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1 Biotechnologie

Biologie/Biotechnologie

|

interdisziplinare ~ Wissenschaft,

die sich mit der Nutzung von

Enzymen, Zellen und ganzen
Organismen in  technischen

Anwendungen beschaftigt

Ziele: Entwicklung neuer oder effizienterer Verfahren zur Herstellung oder Umwandlung

von Stoffen mit Hilfe von biologischen und biochemischen Prozessen, Entwicklung

von Diagnosemethoden

Nutzt Erkenntnisse aus: Mikrobiologie, Biochemie, Chemie,
Molekularbiologie, Genetik, Bioinformatik und

Ingenieurwissenschaften sowie Bioverfahrenstechnik
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Pasteur isoliert Essigsaure- Fleming entdeckt
bakterien und Bierhefen, Schimmelpilz Penecillium
Entwicklung Sterilisation notatum

Dana Kralisch 4



Biotechnologie heute

*  Produktion ganzer Zellen (Biomasse)

*  Produktion niedermolekularer Verbindungen (Primar-/Sekundarstoff-
wechselprodukte)

*  Produktion hochmolekularer Verbindungen (Polysaccharide, Lipide, Proteine)

* Verfahren zur Nutzung des Gesamtstoffwechsels von Mikroorganismen
(Behandlung Abwasser, Giftmlll; Gebrauch im Bergbau)

*  Zichtung verbesserter Nutz-, Zierpflanzen
*  Produktion Feinchemikalien (Insektizid, Parfimzusatz usw.)
* Herstellung pathogenfreier Pflanzen zur Erhéhung Ernteertrag

* GroRtechnische Vermehrung

*  Zellkulturziichtung zur Herstellung:

- biologischer Substanzen (Immunregulatoren, Antikdrper, Peptide,
Wachstumsfaktoren, Enzyme, Hormone)

- antiviraler Impfstoffe, tumorspezifischer Antigene

- Zlichtung von Fibroblasten als , kiinstliche Haut“
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Zweige der Biotechnologie

Grlne Biotechnologie Einsatz in der Landwirtschaft; Pflanzenbiotechnologie

Einsatz in der Medizin und Pharmazeutik;

Rote Biotechnologie
5 Medizinische Biotechnologie

Einsatz in der Industrie;
Industrielle Biotechnologie

Weile Biotechnologie

Graue Biotechnologie Einsatz in der Abfallwirtschaft
Braune Biotechnologie Technische bzw. Umwelt-Biotechnologie
Blaue Biotechnologie Biotechnologische Nutzung von Meeresressourcen

Dana Kralisch 6



WeilRe Biotechnologie

Ziele:

biotechnologische Methoden fiir industrielle Produktionsverfahren
Ubertragung biologischer und biochemischer Kenntnisse und Prozesse durch die
Bioverfahrenstechnik in technische Anwendungen

Zum Einsatz kommen Organismen (z. B. Bakterien, Hefen etc.), Enzyme oder Enzymsysteme

Optimierung von Produktionsverfahren, z.B. fiir Grund- und Feinchemikalien

Reduzieren der Rohstoffabhangigkeit, z.B. durch Nutzung nachwachsender statt fossiler
Rohstoffe

Reduzierung der Energie- und Entsorgungskosten durch Ersetzen chemischer Verfahren

Entwicklung neuer Produkte und Systemldsungen mit hohem Wertschopfungspotenzial,
z.B. durch Nutzbarmachung von biologischen Stoffwechselwegen
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Anwendungsgebiete:

Substitution fossiler Energietrager durch Bioethanol, Biogas,
Biowasserstoff, die aus Biomasse (nachwachsenden Rohstoffen)
gewonnen werden

Nahrungsmittelzusatze zur Erhohung des Nahrwertes von
Nahrungsmitteln (Functional Food)

Aminosauren als Zusatz zu Futtermitteln (L-Lysin)

Enzyme in Wasch- und Reinigungsmitteln (z.B. Lipasen, Proteasen, Amylasen) als Hilfsstoffe zur
Entfernung Verschmutzungen (Fett, Proteine, Starke)

