender Reporter-Fluoreszenz-Fusionen in diesem Stamm verzichtet.  
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4.4.4 Physikochemische Eigenschaften Bakterieller Cellulose 

4.4.4.1 Beitrag der Cellulosesynthasen zur Kristallinität 

Die räumliche Darstellung des von beiden K. hansenii Stämmen gebildeten 
Cellulosenetzwerks mittels Rasterelektronenmikroskopie lieferte unterschiedliche, 

aber dennoch eindeutige Hinweise auf einen Beitrag der zusätzlichen CS-Gene in den 
untersuchten K. hansenii Stämmen. Diese werden in Form von nfEPS in K. hansenii 

ATCC 23769 sichtbar, oder sind Modifikationen, die sich im Hochproduzenten 

K. hansenii ATCC 53582 auf das Zusammenlagern der kristallinen Cellulosefasern 

auswirken. Auch wenn bisher keine eindeutige Identifikation der gebildeten 
Substanzen möglich war, können durch die Charakterisierung der 
physikochemischen Eigenschaften der Biofilme weitere Indizien zur Aufklärung ihrer 

Funtion(en) sammeln. 

In K. hansenii ATCC 23769 erwies sich die Bestimmung der Kristallinität des Biofilms 

als schwierig. Die sehr dünnen getrockneten Biofilme befanden sich an der unteren 

Grenze dessen, was bei Proben mit dem genutzten Apparat vermessen werden 
konnte. So scheint sich die gleichzeitige Deletion von bcsAB2 und bcsAB3 in 

K. hansenii ATCC 23769 nicht auf die Kristallinität des Biofilms auszuwirken, bzw. 

lässt sich der Einfluss aufgrund der großen biologischen Schwankung der Proben der 
Doppel-Deletionsmutante nicht eindeutig klären (3.3.6.2). 

Im Gegensatz hierzu wiesen Biofilmproben von K. hansenii ATCC 53582 signifikante 

Unterschiede der Kristallinität infolge der erzeugten Deletionen auf. Diese nahm 
sowohl nach Deletion von bcsAB3, nach gleichzeitiger Deletion von bcsAB2 und 

bcsAB3, sowie nach Deletion von bcsY ab. Bei alleiniger Bildung von BcsAB1 zeigte 

sich im Vergleich zum Wildtyp dagegen lediglich eine geringe Reduktion der 
Kristallinität (3.3.6.2). 

In weiteren, bisher durchgeführten Studien konnte die Reduktion der Kristallinität 
bakterieller Cellulose nach Transposon-Mutagenese beobachtet werden. Diese 

zielten allerdings nicht auf CS-Gene ab, sondern bezogen sich auf Mutation der Lysin-
Decarboxylase bzw. der Alanin-Racemase (Deng et al. 2015). Die durch die 

Mutagenese reduzierte Kristallinität konnte in Komplementierungsexperimenten 
wiederhergestellt werden. Im Unterschied zu den in dieser Arbeit beschriebenen CS-
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Deletionen betrafen die beiden von Deng et al. beschriebenen Transposon-

Mutationen wichtige Enzyme der Peptidoglykansynthese. Hieraus leitet sich die 
Vermutung ab, dass in der Arbeit von Deng et al. keine modifizierende Veränderung 

der Cellulosesynthese induziert wurde, sondern der Aufbau der Gram-negativen 
Zellwand gestört wurde, was in einer Beeinträchtigung der Extrusion der Fibrillen 

resultierte. Ferner zeigten Abral et al. (2021) einen Zusammenhang zwischen der bei 
der Trocknung vorhandenen Luftfeuchtigkeit und der Kettenstruktur der Cellulose. 

Hierbei korrelierte eine höhere Feuchtigkeit mit einer höheren Kristallinität der 
Cellulose-Proben. Da die äußeren Bedingungen während der Messungen dieser 

Arbeit den jahreszeitlichen Schwankungen unterlagen, können Auswirkungen durch 
Schwankungen der Luftfeuchtigkeit während der Messung nicht ausgeschlossen 

werden. Dies ist ein Punkt, der für zukünftige Experimente berücksichtigt werden 
sollte. Ebenso könnte in weiteren Experimenten durch Veränderung der 

Expressionsstärke der einzelnen CS-Gene eine noch stärkere Veränderung der 
Kristallinität erreicht werden, wodurch wiederum der Einfluss des Störfaktors 

Luftfeuchtigkeit reduziert werden kann. Neben der Kristallstrukturanalyse (XRD) wurde 
bei Deng et al. (2015) die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR: CP-TOSS) zur 
Bestimmung der Kristallinität verwendet, welche eine sensitivere Auflösung der 

Molekülstruktur verspricht. Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit beobachteten 
geringfügigen Unterschiede innerhalb der Kristallinität der Cellulose des 

Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 und der von K. hansenii ATCC 23769 

sollten zukünftige Analysen durch diese sensitivere Methode ergänzt werden. Eine 
sensitivere Messung ermöglicht es den Beitrag, den die niedrig abundanten 

zusätzlichen CS-Gene bcsAB2 und bcsAB3 leisten, valider zu bestimmen. Die höhere 

Auflösung der sensitiveren Methode ist insbesondere deshalb wichtig, da die bisher 
gewonnenen Daten so deutlich erweitert werden können und sich Unterschiede 

detektieren lassen können, die bisher im XRD nicht detektierbar waren. 

Neben der Auflösung der Kristallinität kann NMR auch zum Nachweis von Nicht-
Cellulose-Polysacchariden eingesetzt werden und die FTIR-Messungen ergänzen 

(Deng et al. 2015). In der Literatur wurde der Hochproduzent K. hansenii ATCC 53582, 

anders als K. hansenii ATCC 23769, bereits als Stamm beschrieben, welcher in der 

Lage ist weitere wasserlösliche ‚schwer zu extrahierende‘ EPS (HE-EPS) zu bilden 
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(Fang and Catchmark 2015). Jedoch beruhte das Protokoll zur Extraktion von HE-

EPS, in den entsprechenden Experimenten, auf einer Inkubation der Cellulose in 0,1 M 
NaOH und Gefriertrocknung, wodurch weitere modifizierende nfEPS bereits vor der 

NMR-Analyse entfernt worden sein könnten (Fang and Catchmark 2014). Die 
Behandlung mit NaOH kann die Hydrolyse der Acetyl-Gruppen von putativem 

Celluloseacetat zur Folge haben und einzig anders modifizierte Cellulose 
zurücklassen (Feist et al. 1970; Fischer et al. 2008; Jackson 1977). Hinzu kommt, dass 

sich der Beitrag der einzelnen modifizierenden EPS auf die von K. hansenii gebildete 

Cellulose, wie hier gezeigt, erst bei Analyse von Einzel-Expressionsstämmen der 
Cellulosesynthasen verdeutlicht. 

 

4.4.4.2 Deletion von bcsAB2 bewirkt die Steigerung des Elastizitätsmoduls 

in K. hansenii ATCC 53582 

Ebenso lässt sich anhand der Bestimmung des Elastizitätsmoduls bei dem Hoch-

Cellulose-Produktionsstamm K. hansenii ATCC 53582 ein Zusammenhang zwischen 

den generierten markerfreien Deletionsstämmen und dem Vorhandensein von 
entsprechenden Modifikationen herstellen (3.3.6.3). Die deutliche Zunahme des 

Elastizitätsmodus um im Mittel etwa 80 % nach Deletion eines der Elemente des 
zweiten CS-Locus zeigt deren deutlichen Beitrag zur Modifikation des Cellulose-

Netzwerks. Dagegen führt die alleinige Deletion von BcsAB3 zu einer geringfügigen 
Abnahme des Elastizitätsmoduls im Vergleich zum Wildtyp. Dies stärkt die Annahme, 

dass insbesondere BcsAB2, und die in dessen Nachbarschaft kodierten Proteine, 
einen großen Einfluss auf die Modifikation des Cellulosenetzwerks in K. hansenii 

ATCC 53582 haben. Zusammen mit den Folgerungen aus den REM-Aufnahmen kann 
ein Zusammenwirken der drei Cellulosesynthasen zur Gestaltung und Anpassung des 

Biofilms angenommen werden (4.4.2). Der reduzierte Abstand der Fibrillen und die 
reduzierte Dicke der Cellulosefasern scheint die Interaktion der Fibrillen untereinander 

zu erhöhen, wodurch die mechanische Stabilität des gesamten Netzwerks deutlich 
steigt. Bei den von BcsAB2 und BcsAB3 gebildeten Substanzen könnte es sich 

folglich um eine Art ‚Kleister‘ handeln, der eine Wirkung auf die von BcsAB1 
gebildeten Cellulosefasern entfaltet. 
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Aufgrund der bereits angesprochenen großen Variabilität in der Fähigkeit von 

K. hansenii ATCC 23769 Cellulosebiofilme auszubilden, lassen die Ergebnisse zu 

diesem Stamm keinen eindeutigen Rückschluss auf einen Beitrag der zusätzlichen 
CS-Gene zur mechanischen Stabilität dieses Biofilms zu. 

