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geführt. Obwohl beide K. hansenii-Stämme 
sich in der Struktur der drei CS-Operons 
ähneln, unterscheiden sie sich deutlich in 
der Menge und Geschwindigkeit der Cellulo-
seproduktion. Während der Stamm K. hanse-
nii ATCC 23769 für 21 Tage inkubiert wurde, 
bis sich ein massiver Biofi lm bildete, reich-
ten für den Hoch-Cellulose-Produktions-
stamm K. hansenii ATCC 53582 bereits sechs 
Tage aus.

Beitrag der einzelnen 
Cellulosesynthasen
Die konstruierten markerfreien in-frame-
Deletionsstämme, die jeweils nur eine der 
drei CS bildeten (BcsAB1, BcsAB2 oder 
BcsAB3), verdeutlichten die bereits in den 
Wildtypen beobachteten phänotypischen 
Unterschiede (Abb. 1A). Beiden K. hansenii-
Stämmen ist gemein, dass die Bildung der 
Haupt-CS BcsAB1 hinreichend und notwen-
dig ist, um einen geschlossenen, festen und 
stabilen Biofi lm zu bilden, der die gesamte 
Oberfl äche des Kulturmediums bedeckt. Der 
Hochproduzent ATCC 53582 überragt auch 
bei alleiniger Expression der Haupt-CS den 
anderen Stamm ATCC 23769 deutlich. Unter-
schiedliche Beobachtungen wurden jedoch 
für die Einzelexpressionstämme der zusätz-
lichen CS gemacht. Im Stamm ATCC 23769 
wurde bei alleiniger Expression von bcsAB2 
bzw. bcsAB3 jeweils ein fragmentiertes, dün-
nes Pellikel gebildet. Dagegen war bei 
Expression nur von bcsAB2 oder bcsAB3 im 
Hochproduzenten, ATCC 53582, an der Ober-
fl äche der Kultur gar kein freigesetztes ex tra-
zelluläres Polymer zu erkennen. 

Effekte der drei Cellulosesynthasen 
auf die räumliche Struktur des 
Netzwerks
Der mikrostrukturelle Aufbau des Cellu-
losenetzwerks wurde im Rasterelektronen-
mikroskop aufgeklärt. Die Aufnahmen beider 
K. hansenii-Stämme zeigten die typische 
Struktur von BC (Abb. 1A): Ein stark quer-
vernetztes Netzwerk aus Cellulosefasern. 
K. hansenii ATCC 23769 synthetisiert insge-
samt eine geringere Menge Cellulose, aber, 

MARTIN BIMMER, WOLFGANG LIEBL, ARMIN EHRENREICH

LEHRSTUHL FÜR MIKROBIOLOGIE, TU MÜNCHEN, FREISING

Besides plants also some bacterial genera are able to synthesize cellu-
lose in remarkably high quantities. Bacterial cellulose from the acetic 
acid bacterium Komagataeibacter hansenii has a big advantage sup-
porting its use as multifunctional and sustainable material – it is free 
of non-cellulosic components, unlike cellulose of plant origin. Based on 
marker-free in frame deletions, we propose a model where cellulose 
fi bers released by the main cellulose synthase (BcsAB1) are modifi ed 
by two additional cellulose synthases.

DOI: 10.1007/s12268-023-1908-9
© Die Autoren 2023

ó Cellulose ist das am häufi gsten vorkom-
mende natürliche Biopolymer auf unserem 
Planeten. Als Hauptbestandteil pfl anzlicher 
Zellwände stellt sie rund 40 Prozent der welt-
weiten Gesamtbiomasse [1]. Was meist weni-
ger bekannt ist: Auch einige Bakteriengat-
tungen sind in der Lage, Cellulose in ver-
gleichsweise großen Mengen herzustellen. 
Dabei greifen diese auf dieselbe Enzymatik 
zurück, wie es höhere Pfl anzen tun [2]. Essig-
säurebakterien, insbesondere Vertreter der 
Gattung Komagataeibacter, sind besonders 
prominente Produzenten bakterieller Cellu-
lose (BC). Diese macht den Hauptbestandteil 
der Essigmutter aus, also jenes massiven 
Biofi lms, der sich auf der Oberfl äche von 
stehen den alkoholischen Getränken – wie 
Wein – bildet und in dem Essigsäurebakte-
rien Alkohol in Gegenwart von Sauerstoff zu 
Essigsäure oxidieren.