0
Vitaminaufnahme iber Nahrungserganzungsmittel (Beispiel: HaC N \N/l\o

fermentative Gewinnung von Vitamin B2 = Reduktion der Kosten H_TZOH
um 40 %, Rohstoffe um 60 %, CO, um 30 % und 95 % der Abfalle) H——OH
H——OH

OH

Dana Kralisch



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/35/Ethanol_plant.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/35/Ethanol_plant.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/90/Riboflavin_structure.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/90/Riboflavin_structure.svg

Saccharose - Glucose und Fr

Saccharose: Dimer aus Glucose und Fructose
Wichtigste Zuckerpflanzen: Zuckerrohr, Zuckerriiben

Pflanze Zuckerriibe Zuckerrchr Zuckerhirse
durchschmitthicher 16— 24 %% 7—20% 7-15%
Saccharozegehalt

Jahresproduktion weltweit ca.160 Mio. t

Feedvorbereitung:
Zerkleinern > wassrige Extraktion—> Rohsaft = Kalk-CO,-Verfahren => Filtration
—>Kondensation zu Dicksaft (= Kristallisation von WeilRzucker)

a) Enzym-katalysiert: Saccharose
Biokatalysator: Invertase (aus Hefen isoliert) e .
T=25-60°C, ph=4,5-6,0 N e
P N { o/ Y
H OH CH,OH
b) Saure-katalysiert: / \
CH,OH
Katalysator: HCI, H,SO, /[': o HOGH,  on
o [
= — ° = i =) - H . + y o HOy
T=75-80"C,t=40min.,,pH=2-3 B q/gH ngJ:Hon
OH
. . . Glukose Fruktose
- Energie- und kostenintensiverer Prozess
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Kommerzielle Produktionstechnike

Bioreaktor (Fermenter):

Kultivierung in einem Behalter, in dem

bestimmte Mikroorganismen, Zellen
oder kleine Pflanzen unter moglichst
optimalen Bedingungen wachsen

Betrieb eines Bioreaktors ermoglicht
biologische Prozesse (z.B. Zellteilung,
Biokonversion, Biokatalyse) in
technischen Einrichtungen

Dana Kralisch
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Bioreaktor

Grundlagen:

* unterschiedlich einzuhaltende Betriebsparameter infolge verwendeter Organismen

bzw. aus technischen, organisatorischen und anderen Griinden

*  Auswahl Bioreaktor (Reaktortyp) und Betriebsweise anhand charakteristischer
Wachstumsbedingungen des zu kultivierenden Organismus und spezifischer

Prozessbedingungen

. Berucksichtigung der Regelbarkeit von essentiellen Prozessparametern

Allgemeine Reaktortypen:
* bewegte Kultivierung mittels Submersverfahren

» statische Kultivierung durch Oberflachenverfahren
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Organismen

e Zur Bestimmung von Wachstumsbedingungen und Reaktortyp Kenntnisse
uber Art der Mikroorganismen notwendig

— Anaerobe: benotigen keinen Sauerstoff Reaktortyp

— Aerobe: benotigen Sauerstoff zum Leben

— Phototrophe: nutzen Sonnenlicht als Energiequelle

— Chemotrophe: nutzen chemische Energiequellen
Nahrmedium
— Autotrophe: Verwendung CO, zur Synthese von C-Quellen

— Heterotrophe: nutzen organische Kohlenstoffverbindungen

— Eukaryoten: Organismen/Lebewesen mit Zellkern und
Kernmembran, besitzen mehrere Chromosomen
(enthalten DNA) und entwickeln sich aus zellkernhaltigen
Ausgangszellen (Zygoten, Sporen) Zellwachstum
— Prokaryoten: zelluldre Organismen/Lebewesen ohne Zellkern
(Kernaquivalent/Nucleoid), DNA befindet sich frei im

Zytoplasma (nicht im Chromosom)
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Reaktortypen

Ndwuisumsmlmf | beimplt )