 

4.4.5 Celluloseacetat als natürlich vorkommendes, mögliches 

Cellulosederivat in K. hansenii ATCC 23769 

Biofilme, die von K. hansenii ATCC 23769 gebildet werden, zeichnen sich durch ein 
komplexes Netzwerk aus Cellulosefibrillen und vernetzenden nfEPS-Elementen aus. 

Die Beobachtung, dass die Biofilme entsprechend der verwendeten, 
unterschiedlichen Protokolle zur Vorbereitung der REM-Proben keine Aceton-

Beständigkeit der Nicht-Faser-Elemente aufweisen, deutet an, dass es sich bei dieser 
Substanz um Celluloseacetat handeln könnte. Die Analyse des Biofilms des Wildtyps 

mittels FTIR lieferte hierfür allerdings keine Bestätigung, da in den gemessenen 
Spektren keine Hinweise auf Acetylgruppen gefunden werden konnten. Eine Messung 

war bei alleiniger Synthese von BcsAB2 bzw. von BcsAB3 aufgrund der amorphen 
Beschaffenheit des Polymers mit der verwendeten Apparatur nicht möglich. 

Möglicherweise geht das fehlende Signal auf einen sehr geringen Acetylierungsgrad 
der Cellulose zurück, welcher unterhalb des Detektionslimits des FTIRs liegt. Eine 

Abhängigkeit der Messung vom Substituierungsgrad der Cellulose wurde bereits für 
die Messung von künstlich acetylierter Cellulose gezeigt. In diesem Ansatz wiesen 

Proben mit einem niedrigen Substituierungsgrad (DS <0,1) keine im FTIR 
detektierbaren Signale auf (Kim et al. 2002). 

Für eine weitere Analyse bezüglich des Vorhandenseins von Celluloseacetat wurde 
eine Messung in Zusammenarbeit mit Broder Rühmann (Lehrstuhl Chemie Biogener 

Rohstoffe, TUM Campus Straubing) durchgeführt. Das zellfreie und in 250 mM H2SO4 
hydrolysierte Polymer wurde mittels HPLC und einer Rezex ROA-H+-Säule 

aufgetrennt. Die Lage der Peaks wurde für Proben des Wildtyp-Biofilms von 
K. hansenii ATCC 23769 mit einem kommerziellen Celluloseacetat-Standard 

verglichen. Die Messungen mittels UV-Detektor und RI-Detektor wiesen für eine von 
drei biologisch unabhängigen Proben ein Schultersignal im Bereich der Essigsäure 
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auf. Da aber weitere Peaks detektiert werden konnten, ist keine endgültige Aussage 

zur An- bzw. Abwesenheit von Celluloseacetat möglich (Abbildung S 5; Abbildung S 
6). Dieses schwache Signal lässt weiterhin vermuten, dass es sich, falls vorhanden, 

um Celluloseacetat mit einem geringen Acetylierungsgrad handelt, welches sich in 
diesem Fall nicht ausreichend sicher mittels der verwendeten HPLC-Methode 

nachweisen lässt. 

Als weitere Nachweismöglichkeit für Celluloseacetat wurde der enzymatische 

Nachweis der Essigsäure gewählt. Hierzu wurden Biofilmproben mit der Esterase 
AxeA (Drzewiecki et al. 2010) bis zu 24 h bei 55 °C inkubiert und der Überstand im Kit 

‚Acetic acid, UV method‘ der Firma NZYTech (#AK00081; Lissabon, Portugal) 

gemessen. Das Prinzip des Nachweises beruht auf einer kombinierten Umsetzung 
von Acetat mittels Acetyl-CoA-Synthetase, Citrat-Synthase und L-Malat-

Dehydrogenase zu NADH, welches aufgrund einer veränderten Absorption bei 340 nm 
detektiert werden kann. Allerdings ist festzustellen, dass auf diese Weise der 

Nachweis von Acetat für die Biofilmproben ebenfalls nicht möglich war. Es gelang 
lediglich der Nachweis der Essigsäure in kommerziell erworbenem Celluloseacetat. 

Die im Herstellerprotokoll beschriebene Detektionsgrenze liegt bei 0,14 mg/L 
Essigsäure. Eine alkalische Hydrolyse (Feist et al. 1970; Jackson 1977) zeigte 

ebenfalls nur für den Celluloseacetat-Standard ein positives Ergebnis, dagegen ließ 
sich wiederum kein Hinweis auf Essigsäure nach Hydrolyse des Biofilms von 

K. hansenii ATCC 23769 finden. Ebenfalls brachte der enzymatische Verdau 

bakterieller Cellulose mit einer kommerziellen Cellulase 9D aus Ruminococcus 
flavefaciens (NZYTech, Lissabon, Portugal), einer kommerziellen Cellobiohydrolase 

48A aus Clostridium cellulolyticum (NZYTech, Lissabon, Portugal) sowie einer 

Cellulase CelK aus der Sammlung des Lehrstuhls für Mikrobiologie (TUM School of 

Life Sciences, Freising, Deutschland) keine Ergebnisse, die bezüglich des 
Vorhandenseins von Celluloseacetat verwertbar waren. Im Vergleich zu den am 
Lehrstuhl üblicherweise genutzten Standard-Substraten (Barley-β-Glucan, 

Carboxymethylcellulose, Phosphoric Acid Swollen Cellulose, Mikrokristalline 
Cellulose - Avicel) konnte auf bakterieller Cellulose keine hydrolytische Aktivität der 

Enzyme gemessen werden. 
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Eine sensitivere Auflösung bieten dagegen Messungen mittels NMR. Hierzu wurde die 

Biofilmprobe in Tetrahydrofuran (THF) hydrolysiert und zur Messung an Oliver Frank 
(Lehrstuhl für Lebensmittelchemie und molekulare Sensorik, TUM School of Life 

Sciences, Freising, Deutschland) weitergegeben. Die hier durchgeführte Messung 
zeigte leider ebenso keinen eindeutigen Hinweis auf das Vorhandensein von 

Celluloseacetat im von K. hansenii ATCC 23769 gebildeten Biofilm. Für zukünftige 

Analysen ist eine Optimierung der Nachweismethoden angezeigt. Diese könnte auf 
biologischer Ebene durch die Überexpression des für die Acetylierung vermuteten 

zweiten CS-Locus verbessert werden. 

Das natürliche Vorkommen von acetylierter Cellulose konnte bereits für Pseudomonas 

fluorescens gezeigt werden (Spiers et al. 2003). Das für die Cellulosesynthese 

kodierende wss-Operon besteht hier aus deutlich mehr Genen als das bcs-Operon in 

Komagataeibacter und umfasst wssABCDEFGHIJ (Spiers et al. 2002). Die 
Untereinheiten der Cellulosesynthase werden hier aus WssBCDE aufgebaut, 

wogegen WssF, WssG, WssH und WssI mit einem Beitrag zur Acetylierung der 
Cellulose vorhergesagt werden (Spiers et al. 2003). Ein Vergleich der 

Proteinsequenzen mittels Blastp ergab für WssF eine Homologie zu Proteinen der 
SGNH/GDSL Hydrolase Familie, wie es auch für BcsAB2 ORF2 bzw. BcsX in 

K. hansenii der Fall ist. WssG, WssH und WssI weisen dagegen keine Homologie zu 

den Proteinen der in dieser Arbeit näher betrachteten K. hansenii Stämmen auf. wssG 

kodiert das Alginat Biosynthese Protein AlgF, wssH eine putative Alginate-O-
Acetylase sowie wssI ein nicht näher spezifiziertes Protein der Alginat-Biosynthese. 

Damit fehlen in beiden K. hansenii Stämmen jedoch Homologien zu Proteinen, die für 

die Synthese acetylierter Cellulose entscheidend sind. Da Pseudomonaden 

(Pseudomonadales) zur Klasse der Gammaproteobacteria zählen, 
Essigsäurebakterien jedoch zu den Alphaproteobacteria (Rhodospirales), weisen 

beide Gattungen keine enge Verwandtschaft auf, weshalb auch keine 

außergewöhnlich große Homologie der Synthesesysteme zu erwarten ist. 
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4.5 Translation des Cellulosesynthase-Komplexes in K. hansenii 

4.5.1 Von den Transkriptiondaten zur Analyse der Translation 

Die Auswertung der Transkriptionsdaten von K. hansenii ATCC 23769 lieferte wie 

beschrieben (3.5.1) keine eindeutigen Hinweise auf eine unterschiedliche Abundanz 

der einzelnen Cellulosesynthasen, aus welcher sich eine Hierarchie der Wichtigkeit 
ableiten ließe. Die Expressionsstärke von bcsAB1, bcsAB2 und bcsAB3 ist im Verlauf 

der Kultivierung relativ konstant. Ebenso übertrifft die Expression der für die Synthese 
der Fasern notwendige Cellulosesynthase bcsAB1 nicht die der übrigen Gene, 

sondern liegt teilweise niedriger. Bemerkenswerterweise wies die Cellulosesynthase 

des zweiten Genclusters, bcsAB2, die höchste Abundanz auf. 