Die Homologie des bakteriellen Cellu-
losesynthase(CS)-Komplexes zum pfl anz-
lichen System macht die Cellulosesynthese 
in Komagataeibacter zu einem hervorragen-
den Modellsystem [3]. Als Modellorga-
nismen haben sich hier zwei K. hansenii-
Stämme etabliert, wobei sich der Stamm 
ATCC 53582 durch eine um ein Vielfaches 
höhere Produktionsmenge und -geschwin-
digkeit im Vergleich zum Stamm ATCC 
23769 auszeichnet. Die hohe Reinheit von 
BC sowie deren hohe Biokompatibilität 
sind Gründe, warum es für BC vielfältige 

biotechnologische Anwendungsmöglichkei-
ten gibt. 

Die genetische Grundlage für die Synthese 
von BC besteht in den erwähnten Stämmen 
aus drei Gruppen von benachbarten Genen, 
die jeweils mindestens eine CS (bcsAB) und 
ein Kanalprotein (bcsC) codieren und jeweils 
wahrscheinlich Operons sind (Abb. 1B). Die-
se unterscheiden sich durch die Anzahl an 
zusätzlich codierten akzessorischen Protei-
nen [4].

Ein von unserer Arbeitsgruppe etabliertes 
Deletionssystem, das auf der Gegenselektion 
durch eine Cytosin-Desaminase in Anwesen-
heit von 5-Fluorocytosin beruht, wurde zur 
Konstruktion der Mutanten genutzt [5]. Dies 
erlaubte es erstmals, chromosomale marker-
freie in-frame-Deletionen in Cellulose-produ-
zierenden Essigsäurebakterien zu konstruie-
ren [6]. Anhand der Phänotypen der erzeug-
ten Einzel- und Doppelmutanten konnten wir 
damit beginnen, die spezifi sche physiologi-
sche Rolle jeder einzelnen der drei CS zu 
bestimmen, deren Gene in den drei putativen 
Operons unterschiedlicher Komplexität lie-
gen [7].

Phänotypische Unterschiede von 
K. hansenii ATCC 23769 und ATCC 
53582
Die Charakterisierung der Celluloseproduk-
tion wurde in unbewegten, statischen Kultu-
ren auf Komplexmedium mit Glucose durch-

Cellulosesynthese

Bakterielle Cellulose – ein Netzwerk 
gestaltet von drei Cellulosesynthasen
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mit Ethanol erhalten. Eine benachbart zum 
bcsAB2-Lokus codierte putative Acetyltrans-
ferase (bcsY) legt die Vermutung nahe, dass 
es sich bei dem diesem putativen Operon 
zuordenbaren Polymer um natürlich vorkom-
mende Cellulose mit einem geringen Acety-
lierungsgrad handeln könnte. Jedoch war 
bislang ein Nachweis entsprechender Acetyl-
gruppen nicht möglich. Unsere Arbeitshypo-
these ist, dass diese die Zellen einbettenden 
nfEPS u. a. die einzelnen Zellen in der Essig-
mutter vor Austrocknen schützen könnten.

Schema des Cellulosenetzwerks
Um zu einem umfassenderen Bild des Cellu-
losenetzwerks in K. hansenii zu kommen, 
wurden die Ergebnisse von physiochemi-
schen Messungen, Transkriptions- und Pro-
teomdaten sowie fl uoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen von fluoreszenzmarkierten 

wie wir aus den Doppel-Deletionsstämmen 
wussten, bilden die zusätzlichen CS BcsAB2 
und BcsAB3 hier mehr Polymer als im Hoch-
produzenten. Rasterelektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen zeigten neben den von 
BcsAB1 gebildeten Cellulosemikrofi brillen 
weitere extrazelluläre polymere Substanzen 
(EPS). Diese zusätzlichen EPS ließen sich 
anhand der Deletionsmutanten jeweils der 
Expression von bcsAB2 bzw. bcsAB3 zuord-
nen. Bei diesen Substanzen handelt es sich 
nach dem elektronenmikroskopischen Bild 
um scheinbar amorphe und bisher noch nicht 
näher charakterisierte Formen der Cellulose. 
Die von BcsAB2 gebildete Form fi ndet sich 
dabei insbesondere in den Zwischenräumen 
des Fasernetzwerks. Die von BcsAB3 gebil-
dete Substanz wird in nochmals deutlich 
geringerer Menge gebildet und umschließt 
die Einzelzellen. Deutlich anders verhielt es 