Gh

Statische Kultivierung

%

Oberflichenverfahren:
= Uberlouf
Zichtung Organismen auf Oberflachen flissiger, : [ o r: DRt
halbfester oder fester Substrate S——l o
e — 2|L v mm | L
— Entstehung zusammenhangender Biofilm i g — ZI{ == i
(Mikroorganismen) oder Myceldecke (Pilzen) S — o ——n
| =] T |
: lcni ; o (r — !
— Stoffwechselprodukte diffundieren ins = i R
Nahrmedium oder verbleiben in Zellen —= =1|
e 1= - - :
: cx i} : ( =1 :
— Anwendungsbeispiel: friithe Penicillin- ; {:E =l°|c —|
1 ) W O
Herstellung (1940)

Py i

Zulun
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Bewegte Kultivierung

Submersverfahren
(Tiefenkulturen, Tankverfahren)

— Kultivierung innerhalb eines Nahrmediums

— Fermenter:

— geschlossener Edelstahlbehalter

— Kuhlung durch Doppelmantel
(z.B. Innenschlangen)

— Integrierter Rihrer (kraftige
Durchmischung und Luftteilung
in moglichst kleine Blasen)

— Filterung der zugefiihrten Luft
(z.B. Membranfilter)

— Einlassoffnung flir Zusatz
Antischaummitteln, Nahrmedium,
Impfkultur

=

Draenpt o d
Sl & Q|
Bt 1 Zulaul K den Katalysalor
@ odor din Nihrésung E’ l

Oampl ——— 3 =

— Elektroden zur Kontrolle von Temperatur, pH-Wert und

Sauerstoffkonzentration

Dana Kralisch
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Unterscheidung nach Aufbau = Beispiele

Riihrkesselreaktor:
Umwalzung flissiger Phase mittels Rihrwerk (nach
Bedarf Begasung)

Festbettreaktor:
Reaktor gefillt mit fester, poroser Matrix, auf der
Immobilisierung der Organismen (oder Enzyme) erfolgt

Rieselstromreaktor (Tropfkorper):
Berieselung Festbett mit Flissigkeit (z.B. zu klarendes
Abwasser)

Photobioreaktor (Algen-/Wasserstoffbioreaktor):
zur Kultivierung von Photosynthese
betreibenden Organismen (Algen,
Pflanzen(zellen))

Dana Kralisch
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Rohrreaktor:

in rohrformigen Reaktoren mogliche Entstehung Pfropfenstroémung

= Nutzung in bestimmten Fermentern in Biogasanlagen

Membranbioreaktor:

permanente Abtrennung Reaktionsprodukt (Biomasse oder gereinigtes

Wasser) tiber Membrane

- Anwendungen fir Abwasserreinigung, Gewinnung von Milchsadure
und Pharmazeutischer Produkte

Kaskadenreaktor:
mehrere hintereinandergeschaltete Riihrkesselreaktoren
('Ruhrkesselkaskade')
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Beispiel

Gewinnung des extrazellular gebildeten Polysaccharids

Bakteriell synthetisierte Nanocellulose (BNC)

D. Klemm et al.: Angew. Chem. Int. Ed. 50 [24] (2011), 5438-5466.
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2 Cellulose: Aufbau

- B-D-Glucopyranose-Molekile

- B-1,4-glykosidische Bindung

- Repetier-Einheit: 3-Cellobiose aus
zwei Anhydroglucose-Einheiten

- B-1,4-Glucan-Kette

- isotaktisches Homopolymer

Cellobiose-Einheit

OH
on o OH
HO 0]

HO

0 0 HO H

OH O
OH OH
= - n-3
L J J L ]
T T T
nichtreduzierende Endgruppe AGU (n=DP,) reduzierende Endgruppe

D. Klemm et al.: Angew. Chem. Int. Ed. 44 [22] (2005), 3358-3393.
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Supramolekulare Struktur

Cellulose Phase 1B
Monoclinique P2,

- Cellulose la (links): parallel, triklin

- Cellulose IB (Mitte): parallel, monoklin
- Cellulose Il (rechts): antiparallel, monoklin

- weitere:; Cellulose Il und IV

U. Sternberg et al.: Cellulose 10 [3] (2003), 189-199.

Dana Kralisch
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Cellulose I8 = Pflanzen

Begleitstoffe: Hemicellulosen, Lignin oder Pektin

A.N. Nakagaito & H. Yano: Appl. Phys. A 80 [1] (2005), 155-
D. Klemm et al.: Prog. Polym. Sci. 26 [9] (2001), 1561-1603.