Im Gegensatz hierzu zeigte die Transkriptionsanalyse des Hochproduzenten 

K. hansenii ATCC 53582 signifikante Unterschiede in der Abundanz der Transkripte 

der CS-Gene (3.5.2). Hieraus leitet sich bereits eine erste Annahme bezüglich der 
Hierarchie der einzelnen Cellulosesynthasen ab. Die Expression von bcsAB1 konnte 

als am höchsten quantifiziert werden, weshalb dieser der größte Beitrag zur 

Cellulosesynthese zugerechnet werden kann. Dagegen liegt die Expression von 
bcsAB2 signifikant darunter. Obwohl bcsAB2 nicht zur Synthese eines eindeutig 

erkennbaren Polymers nötig zu sein scheint, wirkt sich – wie gezeigt – ein 
Vorhandensein dennoch modifizierend auf die Zusammenlagerung der Fasern aus 

(3.4.1.3). Des Weiteren lag die Expression der dritten Cellulosesynthase-Genkopie, 
bcsAB3, deutlich niedriger als die der anderen beiden CS-Gene. Wie bereits für 

bcsAB2 beschrieben, können auch für bcsAB3 keine phänotypisch unterscheidbaren 

Polymere nach unbewegter, statischer Kultivierung sowie im REM erkannt werden, 

dennoch zeigt sich ebenfalls ein deutlicher Beitrag zur Zusammenlagerung der 
Cellulosefasern. In den meisten Fällen erfolgt die Regulation bakterieller 
Genexpression durch Steuerung der Transkription, dennoch können Regulationen 

während der Translation oder in post-translationalen Prozessen ablaufen, wenngleich 
hiermit aber auch ein deutlich erhöhter Energieaufwand verbunden ist (Duval et al. 

2015; Tollerson and Ibba 2020). 
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4.5.2 Akzessorische Proteine des Haupt-Cellulosesynthase-Operons 

zeichnen sich durch besonders erhöhte Proteinsynthese aus 

Zur abschließenden Klärung der tatsächlichen Abundanz der Proteine wurde das 
Proteom beider Stämme quantifiziert. Weitere Ursachen in der Geschwindigkeit und 

Stärke der Cellulosesynthese zwischen beiden Stämmen konnten so differenziert 
werden, sowie Rückschlüsse auf die Modifikation der Cellulosefasern getroffen 
werden. 

Der grundsätzliche Vergleich der Quantifizierung der drei CS-Loci zeigt in beiden 
Stämmen die herausragende Bedeutung des ersten Gen-Locus um bcsAB1. Die 

Abundanz dieser Proteine macht in K. hansenii ATCC 23769 90 % bzw. bei alleiniger 

Expression von bcsAB1 84 % aller in den drei CS-Loci kodierten Proteine aus. Noch 

deutlicher ist deren Anteil im Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 (96 % bzw. 

87 %). Interessanterweise konnte, trotz zuvor eindeutig gemessener Transkription, ein 
Anteil von BcsAB3 innerhalb des Proteoms in beiden Stämmen nicht nachgewiesen 

werden, was in beiden Stämmen dem phänotypisch sichtbaren Beitrag des Proteins 
widerspricht. Folglich kann diese Beobachtung auf eine unterhalb der 

Detektionsgrenze des Massenspektrometers liegende Stärke der Bildung des 
Proteins hinweisen. Lediglich in K. hansenii ATCC 23769 konnte die Anwesenheit von 

BcsC3, dem Kanal-Protein des dritten CS-Genclusters, in niedriger Abundanz 

nachgewiesen werden. Alle übrigen Proteine, von denen ein unmittelbarer Beitrag zur 
Cellulosesynthese in K. hansenii ATCC 53582 angenommen wird, wurden im 

Massenspektrometer detektiert. 

Dagegen konnte in K. hansenii ATCC 23769 weder im Wildtyp, noch im bcsAB1-

Einzelexpressionsstamm ein BcsC2 zuzurechnendes Peptid erfasst werden. Hierfür 

kann es mehrere Ursachen geben. Die Transkription von bcsC2 wurde nicht mittels 
RT-qPCR untersucht, daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich die 

Transkription im zweiten Cellulosesynthase-Gencluster von K. hansenii ATCC 23769 

auf die Transkription der Cellulosesynthasen beschränkt. Da aber bei alleiniger 
Expression von bcsAB2 ein nfEPS Phänotyp beobachtet werden kann, ist eine 

fehlende Expression von bcsC2 eher unwahrscheinlich. Wahrscheinlicher ist, dass 

sich die Tatsache, dass es sich hierbei um ein membranständiges Protein handelt, 
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negativ auf den Protein-Extraktions- und Aufreinigungsprozess ausgewirkt hat. Die 

unpolaren Abschnitte des Proteins adsorbieren aufgrund der hydrophoben 
Wechselwirkung häufig an die Innenwände der Kunststoff (PP)-Reaktionsgefäße, 

wodurch die Anzahl an detektierbaren Peptiden unter die Detektionsgrenze des 
Massenspektrometers fallen kann. 

Die akzessorischen Proteine (Abbildung 3; Abbildung 4), die unmittelbar vor bzw. nach 
BcsAB1 kodiert sind, zeigten eine bisher nicht beschriebene, deutlich erhöhte 

Abundanz im Vergleich zu der der Cellulosesynthase 1 selbst. Deren Bedeutung 
zeigte sich unter anderem dadurch, dass diese Proteine in K. hansenii ATCC 23769 

41 % und im Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 49 % aller im ersten Operon 

kodierten Proteine ausmachten. Vom verbleibenden, auf BcsABCD entfallenden 
Anteil machte BcsD wiederum 80 bzw. 84 % aus. Die Funktion sowie der Beitrag zum 

Cellulosenetzwerk ist lediglich für einen Teil der akzessorischen Proteine bereits 
experimentell beschrieben worden. Dieser entfällt insbesondere auf einen Anteil zur 

korrekten Zusammenlagerung der Cellulose-Makrofibrillen aus Mikrofibrillen. So 
zeigten weitere markerfreie Deletionen dieser Gene in K. hansenii ATCC 23769, dass 

einerseits Stämme nach Deletion von ccpAx oder cmcAx nicht in der Lage waren 

einen geschlossenen Biofilm zu bilden. Andererseits führte eine Deletion von bglxA zu 

einer deutlichen Reduktion des Biofilms gegenüber dem Wildtyp (Mientus, 
unveröffentlichte Daten). 

Bereits bei Standal et al. (1994) zeigte sich der essentielle Beitrag von CcpAx zur in 

vivo Cellulosesynthese von Acetobacter. Der Beitrag des Cellulose complementing 
factor (ccp) für Acetobacter wurde anschließend im Detail von Sunagawa et al. (2013) 

und McManus et al. (2016) charakterisiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass CcpAx 

auf einer Seite der Zelle in einer linearen Anordnung innerhalb der Membran lokalisiert 
ist und zur korrekten Lokalisation von BcsD beiträgt. Diese Anordnung konnte kürzlich 

von Nicolas et al. (2021) bei der Beschreibung des cortical belts für zwei 

Gluconacetobacter Spezies bestätigt werden. Nichtsdestotrotz bleibt die exakte 
Funktion von CcpAx während der Cellulosesynthese unklar. 

Die Beteiligung von CmcAx (Carboxymethyl-Cellulase) an der Ausbildung des 
terminalen Komplexes der Cellulosesynthase konnte bereits früh, ebenfalls durch 
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Standal et al. (1994), nachgewiesen werden. Dazu wurde eine Insertion im Gen für 

dieses Enzym in A. xylinum ATCC 23769, welche einen Cellulose-negativen Phänotyp 

zur Folge hatte, näher charakterisiert. Ungewöhnlich für Gram-negative Bakterien ist 
die Tatsache, dass es sich bei diesem Protein um ein in das Medium sekretiertes 

Enzym handelt. Die bioinformatische Vorhersage konnte bereits früh durch die 
experimentelle Zugabe von Antikörpern bestätigt werden, was in einer deutlichen 

Reduktion der Cellulosesynthese resultierte (Koo et al. 1998). Ferner zeigt sich die 
Wichtigkeit von CmcAx für die Cellulosesynthese dadurch, dass sich zum einen die 

produzierte Menge an Cellulose in Folge der Überexpression steigern ließ. Zum 
anderen zeigt sie sich dadurch, dass die Bildung von BglxA verstärkend auf die 

Bildung von CmcAx wirkt (Kawano et al. 2008). Des Weiteren weist die Analyse nach 
Disruption von CmcAx in G. xylinus BPR2001 darauf hin, dass das Fehlen dieses 

Enzyms zu einem ungeordneten Zusammenlagern der Cellulosefasern führt, wodurch 
folglich statt Cellulosefasern vom Typ I⍺, überdrehte Cellulosefasern ähnlich zu 

Cellulose Typ II gebildet werden (Nakai et al. 2013). 

Die Bedeutung von BglxA für die Synthese von bakterieller Cellulose wird durch die 
bereits genannte regulatorische Wirkung auf die Synthese von CmcAx deutlich. 

Außerdem wurde die eigenständige Funktion von BglxA als Beta-Glucosidase 
erstmals von Tonouchi et al. (1997) sowie von Tajima et al. (2001) beschrieben. Wenn 

auch die hydrolysierende Wirkung auf Cellotriose und längere Cello-Oligosaccharide, 
nicht aber auf Cellobiose, gezeigt werden konnte, bleibt der genaue Beitrag des 

Enzyms zur Synthese von Cellulose in Komagataeibacter noch immer unklar (Tahara 
et al. 1998; Tajima et al. 2001). 