sich für den Hoch-Cellulose-Produktions-
stamm K. hansenii ATCC 53582: In der elek-
tronenmikroskopischen Aufnahme waren 
lediglich die verknüpften Cellulosefasern zu 
erkennen. Jedoch nahm sowohl deren 
Abstand zueinander als auch die Dicke nach 
einer markerfreien in-frame-Deletion von 
bcsAB2 bzw. bcsAB3 signifi kant ab. Ein sepa-
rates Polymer, das der Expression dieser 
Gene zugerechnet werden könnte, konnte 
dagegen nicht erkannt werden.

Zur Unterscheidung dieser neu beschrie-
benen, scheinbar amorphen Formen der Cel-
lulose wurde die Bezeichnung nicht-fi brillä-
res EPS (nfEPS) gewählt [6]. Eine zufällige 
Beobachtung zeigte während der Etablierung 
eines Präparationsprotokolls für die Elektro-
nenmikroskopie, dass sich beide nfEPS bei 
Dehydratisierung durch Aceton lösten. Dage-
gen blieben sie bei einer Dehydratisierung 

¯ Abb. 1: Phänoty-
pen und Genetik der 
bakteriellen Cellulo-
se-Synthese bei 
K. hansenii. A, Phäno-
typ Komagataeibac-
ter hansenii-Hochpro-
duzent ATCC 53582 
(rechts) bzw. ATCC 
23769 (links) nach 
statischer Kultivie-
rung (oben) und im 
elektronenmikrosko-
pischen Bild (unten). 
Wildtyp bzw. Stämme 
nach Deletion der 
zusätzlichen CS-Gene. 
B, Aufbau der drei 
(putativen) CS-Ope-
rons exemplarisch für 
ATCC 23769. C, mög-
liches Schema Faser-
zusammenlagerung: 
Mikrofi brillen (grau), 
Produkt BcsAB2 
(blau) bzw. BcsAB3 
(grün).
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ten, erdölbasierte Materialien zu ersetzen 
und die Umsetzung der Nachhaltigkeitsziele 
zu beschleunigen.
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Reporterstämmen mit den elektronenmikro-
skopischen Aufnahmen zusammengeführt 
[6, 8]. 

Zusammen genommen führten diese Be -
obach tungen zu folgender Arbeitshypothese: 
Einzig die Haupt-CS BcsAB1 bildet große 
Mengen an fi brillärer, vorwiegend kristalli-
ner Cellulose. Die durch die zusätzlichen CS 
BcsAB2 und BcsAB3 gebildeten nfEPS 
machen sich in elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen des Cellulosebiofi lms des Hoch-
Cellulose-Produktionsstamms ATCC 53582 
nicht als zusätzlich sichtbares EPS bemerk-
bar, sie werden offenbar von den Cellulose-
fasern gleichsam vollständig „aufgesogen“. 
Somit ist kein Material mehr übrig, um die 
einzelnen Zellen einzuhüllen, wie oben für 
den Stamm ATCC 23769 beschrieben. 

Hieraus entwickelten wir das in der Über-
sicht gezeigte Modell des BC-Fasernetzwerks 
(Abb. 1C). Dabei käme den nfEPS eine Funk-
tion bei der Vernetzung der Cellulosefi brillen 
zu, um wie eine Art Klebstoff die Fasern 
zusammenzuhalten, ähnlich wie das bei 
pfl anzlichen Cellulosefasern für die Hemicel-
lulosen beschrieben ist [9].

Bisher sind diese Ergebnisse nur für die 
Grundlagenforschung interessant, um die 
BC-Synthese besser zu verstehen. Aber ange-
sichts des stetig wachsenden Bedarfs an 
nachhaltigen, ressourcenschonenden und 
kreislauffähigen Materialen können diese 
Erkenntnisse vielleicht einmal dazu verwen-
det werden, neue, angepasste BC mit für 
bestimmte Anwendungen verbesserten 
Eigenschaften biotechnologisch zu syntheti-
sieren. Dies könnte einen Beitrag dazu leis-
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