159.
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Cellulose aus Holz

Holz:

40 — 60 % Cellulose, 25 — 40 % Hemicellulose: Polysaccharide

20 — 25 % Lignin: phenolische Makromolekiile

Cellulose (Zellwandbestandteil) und Hemicellulose (Stutz- und Gerlistsubstanz)

OH
OH
Q HO O
HO 0 o
OH
OH

Cellulose
B-1,4-glykosidisch verknupft

-00C

E et
o m

Hemicellulose:
z.B. Xylan

T
“f“*(?‘m

HOG—CH—CHOH H?OH
i

e R
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Holzaufschluss

durch: Sulfatverfahren mit NaOH
- Teilweises Auflosen des Lignins durch Zusatz von Natriumsulfid (Na,S)
- vollstdndige Auflésung des Lignins und der Hemicellulosen durch alkalische Behandlung

oder: Sulfitverfahren (Delignifizierung)
Lignin wird durch wassrige Sulfit- oder Hydrogensulfititbsungen (M,SO;, MHSO,)
teilweise sulfoniert und in wasserlosliche Ligninsulfonsauren Gberfuhrt.

Verwendung

—e Talllfettsduren ——= QOleochemie
—= Tallol ——= Kchienwasserstoffe —= Gummi- und Textilhilfsmittel

Sulfatverfahren _
+ NaOH / + NagS — Kolophonium ——= Harze, Lacke, Farben
pH=10- 14 Zellstoff
(Cellulose)
Sulfitverfahren
" M{H:Oi) / :1;303 — Ligninsulfonate ——— Gerbstoffe, Klebstoffe
Pl Sulfit-
— R
ablauge —» Phenole Harze
M=1/2 Ca, 1/2 Mg, Na —= Vanillin = Aromen, Parfum .

Baerns, Behr, Brehm, Gmehling, Hofmann, Onken, Renken, Technische Chemie, VCH, 2008
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Cellulose > Regenerierte Cellulc

Viskoseprozess seit 1892 - heute ca. 3 Mio. t/a weltweit

NaOH

—>(AlkaI|S|erun
Wasser

( Vor&eifen )

idierun
———- .
— LOsen )
Wasser

CS,-

( Nachreifen )
Rickgewinnun

Filtrieren
Entgase

Wasser

Spinnen

<—)(Spinnbadaufbereitunq)

H,SO, ,Na*, Zn?*

Wasser

> Faser

Sauerwasser
Entschwefelung
Bleiche Kalzi 1|ere§ ‘
Wasche
Avivage
Trocknung Na,SO,

F. Meister und B. Kosan, 26. Osnabricker Umweltgesprache, 17./18.01.2007

hochtoxisches
Losungsmittel
(MAK: 5 ppm)

hochtoxische,
die Umwelt
gefahrdende
Abgase
(MAK CS.:
16 mg/m3)

extrem hohe
Salzfracht in
den Prozess-
abwassern
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Alternative: Lyocell-Verfahren

Direktloseverfahren (seit den 90er Jahren)

Abwasser-
@D oo
(CSB)

) untoxisches Losungsmittel
NMMO
NMMO r Wasser
osen
Wasser
v 3 : , , : 0 t—0
CRitrieren ) [ bosungs- thermisch instabile, sich AN
mittelriick- | | > . \tokatalytisch zersetzende CH,
— g-vnn g Losung mit hoher Brisanz, | \ yiethy-
(Sp'”“e“’ H,0 Spinnbad hoher sicherheits- morpholinium-N-
Wasser | technischer Aufwand oxid (NMMO)

mmmd) geschlossene

L6ésungsmittel- und
Medienkreislaufe

Waschen
Bleichen
Avivage

Trocknung

Destillat
Wasser

Abwasser-
entsorgung
(CSB)