  



Diskussion 

152 

 

4.5.3 BcsD als zentrales Protein des Haupt-Cellulosesynthase-Operons 

Innerhalb der Proteine des Haupt-Cellulosesynthase-Operons (bcsABCD) weist BcsD 

die höchste Abundanz aller gemessenen Proteine auf. Auch wenn dieses Protein nicht 
unmittelbar an der Polymerisierung der β-1,4-verknüpften Glucose-Einheiten beteiligt 

ist, deutet sich eine besondere Wichtigkeit dieses kleinen Proteins (17 kDa) an. Der 
Beitrag von BcsD zur Synthese und Kristallisierung von bakterieller Cellulose wurde 

erstmals bei der Analyse von Insertionsmutanten gezeigt (Saxena et al. 1994). Wie 
bereits zuvor beschrieben ist die Lokalisation von BcsD entlang der Zellachse eng an 

die Lage von CcpAx gekoppelt und relevant für die Fähigkeit Cellulose zu 
synthetisieren (McManus et al. 2016; Sunagawa et al. 2013). BcsD bildet ein 

zylinderförmiges Oktamer im Periplasma und dient als Tunnel zur Bündelung der 
wachsenden Glucankette während des Weitertransports hin zu BcsC (Hu et al. 2010; 

Iyer et al. 2011). Die Ausbildung von Cellulosefasern erfolgt in einem mehrstufigen, 
hierarchischen Prozess durch Zusammenlagerung der Cellulose-Microfibrillen, 

welcher möglicherweise im Periplasma durch BcsD vermittelt wird (Koizumi et al. 
2009). Durch die Kopplung an die Lage von CcpAx entlang der Zellachse wird 
möglicherweise auch die letzte Stufe der extrazellulären Zusammenlagerung durch 

BcsD angetrieben, indem die korrekte Anordnung des terminalen Komplexes entlang 
der Längsachse der Zelle sichergestellt wird (Mehta et al. 2015). 
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4.5.4 Hierarchie der drei Cellulosesynthase-Gencluster 

Der Vergleich der drei im Genom kodierten Cellulosesynthasen auf Ebene des 
Proteoms bestätigt die bereits am Phänotyp beschriebenen Annahmen zur 

hierarchischen Rangfolge der Enzyme. In K. hansenii ATCC 23769, wie auch im 

Hochproduzenten ATCC 53582 handelt es sich bei BcsAB1 um die Haupt-
Cellulosesynthase, die für die Synthese der bakteriellen Cellulosefasern 

verantwortlich ist. Dieses Enzym ist im komplexesten der drei Cellulosesynthase-
Gencluster kodiert, bestehend aus einem Operon mit bcsAB, bcsC und bcsD, sowie 

den Genen für die akzessorischen Proteine cmcAx, ccpAx und bglxA. 

Bei BcsAB2 unterscheidet sich der phänotypische Beitrag deutlich hinsichtlich der 
beiden hier analysierten Stämme. In K. hansenii ATCC 23769 wird eine relativ große 

Menge an nicht-fibrillärem EPS (nfEPS) synthetisiert, welches im Wildtyp die Zellen 

und Zwischenräume des Cellulosefaser-Netzwerks bedeckt. Dagegen tritt dieses 
Polymer in K. hansenii ATCC 53582 phänotypisch nicht so deutlich in Erscheinung. 

Im Elektronenmikroskop, wie auch bei Charakterisierung der mechanischen 

Eigenschaften zeigte sich der Beitrag zur Zusammenlagerung der Cellulosefasern. 
Jedoch zeigte sich bei alleiniger Expression von bcsAB2 kein Polymer an der 

Oberfläche des Kulturmediums. 

Vergleichbar scheint der Beitrag von BcsAB3 zu sein. In K. hansenii ATCC 23769 

bedeckt das synthetisierte EPS offenbar die Einzelzellen und trägt zur natürlichen 

Gestaltung des Biofilms bei. Im Gegensatz dazu ließ sich in K. hansenii ATCC 53582 
wie schon bei alleiniger Expression von bcsAB2 auch bei alleiniger Expression von 

bcsAB3 phänotypisch kein Polymer erkennen. Wie bereits für BcsAB2 beschrieben 

beschränkt sich der Beitrag von BcsAB3 anscheinend auf die Zusammenlagerung der 

Mikrofibrillen zu Cellulose-Makrofibrillen und bewirkt gemeinsam mit BcsAB2 wie eine 
Art ‚Kleister-Substanz‘ die Verbindung der Fasern. Zusammen mit den bisher 

genannten Ergebnissen und der besonders niedrigen Abundanz des Proteins scheint 
die Bedeutung von BcsAB3 besonders gering zu sein und kann wohl nur als 

akzessorische Cellulosesynthase betrachtet werden.  
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4.5.5 Beitrag des zweiten Cellulosesynthase-Clusters und Auswirkungen 

der Deletionen auf dessen Proteinsynthese 

Auffällige Ergebnisse liefert die Betrachtung von BcsAB2 ORF2 bzw. BcsX, zwei 
Proteinen, deren Wichtigkeit in bestehender Literatur bisher nicht näher beleuchtet 

wurde. Deren Aktivität konnte bisher nur bioinformatisch als Protein der SGNH/GDSL-
Hydrolase-Familie vorhergesagt werden, wobei die intrazelluläre Lokalisation des 
Proteins aufgrund eines unklaren pSortb-Ergebnisses nicht bestimmbar war. 

Dennoch bildet dieses Protein sowohl in K. hansenii ATCC 23769 als auch im 

Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 einen großen Anteil der Proteine des 

zweiten Cellulosesynthase-Genclusters. Entsprechend der vorhergesagten Funktion 
könnten die Proteine lipolytische Aktivität aufweisen (Akoh et al. 2004). Ihre 

physiologische Rolle wird einerseits mit der Acetylierung von Peptidoglycan 
beschrieben (Sychantha et al. 2018), andererseits ist der konkrete Beitrag zum 

Großteil noch immer nicht vollständig verstanden (Le et al. 2020) und für Vertreter der 
Acetobacteraceae bisher auch noch nicht näher untersucht worden. Daher bildet 

dieses Protein in beiden Stämmen ein interessantes Ziel für zukünftige Arbeiten an 
modifizierten Formen bakterieller Cellulose. Möglicherweise kann ein 

Zusammenwirken mit der ebenfalls im zweiten CS-Gencluster kodierten 
Acetyltransferase BcsY, hergestellt werden. 

Des Weiteren zeigt sich eine weitere Auffälligkeit bezüglich der Abundanz der vom 
BcsAB2-Gencluster kodierten Proteine. Als putativ Cellulose-modifizierendes 

Element weist die Genomsequenz beider Stämme das Gen einer Acetyltransferase 
auf (Florea et al. 2016b; Iyer et al. 2010; Umeda et al. 1999). Die vorhergesagte 

zytoplasmatische Acetyltransferase, BcsY, konnte eindeutig in allen vier Replikaten 
der Proben von K. hansenii ATCC 23769 sowie in dessen Doppeldeletionsmutante 

nachgewiesen werden. Diese Daten weisen auf die Rolle des Enzyms für die mögliche 
Acetylierung der in diesem Stamm synthetisierten Cellulose. Das Vorhandensein von 

Celluloseacetat stünde in Einklang mit den zuvor gemachten Beobachtungen zur 
Auswirkung von Aceton auf die Intaktheit des Cellulosenetzwerks im 

Elektronenmikroskop (3.4.1; 4.4.5). Gegensätzlich verhält es sich mit den 
entsprechenden Ergebnissen zu BcsY in K. hansenii ATCC 53582. Kein einziges 
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Probenreplikat des Wildtyps zeigte Hinweise auf die Bildung dieses Proteins. 

Lediglich in einer Probe der Doppeldeletionsmutante wurde ein einzelnes zu BcsY 
gehörendes Peptid identifiziert, was einer äußerst geringen Sequenzabdeckung von 

5,5 % entspricht. Die geringe Zuverlässigkeit dieses Ergebnisses bestätigt die 
Betrachtung des internen Scores der Software von 1,43 bei einem erreichbaren 

Maximum von 323,31. Diese Beobachtung verdeutlicht die Unterschiede der beiden 

in dieser Arbeit untersuchten Stämme und legt die Hypothese nahe, dass es sich bei 
K. hansenii ATCC 53582 um einen Abkömmling von K. hansenii ATCC 23769 handeln 

könnte, bei welchem durch Mutation(en) die Celluloseproduktion deutlich erhöht ist, 
dagegen die Bildung nicht essenzieller Proteine des Cellulosenetzwerks signifikant 

reduziert ist. 