> wassrige, salzfreie

Spinnbader

Faser

F. Meister und B. Kosan, 26. Osnabriicker Umweltgespréche, 17./18.01.2007 24




regenerierte Cellulose

Verwendung

(Viskose) ” Fas.ern _
Folien, Filme
(Cellophan)
HOOC-CH :
+HOO ® > Celluloseacetat = Fasern, Folien
|, Cellulose- Wil = Cellulosemischester —— Lacke, Formmassen
Cellulose[=> ester + HNO; Cellulosenitrat s PP
CICH,-COON I
. Z . Carboxymethylcellulose (CMC)
CH5Cl i
Ml > Methylcellulose (MC) Waschmittel,
+ CH.CH-CI Textilhilfsmittel,
Cel[{t#te)fe- 2 = Ethylcellulose (EC) > Klebstoffe,
© + Ethylenoxid Anstrichmittel,
= Hydroxyethylcellulose (HEC) Baustoffe, Papier
Propylenoxid
=~ Hydroxypropylcellulose (HPC) | €tC

-

Baerns, Behr, Brehm, Gmehling, Hofmann, Onken, Renken, Technische Chemie, VCH, 2008 25



Mikrofibrillare Cellulose aus Holz

Mikrofibrillare Cellulose (MFC)

Chemischer Abbau Mechanischer Abbau mit Hilfe

von Refinern
Delignified pulpj \
Chemical modification | ]

TEMPO-oxidation ] [ Chloroacetic acid ]
(TO) etherification (CE) J/

+ Mechanical disintegratio
[ Sonication (SO) ] (lfmogenization (HO)]

ce"mf“(ggp‘)’“'"yi"‘ | / A. N. Nakagaito, H. Yano, Appl. Phys. A , 2008, 78, p.547
Qlanocellulose) F\’_EM
Links: unbehandelte Holzcellulose,

Rechts: 30fach mittels Refiner behandelt

Q. Li, S. McGinnis, C. Sydnor, A. Wong, S. Renneckar, ACS
Sustainable Chemistry & Engineering 2013, 1, 919-928.
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Weitere Zugange zu Cellulose

MICROORGANISMS

OH
PLANTS HO%
CO, 4+ H20O HO OH

OH

(i)  biosynthesis

(i)  separation from

lignin and hemicelluloses (i)  biosynthesis
OH
HO 0----
0 0
OH
()  polymer formation with (|) ring-open_ing polymerisation
purified cellulase (i)  deprotection
chemosynthesis
enzymatic synthesis Bn OBn

OH 0

H
HO HO F
HO 0 d 0 O o
OH
OH

D. Klemm et al.: Angew. Chem. Int. Ed. 44 [22] (2005), 3358-3393.
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3 Gewinnung durch Mikroora

CELLULOSE Bakterielle Nanocellulose (BNC)
- Entdeckung: 1886 bei Essigfermentation
UDPGle Glucose - Gattung: Komagataeibacter xylinus
UGP o - obligat aerob, nicht pathogen, gramnegativ
o - Modell-Organismus zur Cellulose-
Glc—l—P Gle-6-P PGA Charakterisierung

Kohlenstoff-Metabolismus

PGl Pentose
phosphase

cycle

Fru ctoseﬁ Fry-6-P

ATP  ADP )
PTS FBP genesis

.
Fru-1-P — Fru-bi P

Gluconeo-

S. Bielecki et al.: BIOPOLYMERS 5 (2002), 37-90, Wiley, Weinheim.
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Cellobiose-Einheit

cé, OH OH
on <4 on OH
HO 0 es—0, HO 0
HO S HO \ - c1_0 4 HO H
OH OH 0
OH OH
- - n3
L J | J | J
T T T
nichtreduzierende Endgruppe AGU (n=DP,) reduzierende Endgruppe