 

4.5.6 Auswirkung der Deletionen der Cellulosesynthasen auf die 

Abundanzen weiterer Proteine 

Neben den bisher beschriebenen Proteinen, die aufgrund ihrer Lage im 
Cellulosesynthase-Operon bzw. -Gencluster unmittelbar der Cellulosesynthese 

zugerechnet werden können, ermöglichen die umfangreichen Proteomik-Daten den 
Vergleich sämtlicher Proteine und so eine Charakterisierung der Auswirkung der 

gleichzeitigen Deletion von bcsAB2 und bcsAB3. Bereits Deng et al. (2015) konnte 

zeigen, dass Proteine, die nicht unmittelbar im Zusammenhang zur Cellulosesynthese 
stehen, für diese notwendig sind. So bewirkten Insertionen innerhalb einer Lysin-
Decarboxylase (EFG85846) oder einer Alanin-Racemase (EFG85940) das Fehlen der 

Cellulosesynthese. In dieser Arbeit wirkte sich die Deletion der zusätzlichen CS-Gene 
bcsAB2 und bcsAB3 weder in K. hansenii ATCC 23769 noch im Hochproduzenten 

K. hansenii ATCC 53582 modifizierend auf die Bildung von denjenigen Proteinen aus, 

welche homolog zu denen bei Deng et al. (2015) beschriebenen sind, namentlich 

WP_003616935.1 & WP_003619443.1 bzw. CUW46040.1 & CUW47741.1. 

Stattdessen konnte eine signifikant veränderte Abundanz zwischen Wildtyp und 

Doppel-Deletionsmutante bei anderen Proteinen beobachtet werden. Da es sich 
hierbei, außer bei bcsAB2 ORF2, um Proteine handelt, deren Beitrag zur 

Cellulosesynthese bisher nicht beschrieben wurde, sind die Ergebnisse mit Vorsicht 
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zu betrachten und weitere detaillierte Analysen erforderlich, um einen tatsächlich 

kausalen Zusammenhang herstellen zu können. Besonders interessant für weitere 
Analysen erscheint hierbei in K. hansenii ATCC 23769 eine Tagatose 6-phosphat 

Kinase (WP_003619561.1), welche in jeder Probe des Wildtyps deutlich detektiert 

wurde, jedoch in keiner Probe der Doppeldeletionsmutante. Die Funktion einer 
Tagatose 6-phosphat Kinase wurde bisher in keinem Vertreter der Acetobacteraceae 

näher charakterisiert. Vergleicht man dagegen die bisher gemachte, detaillierte 
Analyse zum entsprechenden Protein in Staphylococcus aureus, so ist festzustellen, 

dass dieses Protein dort am Abbau von Lactose und Galactose beteiligt ist (Bissett 

and Anderson 1974). Bisher konnte kein Zusammenhang zur Biofilmbildung bzw. zur 
Synthese von EPS hergestellt werden. 

Für K. hansenii ATCC 53582 konnte mit einer Corrinoid Adenosyltransferase 

(CUW47672.1) ebenfalls ein Protein identifiziert werden, welches nur im Wildtyp und 
nicht in der Doppeldeletionsmutante detektiert werden konnte. Auch dieses Protein 

wurde bisher nicht näher in Acetobacteraceae-Stämmen untersucht, lediglich in 
anderen Gattungen, wie Salmonella oder Lactobacillus wurde die Beteiligung an der 

de novo-Synthese des Vitamin B12-Derivats Adenosylcobalamin beschrieben 

(Escalante-Semerena et al. 1990; Park et al. 2012). 

Im Gegensatz dazu wurde in beiden Stämmen kein Protein gefunden, welches in allen 
Replikaten der CS-Doppeldeletionsmutante, nicht aber in allen Proben des Wildtyps 

gemessen werden konnte. 
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4.6 Regulation der Cellulosesynthese – cyclisches di-GMP 

Cyclisches di-GMP stellt den für die Synthese von bakterieller Cellulose 
verantwortlichen sekundären Botenstoff dar, der dabei den Übergang von motilen zu 

sessilen Zellen reguliert (Ross et al. 1990; Ross et al. 1987). Eine hohe intrazelluläre 
Konzentration an cyclischem di-GMP korreliert dabei mit Biofilmbildung, wohingegen 

eine niedrige Konzentration einen motilen Phänotyp bewirkt (Opoku-Temeng and 
Sintim 2017). Die Aktivierung der Cellulosesynthase erfolgt durch Binden der C-
terminalen PiLZ-Domäne von BcsA (Amikam and Galperin 2005; Ryjenkov et al. 2006). 

Anhand der Proteinsequenz wurden in K. hansenii ATCC 23769 und K. hansenii ATCC 

53582 zwei mögliche Diguanylatcyclasen identifiziert, die sowohl das 
charakteristische GGDEF-, als auch das EAL-Motiv tragen (Ausmees et al. 2001; 

Römling and Galperin 2017; Simm et al. 2004). Beide Enzyme, DgcA 
(WP_003617106.1; CUW46099.1) und DgcB (WP_003621901.1; CUW48224.1), 

weisen zwar eine Homologie zu den DGCs auf, die von Tal et al. (1998) bei der Analyse 
nach Insertionsmutagenese beschrieben wurden; jedoch fehlen bisher Daten nach 

markerfreier in-frame Deletion, wie sie im Rahmen dieser Arbeit erzeugt wurden. 
Besonderes Interesse liegt in der Beantwortung der Frage, ob der c-di-GMP-

Regulationsmechanismus als weiteres biotechnologisches Werkzeug verwendet 
werden kann, um die deutlichen Unterschiede in der Geschwindigkeit und Menge der 

Cellulosesynthese beider Stämme zu charakterisieren. 

Einerseits weisen K. hansenii ATCC 23769 und Hoch-Cellulose-Produktionsstamm 

K. hansenii ATCC 53582 Gemeinsamkeiten in Folge der Deletion von dgcA bzw. dgcB 

auf: In beiden Stämmen war es nicht möglich, gleichzeitig beide DGC-Gene zu 

deletieren. Hierin begründet sich die Annahme, dass das Vorhandensein mindestens 
einer der beiden DGCs essentiell für das Überleben der Zelle ist und sich folglich die 

gleichzeitige Deletion beider Enzyme letal auswirkt. Ebenso deuten die Ergebnisse 
einen vergleichbaren Beitrag von dgcB zur Aktivierung der Cellulosesynthese in 

beiden Stämmen an. Nach Deletion dieses Gens sind beide Stämme nicht mehr in der 
Lage einen Biofilm an der Oberfläche unbewegter Flüssigkulturen zu bilden 

(Abbildung 14; Abbildung 15). 
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Andererseits unterscheidet sich der phänotypische Beitrag von dgcA zur 

Cellulosesynthese deutlich in beiden Stämmen. Die Deletion wirkte sich nicht auf die 

Cellulosemenge in K. hansenii ATCC 23769 aus (Abbildung 14), wogegen sich im 

Hochproduzenten K. hansenii ATCC 53582 die Masse der gebildeten Cellulose 
nahezu halbierte (Abbildung 15). 

Als weiterer Vergleichsparameter wurde die Motilität der Deletionsstämme auf 
Softagarplatten untersucht. Bereits die Wildtyp-Proben von K. hansenii ATCC 23769 

waren unter verschiedenen experimentellen Bedingungen nicht in der Lage sich 

schwärmend über die feuchte Mediumsoberfläche auszubreiten. Ebenso wiesen die 
DGC-Deletionsstämme keine Unterschiede bezüglich der Fähigkeit zur Ausbreitung 

auf (Abbildung 31). Anders verhielt es sich mit der Motilität der Zellen von K. hansenii 

ATCC 53582. Die Kolonien des Wildtyps waren in der Lage sich über die feuchte 
Oberfläche des Agars auszubreiten, jedoch ging diese Fähigkeit sowohl nach Deletion 
von dgcA, als auch nach Deletion von dgcB vollständig verloren (Abbildung 32). 

Bisher wurden als Grundlage für die Regulation der Cellulosesynthese mittels 

cyclischen di-GMP zwei theoretische Modelle postuliert: einen globalen und einen 
lokalen Regulationsmechanismus des sekundären Botenstoffs (Dahlstrom and 

O'Toole 2017). Dem globalen Signal-Modell liegt die Annahme eines gemeinsam 
genutzten, allgemeinen Grundniveaus an cyclischem di-GMP zu Grunde, welches 

durch die Gesamtheit aller zellulären Diguanylatcyclasen aufgebaut wird. Dagegen 
geht das Modell der lokalen Signalübertragung von einer direkten Interaktion der 

DGCs und ihres Effektors, bzw. einer lokal begrenzten Wirkung des freigesetzten 
cyclischen di-GMPs aus. Bisherige Studien zur Regulation der Cellulosesynthese in 

Komagataeibacter bevorzugen das globale Regulationsmodell, da die Insertions-
Mutagenese dreier DGCs in A. xylinum lediglich in einem geringen Rückgang der 

gesamten Cellulosesynthese resultierte (Jacek et al. 2019; Tal et al. 1998). 

Kürzlich durchgeführte Analysen zur Regulation der Biofilmsynthese in E. coli K12 

legen dagegen dort einen komplexen, lokalen Signalmechanismus nahe. In diesem 
Stamm scheint die Synthese von pEtN-Cellulose durch eine direkte Interaktion von 

DgcC und PdeK mit BcsB gesteuert zu werden (Richter et al. 2020). Aufgrund der in 
dieser Studie gemachten Ergebnisse finden sich Hinweise darauf, die die Hypothese 
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bekräftigen, dass die Cellulosesynthese sowohl in K. hansenii ATCC 23769, als auch 

in K. hansenii ATCC 53582 über einen lokalen Regulationsmechanismus gesteuert 

wird. Hierbei ist diese insbesondere von der Aktivität von DgcB abhängig. Zwar wurde 

in E. coli K12 eine räumliche Nähe der Kodierung von DgcC und PdeK zu BcsB 
gezeigt, dennoch sind Interaktionen mit dem Effektor auch ohne diese Nähe möglich 

(Richter et al. 2020). Mit Identifikation von weiteren komplexen c-di-GMP gesteuerten 
Regulationsmechanismen in unterschiedlichen Genera erscheint ein vergleichbar 

komplexer Aktivierungsmechanismus auch für die Cellulosesynthese in K. hansenii 

ATCC 23769 und K. hansenii ATCC 53582 als wahrscheinlich (Jenal 2013; Lindenberg 

et al. 2013; Pfiffer et al. 2019). 

Eine genauere Aussage, ob die Annahme eines lokalen c-di-GMP 

Regulationsmechanismus zutreffend ist, können zukünftige Experimente liefern, die 
die von Hengge (2021) beschriebenen drei Hauptkriterien des lokalen Mechanismus 
näher betrachten: I. spezifischer Phänotyp nach Deletion, II. direkte Interaktion von 

DGC, PDE und Effektor und III. gleichbleibende, bzw. signifikant reduzierte c-di-GMP 
Konzentrationen. Daneben liefern Untersuchungen zur räumlichen Steuerung des c-

di-GMP Signalwegs in zahlreichen anderen Organismen, wie u. a. P. aeroginosa, 

V. cholerae oder B. subtilis ergänzende Ansatzpunkte zur näheren Analyse der 

Regulation durch den sekundären Botenstoff in K. hansenii (Kunz and Graumann 
2020). 
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5. Fazit und Ausblick 

Die vielfältigen Anwendungsmöglichkeiten von bakterieller Cellulose in 
Biotechnologie, Biomedizin und Lebensmitteltechnologie wurden frühzeitig erkannt 
und erforscht. Im Vergleich zu Cellulose pflanzlichen Ursprungs profitiert bakterielle 

Cellulose von der besonders hohen Kristallinität, einfacher Aufreinigung und 
natürlichen Modifikationen, wodurch auf teure und umweltschädliche 

Aufreinigungsprozesse verzichtet werden kann (Knöller et al. 2020; Sommer et al. 
2021). 

Die erfolgreiche Entwicklung eines genetischen Systems für einen K. hansenii Stamm 

mit Celluloseproduktion und zusätzlich auch für einen zweiten Stamm mit besonders 
hoher Celluloseproduktion im Rahmen dieser Arbeit bildet eine gute Grundlage für 

zukünftige zielgerichtete Anpassung der ursprünglich nur als Essigmutter bekannten 
EPS (Pasteur 1864). 

Die von BcsAB1 gebildeten stark kristallinen Cellulosefasern bilden das Hauptelement 
dieses Biofilms, der sich durch ein sehr hohes Elastizitätsmodul und einen hohen 

Wassergehalt auszeichnet. Die von BcsAB2 und BcsAB3 gebildeten zusätzlichen EPS 
scheinen sich modifizierend auf die Netzwerkstruktur auszuwirken. Einerseits kann in 
K. hansenii ATCC 23769 davon ausgegangen werden, dass diese andere, scheinbar 

amorphe Form der Cellulose (nfEPS) aufgrund ihrer Lage im Cellulosenetzwerk auf 

den Feuchtigkeitshaushalt der Zellen regulierend wirkt. Andererseits wirken sich die 
beiden zusätzlichen Cellulosesynthasen besonders modifizierend auf die 

mechanischen Eigenschaften der vom Hoch-Cellulose-Produktionsstamm 
K. hansenii ATCC 53582 gebildeten Cellulose aus. Diese Eigenschaften können 

zukünftig genutzt und im Zuge von rekombinanter Stammentwicklung neu 

zusammengesetzt werden, um neue, regenerative Materialien für 
Spezialanwendungen zu erzeugen. Durch die spezifische Kombination der einzelnen 

CS-Gene beider Stämme kann versucht werden, insbesondere die vielfältigen 
Herausforderungen wie Stoff-Diffusion, Steifheit oder Biokompatibilität gezielt zu 
verändern und so insbesondere neue Anwendungsmöglichkeiten in der Biomedizin 

und dem Tissue-Engineering zu schaffen (Griffith and Naughton 2002; Klemm et al. 
2021; Rozenberga et al. 2016). Ein weiteres, eher neuartiges Feld, in dem bakterielle 
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Cellulose aufgrund der vielfältigen Eigenschaften Verwendung findet, ist die optische 

Industrie. Hier kann die Licht-Leitfähigkeit bakterieller Cellulose genutzt werden, um 
auf Erdöl basierende Polymere durch nachhaltige Biopolymere zu ersetzen (Reimer 

and Zollfrank 2021). 

Auffällig, aber bisher nicht näher betrachtet und daher noch ungeklärt, bleibt die 

Beobachtung, dass sich die in beiden hier untersuchten Stämmen die zur Induktion 
der Cellulosesynthese notwendige Zellzahl deutlich unterschied (abgeleitet aus dem 

unterschiedlichen Inokulum und den REM-Aufnahmen). Dies liefert neue 
Ansatzpunkte für weitere detaillierte Analysen zur Steuerung der Cellulosebildung 

sowie einen Hinweis auf die Beteiligung von Quorum Sensing an der Synthese 

bakterieller Cellulose. Als entsprechender Botenstoff wurden vor kurzem N-Acyl-
Homoserin-Lactone in Gluconacetobacter identifiziert (Liu et al. 2019). Ferner konnte 

bereits gezeigt werden, dass eine Überexpression des an der Regulation des Quorum 

sensing beteiligten Gens (luxR) zur Steigerung der gebildeten Cellulosemenge führt 

(Zhang et al. 2021). 
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7.3 Tabellen 

Oligonukleotide zur Konstruktion der Deletionsplasmide – K. hansenii ATCC 

23769 
Primername Sequenz Verwendung 
pKOS6b_F AGCGCCCAATACGCAAAC Kontrolle des pKOS6b-

Plasmids pKOS6b_R CTTTGCAGGGCTTCCCAAC 
FL A-SL_DgcA_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTGCCAGG

TCGATCGGTTCCTCAAG 
Amplifikation der oberen 
Flanke 

FL A-SL_DgcA_R CTTTCTCCCCCTGAGGTTGATGAAG
TCTAAGGCAACATTCCAGCGTATC 

FL B-SL_DgcA_F GATACGCTGGAATGTTGCCTTAGAC
TTCATCAACCTCAGGGGGAGAAAG 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

FL B-SL_DgcA_R CCAGTCTAGCTATCGCCATGTCGGG
ACGTGATCCAATCACTC 

pKOS6b_SL-DgcA_F GAGTGATTGGATCACGTCCCGACAT
GGCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-DgcA_R CTTGAGGAACCGATCGACCTGGCAC
AACATACGAGCCGGAAG 

FL A-SL_DgcB_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTGGGGAT
GCTCAACCTGCATTAC 

Amplifikation der oberen 
Flanke 

FL A-SL_DgcB_R GAACATCACCCTGCGTCATGGTGCG
TTTCCCTCAGACCTGAAAACG 

FL B-SL_DgcB_F CGTTTTCAGGTCTGAGGGAAACGCA
CCATGACGCAGGGTGATGTTC 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

FL B-SL_DgcB_R CCAGTCTAGCTATCGCCATGTGTCG
GCCATGACATGTGGTTTCC 

pKOS6b_SL-DgcB_F GGAAACCACATGTCATGGCCGACAC
ATGGCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-DgcB_R GTAATGCAGGTTGAGCATCCCCACA
ACATACGAGCCGGAAG 
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Oligonukleotide zur Konstruktion der Deletionsplasmide – K. hansenii ATCC 

53582 
Primername Sequenz Verwendung 
Fla A-SL_AB1_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTGTTCGAT

CAGGCGGAGCATGACAC 
Amplifikation der oberen 
Flanke 

Fla A-SL_AB1_R GAAGCATATCGTTTATGGGTCACAG
GGACAGGCGGTCGCCTGAATA 

Fla B-SL_AB1_F TATTCAGGCGACCGCCTGTCCCTGT
GACCCATAAACGATATGCTTC 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

Fla B-SL_AB1_R CCAGTCTAGCTATCGCCATGTCCTT
GGCATTCAGGTTCAGTG 

pKOS6b_SL-AB1_F CACTGAACCTGAATGCCAAGGACAT
GGCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-AB1_R GTGTCATGCTCCGCCTGATCGAACA
CAACATACGAGCCGGAAG 

Fla A-SL_AB2_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTGGTTGC
ATCGGCCTGTATTTCAC 

Amplifikation der oberen 
Flanke 

Fla A-SL_AB2_R GCTGTCCCCGGGGATTTGAAGGTAC
GATGCGTCGGGGGATATGTCCG 

Fla B-SL_AB2_F CGGACATATCCCCCGACGCATCGTA
CCTTCAAATCCCCGGGGACAGC 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

Fla B-SL_AB2_R CCAGTCTAGCTATGCCATGTGCATG
TTGAGCGAGGCATAGTG 

pKOS6b_SL-AB2_F CACTATGCCTCGCTCAACATGCACA
TGGCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-AB2_R GTGAAATACAGGCCGATGCAACCAC
AACATACGAGCCGGAAG 

Fla A-SL_AB3_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTGGCACC
ATACTCCATAGCGTAAC 

Amplifikation der oberen 
Flanke 

Fla A-SL_AB3_R CATACATGGTCGGTTTCCTTCTGTTA
ATATGCCGGTTTAAAGGATAATC 

Fla B-SL_AB3_F CCAGTCTAGCTATCGCCATGTCGAC
GCATTTCGCCATCATCTG 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

Fla B-SL_AB3_R GATTATCCTTTAAACCGGCATATTAA
CAGAAGGAAACCGACCATGTATG 

pKOS6b_SL-AB3_F CAGATGATGGCGAAATGCGTCGACA
TGGCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-AB3_R GTTACGCTATGGAGTATGGTGCCAC
AACATACGAGCCGGAAG 

Fla A-SL_DgcA_F  CTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGCAC
ATCTTCCAGCGTATC 

Amplifikation der oberen 
Flanke 

Fla A-SL_DgcA_R CTTTCTCCCCCTGAGGTTGATGAAG
TCTAAGGCAACATTCCAG 
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Primername Sequenz Verwendung 
Fla B-SL_DgcA_F CTGGAATGTTGCCTTAGACTTCATCA

ACCTCAGGGGGAGAAAG 
Amplifikation der unteren 
Flanke 

Fla B-SL_DgcA_R CCAGTCTAGCTATCGCCATGTTGTTT
GCCCTTGCCTATGTGAC 

pKOS6b_SL-DgcA_F GTCACATAGGCAAGGGCAAACAACA
TGGCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-DgcA_R GATACGCTGGAAGATGTGCACACAA
CATACGAGCCGGAAG 

Fla A-SL_DgcB_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTGCGGCC
ATGACATGTGGTTTCC 

Amplifikation der oberen 
Flanke 

Fla A-SL_DgcB_R CGTTTTCAGGTCTGAGGGAAACGCA
CCATGACGCAGGGTGAT 

Fla B-SL_DgcB_F ATCACCCTGCGTCATGGTGCGTTTC
CCTCAGACCTGAAAACG 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

Fla B-SL_DgcB_R CCAGTCTAGCTATCGCCATGTGGGA
TGCTCAACCTGCATTAC 

pKOS6b_SL-DgcB_F GTAATGCAGGTTGAGCATCCCACAT
GGCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-DgcB_R GGAAACCACATGTCATGGCCGCACA
ACATACGAGCCGGAAG 

Fla A-SL_bcsY_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTGCGGTA
TCCACATCCGCATTCACG 

Amplifikation der oberen 
Flanke 

Fla A-SL_bcsY_R GTGAAATACAGGCCGATGCAACAGC
GTGCGGGGCGATGTACC 

Fla B-SL_bcsY_F GGTACATCGCCCCGCACGCTGTTG
CATCGGCCTGTATTTCAC 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

Fla B-SL_bcsY_R CCAGTCTAGCTATCGCCATGTGGAT
GTGGCTGGACTGGTATCTC 

pKOS6b_SL-bcsY_F GAGATACCAGTCCAGCCACATCCAC
ATGGCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-bcsY_R CGTGAATGCGGATGTGGATACCGCA
CAACATACGAGCCGGAAG 
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Primer zur Kontroll-PCR der Ziel-Gene, sowie Primer zur Sequenzierung – 

K. hansenii ATCC 23769 
Primername Sequenz Verwendung 
bcsAB1_F CGTTGACGCTGCTCGTTTAC Amplifikation bcsAB1 
bcsAB1_R GCAAATCCGCCAGCATAAGG  
bcsAB2_F GTTCCAACGCAACGAGATTCTG Amplifikation bcsAB2 
bcsAB2_R GCAGGCATAATCACGCACATAG  
bcsAB3_F CGAATATGCGGGAGTTGGTTTG Amplifikation bcsAB3 
bcsAB3_R GTAACATGGCCCATGCCTCTTC  
dgcA_F  TCTGCACATCTTCCAGCGTATC Amplifikation dgcA 
dgcA_R CCTTGCGACCGTCTATGCCATC 
dgcB_F  TTTCGTGCAGTGTCGGTATCAG Amplifikation dgcB 
dgcB_R CCTTCCTTGGCACATTCATGG 
bcsD_F  TATAACGGGCGTGGCAAGTATG Amplifikation der Insertions-

Stelle von sfGFP bcsD_R  CTCGCCCGCATATTCGAAATTG 
GFP_ins_seq_F  GGGTGCGTTTGGTGATTATG Sequenzierung der sfGFP-

Insertion GFP_ins_seq_R  GTCGCTTCAACATCAGAACC 
RFP_ins_seq_F TGTGGCTGGACTGGTATCTC Sequenzierung der mRFP1-

Insertion RFP_ins_seq_R GCAAGAAGTGCGCTCATCTC 
mKalama1_ins_seq_F TCGGGCGATCTATCAGCTCAC Sequenzierung der 

mKalama1-Insertion mKalama1_ins_seq_R TGATCGCCATCCCGTTTACTG 
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Primer zur Kontroll-PCR der Ziel-Gene, sowie Primer zur Sequenzierung – 

K. hansenii ATCC 53582 
Primername Sequenz Verwendung 
acsAB_F CGTTGACGCTGCTCGTTTACATC Amplifikation bcsAB1 
acsAB_R CGGGTGTAACCGGTAACCATGAC 
acsAB2_F ATCACGGCCACCATGCATAAC Amplifikation bcsAB2 
acsAB2_R GTGTCGCTGAGATAGCCGAAC 
acsAB3_F AGCGATGGTCCCAATACTTC Amplifikation bcsAB3 
acsAB3_R CCTTCGGCTTCATGGATCTTAC 
acsAB_seq_F CGCACATCAGCATCGTCCATAAG Sequenzierung von bcsAB1 
acsAB_seq_R CAGCCAGCGTCTGGTAATATTC 
acsAB2_seq_F CAGTACCGACAGGAGCGAATC Sequenzierung von bcsAB2 
acsAB2_seq_R GGGCCTGTTAACCCTTAAAGC 
acsAB3_seq_F CTTCGCCTCCAATCTAAGGTG Sequenzierung von bcsAB3 
acsAB3_seq_R CCCTCCTCTATCTGCTCATTG 
DgcA_F  CTAACAGGGCTGTCAGATAGG Amplifikation dgcA 
DgcA_R GATCCTGTTCCTGTGGATACTG 
DgcA_seq_F CCGCTCCTTGGTGTTCATCAG Sequenzierung von dgcA 
DgcA_seq_R ACGGCCCTGTACCCAATATCG 
DgcB_F CGGACATCCTGCATAGAATTGG Amplifikation dgcB 
DgcB_R CCGTCCTACAGCAACCATATC 
DgcB_seq_F GTCGGAATGCACGATATACC Sequenzierung von dgcB 
DgcB_seq_R TTGCTTGAGGAGCTGAAGTG 
bcsY_F CCGACACGATATAGGGATGG Amplifikation bcsY 
bcsY_R  ACAGGCTGACAAGCTATCG 
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Primer zur Konstruktion von Fluoreszenz-Fusionen – K. hansenii ATCC 23769 
Primername Sequenz Verwendung 
acsAB-23769-Pro_SL_for CTTATTCAGGCGTAGCACCAGTCTG

TGCTTTACTTGCTTCTTTTC 
Amplifikation der 
Promotor-Region 

acsAB-23769-Pro_SL_rev CAGCTCTTCGCCTTTACGCATCATG
GAAATCAACTGCATCAGATCTTAC 

GFP_pJPB125_SL_for GTAAGATCTGATGCAGTTGATTTCCA
TG 

Amplifikation von sfGFP 

GFP_pJPB125_SL_rev CCATGATTACGCCAAGCGTCATTTGT
ACAGTTCATCCATACC 

pMM3b_SL2_acsAB_Prom-
23769_for 

GGTATGGATGAACTGTACAAATGAC
GCTTGGCGTAATCATGG 

Amplifikation des Vektors 

pMM3b_SL_acsAB_Prom-
23769_rev 

GAAAAGAAGCAAGTAAAGCACAGAC
TGGTGCTACGCCTGAATAAG 

Fl A-SL_GFP_ins_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGTG
GTTATGCCATCCAGAC 

Amplifikation der oberen 
Flanke 

Fl A-SL_GFP_ins_R CAGCTCTTCGCCTTTACGCATGCCT
CAGGTCGCGGAACTG 

Fl B-SL_GFP_ins_F GGTATGGATGAACTGTACAAATGAA
GGACAACGGCGGTCTGG 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

Fl B-SL_GFP_ins_R CCAGTCTAGCTATCGCCATGTTGAA
GCGTCATGTGCGACAG 

pJPB125_SL-GFP_ins_F CAGTTCCGCGACCTGAGGCATGCGT
AAAGGCGAAGAGCTG 

Amplifikation von sfGFP 

pJPB125_SL-GFP_ins_R CCAGACCGCCGTTGTCCTTCATTTG
TACAGTTCATCCATACC 

pKOS6b_SL-GFP_ins_F CTGTCGCACATGACGCTTCAACATG
GCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-GFP_ins_R GTCTGGATGGCATAACCACCACACA
ACATACGAGCCGGAAG 

Fl A-SL_RFP_ins_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTTGTTCG
GGCAGAACCAGTTGAAG 

Amplifikation der oberen 
Flanke 

Fl A-SL_RFP_ins_R CGTCTTCGGAGGAAGCCATGTATCA
GTGCGATGCGTCGGTC 

Fl B-SL_RFP_ins_F GTCACTCCACCGGTGCTTAAGATGC
GTCGGGAGATATG 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

Fl B-SL_RFP_ins_R CCAGTCTAGCTATCGCCATGTGTCA
CGCGGAAAGAACTC 

pBSC1_SL-RFP_ins_F GACCGACGCATCGCACTGATACATG
GCTTCCTCCGAAGACG 

Amplifikation von mRFP1 

pBSC1_SL-RFP_ins_R CATATCTCCCGACGCATCTTAAGCA
CCGGTGGAGTGAC 

pKOS6b_SL-RFP_ins_F GAGTTCTTTCCGCGTGACACATGGC
GATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-RFP_ins_R CTTCAACTGGTTCTGCCCGAACAAC
AACATACGAGCCGGAAG 
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Primername Sequenz Verwendung 
Fl A-SL_mKalama1_ins_F CTTCCGGCTCGTATGTTGTCACATTG

CCGCTGTCCTCTAC 
Amplifikation der oberen 
Flanke 

Fl A-SL_mKalama1_ins_R CTCCTCGCCCTTGCTCACCATTTCC
TAATGCCCCGGCG 

Fl B-SL_mKalama1_ins_F GGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAA
GGGTATCAGGGCCGGATG 

Amplifikation der unteren 
Flanke 

Fl B-SL_mKalama1_ins_R CCAGTCTAGCTATCGCCATGTTTGG
TCAAGGCAGCCGTAGG 

mKalama1_SL_ins_F CGCCGGGGCATTAGGAAATGGTGA
GCAAGGGCGAGGAG 

Amplifikation von 
mKalama1 

mKalama1_SL_ins_R CATCCGGCCCTGATACCCTTTACTT
GTACAGCTCGTCCATGCC 

pKOS6b_SL-mKala_ins_F CCTACGGCTGCCTTGACCAAACATG
GCGATAGCTAGACTGG 

Amplifikation des Vektors 

pKOS6b_SL-mKala_ins_R GTAGAGGACAGCGGCAATGTGACAA
CATACGAGCCGGAAG 

 

 

Primer zur Verwendung in RT-qPCR – K. hansenii ATCC 23769 und ATCC 53582 
Primername Sequenz Verwendung 
ATP-Syn_F GACGGGCGTATCGTCCTTATG Amplification der ATP 

synthase ATP-Syn_R ATCGGGCCGGATGTCAATCAG 
RNA-Poly_F GAATCCGCCAGATTGCAGACC Amplification der RNA 

polymerase RNA-Poly_R CAGCGCAGTCCATTGGTGAAC 
qPCR_bcsAB1_F CGCTGAACGAGCAGTATATC RT-qPCR Primer bcsAB1 
qPCR_bcsAB1_R GTTTCCGCTGACGAAGAAG 
qPCR_bcsAB2_F GGGTGACAACAAGCTGAAC RT-qPCR Primer bcsAB2 
qPCR_bcsAB2_R CGGTGGAGAAATCGGAAATAC 
qPCR_bcsAB3_F CAGCCTGATTATCGTCCTTG RT-qPCR Primer bcsAB3 
qPCR_bcsAB3_R CCGTAAGTTCGAAGGGAATG 
qPCR_gyrA_F GCTCGCTCTCGTCATAATTG RT-qPCR Primer 

Referenzgen gyrA qPCR_gyrA_R GCCGCCATGCGTTATAC 
qPCR_recA_F TGGACAGCCTTCTCATCA RT-qPCR Primer 

Referenzgen recA qPCR_recA_R ATCACCAGCACGTCAATC 
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Im Rahmen dieser Arbeit erstellte Plasmide 

Verwendete Deletionsplasmide 

Plasmidname Verwendung Deletion von  
K. hansenii ATCC 23769  
pKOS6b_ΔacsAB Cellulosesynthase-Gen bcsAB1 
pKOS6b_ΔacsAB2 Cellulosesynthase-Gen bcsAB2 
pKOS6b_ΔacsAB3 Cellulosesynthase-Gen bcsAB3 
pKOS6b_ΔdgcA_23769 Diguanylatcyclase-Gen dgcA 
pKOS6b_ΔdgcB_23769 Diguanylatcyclase-Gen dgcB 

K. hansenii ATCC 53582  
pKOS6b_ΔacsAB_53582 Cellulosesynthase-Gen bcsAB1 
pKOS6b_ΔacsAB2_53582 Cellulosesynthase-Gen bcsAB2 
pKOS6b_ΔacsAB3_53582 Cellulosesynthase-Gen bcsAB3 
pKOS6b_ΔpdeA1-dgc1_53582 Diguanylatcyclase-Gen dgcA 
pKOS6b_Δdgc2_53582 Diguanylatcyclase-Gen dgcB 

 

Verwendete Plasmide Fluoreszenzfusion 

Plasmidname Verwendung Deletion von  
pMM3b_P-acsAB-23769-GFP Expression von sfGFP unter der 

Promotorregion von bcsAB1 im 
Plasmidbackbone von pMM3b 

pKOS6b_INS_GFP_acsD_23769 Insertion von sfGFP an bcsAB1 
pKOS6b_INS_RFP_acsAB2_23769 Insertion von mRFP1 an bcsAB2 
pKOS6b_INS_mKalama1_acsAB3_23769 Insertion von mKalama1 an bcsAB3 
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7.4 Abbildungen 

 
Abbildung S 1. FTIR-Spektren der von K. hansenii ATCC 23769 erzeugten Stämme. A: 
K. hansenii ΔbcsAB2; B: K. hansenii ΔbcsAB3; C: K. hansenii ΔbcsAB1 ΔbcsAB2; D: K. hansenii 
ΔbcsAB1 ΔbcsAB3; E: K. hansenii ΔbcsAB2 ΔbcsAB3. 
 

 
Abbildung S 2. FTIR-Spektren der von K. hansenii ATCC 53582 erzeugten Stämme.  
A: K. hansenii ΔbcsAB2; B: K. hansenii ΔbcsAB3; C: K. hansenii ΔbcsAB2 ΔbcsAB3; D: K. hansenii 
ΔbcsY; F: K. hansenii ΔdgcA. 
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Abbildung S 3. Motivvergleich nach Protein Alignement von BcsAB1 in K. hansenii ATCC 23769 
(UniProt Accession number: Q76KJ8) und K. hansenii ATCC 53582 (UniProt Accession number: 
P0CW87). 
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Abbildung S 4. REM des von K. hansenii ATCC 23769 gebildeten Biofilms im vertikalen 
Querschnitt nach über Nacht Inkubation in 1x PBS und Dehydratisierung in aufsteigender EtOH-
Reihe. Orientierung: Oberseite = Luft zugewandte Seite, Unterseite = Medium zugewandte Seite. 
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Abbildung S 5. HPLC Chromatogramm des Cellulosebiofilms aus K. hansenii ATCC 23769 
gemessen nach Hydrolyse in 250 mM H2SO4 (blau) verglichen mit Celluloseacetat Standard 
(schwarz). Die Detektion erfolgte mittels des RI-Detektors. 
 

 
Abbildung S 6. Wie Abbildung S 2, die Detektion erfolgte in diesem Fall mittels UV-Detektor. 
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Abbildung S 7. Absteigende Rangfolge der Proteinhäufigkeiten in K. hansenii ATCC 23769. 
BcsD, CcpAx, BglxA, BcsAB1, BcsC1, BcsAB2 ORF2, BcsAB2, CmcAx, BcsY, BcsC3. 
 

 
Abbildung S 8. Absteigende Rangfolge der Proteinhäufigkeiten in K. hansenii ΔbcsAB2 
ΔbcsAB3 (ATCC 23769). BcsD, CcpAx, BcsAB2 ORF2, BglxA, BcsAB1, BcsC1, CmcAx, BcsY, 
BcsC3, BcsAB2. 
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Abbildung S 9. Absteigende Rangfolge der Proteinhäufigkeiten in K. hansenii ATCC 53582. 
BcsD, BglxA, CcpAx, CmcAx, BcsC1, BcsAB1, BcsX, BcsAB2, BcsC2. 
 

 
Abbildung S 10. Absteigende Rangfolge der Proteinhäufigkeiten in K. hansenii ΔbcsAB2 
ΔbcsAB3 (ATCC 53582). CcpAx, BcsD, BglxA, BcsX, BcsC1, CmcAx, BcsAB1, BcsC2, BcsY. 
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