- cellulose-synthetisierender Komplex in der

p-1,4-glucan chain

Bakterienzelle

BesC— B-barrel

- schrittweise Polymerisation - Exopolymer BesC - TPR
BesB

BesA
BesD

Top view

+ 4+
+
+ 4

Side view

Extracellular space

I Outer membrane

Periplasmic space

I Cytoplasmic membrane

Cytosol

M. Gama et al.: BACTERIAL NANOCELLULOSE: A SOPHISTICATED MULTIFUNCTIONAL MATERIAL

(2012), S.12, CRC Press, Boca Raton.
A. Hirai et al.: Cellulose 9 [2] (2002), 105-113.

Dana Kralisch
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Elementarfibrille Kristallisation

TC N } Mikrofibrille

G

Gluconacetobacter xylinus

- Cellulose la und I8
- hierarchischer, fibrillarer Aufbau

- Hydrogel

H.-P. Fink et al.: Macromol. Symp. 120 [1] (1997), 207-217.
U. Sternberg et al.: Cellulose 10 [3] (2003), 189-199.
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Cell Fibril
()

4

T5

Division '

S S

‘ Branch

=

M. Gama et al.. BACTERIAL NANOCELLULOSE: A SOPHISTICATED MULTIFUNCTIONAL MATERIAL
(2012), S.25, CRC Press, Boca Raton.
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Kultivierung im Nahrmedium

Hestrin Schramm Medium

D - Glucose

Bactopepton

Hefeextrakt
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat

Citronensaure Monohydrat

S. Hestrin & M. Schramm: Biochem. J. 58 [2] (1954), 345-352.
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Gemeinsamkeiten

Vorteile

hohe Funktionalisierbarkeit
(an freien OH-Gruppen)

biologisch abbaubar

chemikalien- und
wasserbestandig

gleiche chemische
Reaktionen
(Veresterung, Acetylierung)

homogene Struktur
hohe Kristallinitat (DC ca. 70-90 %)

hoher Polymerisationsgrad (DP bis zu 8000,
pflanzliche Cellulose DP 700)

hohe Zugfestigkeit (2 GPa vergleichbar mit
Keflar)

hohes Young’s Modul der Einzelfaser (138 GPa)

in situ Formbarkeit

variable Eigenschaften (in situ oder post
Modifizierung)

hohes Wasseraufnahme- (~12,000 %) und
Wasserrickhaltevermégen (~ 900 %)

Temperaturbestandig bis 350°C

hohe Reinheit (frei von Lignin, Hemicellulosen,
Pektin)

Dana Kralisch
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Eigenschaften flachiger BNC im Vers

Materialeigenschaften E-Modul | ReiRfestigkeit Elastizitét
[GPa] [MPa] [%]
: d=BSNOEm) 15-35 | 200-300 1,5-2,0
PP 1-15 30 — 40 60 — 100
PET 3-4 50 — 70 50 — 300
Cellophan 2-3 20 — 100 15-40

Yamanaka, K. Watanabe in Cellulosic Polymers—Blends and Composites
(Ed.: R. Gilbert), Hanser Gardner, Miinchen, 1994, pp. 207 — 215.

Permeation von Sauerstoff

Probe Permeabilitatskoeffizient P,
[10-20 m2/N]
BNC-Folie 8,2
Polypropylen? 870 - 900
Polyethylenenterephthalat? 13 - 27

2MULLER K, Dissertation, Technische Universitat Miinchen, 2003
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BNC: Anwendungspotential

Trager von chipbasierter Scaffold
Elektronik

Polymer-Additiv 1 ’

\ a Implantat
Katalysatortrager h -

, Textil-Faser
Membran- bzw. Filtermaterial I \

Nahrungsmittel bzw. Zusatzstoff

Wundauflage

Kosmetik

B.H.A. Rehm: MICROBIAL PRODUCTION OF BIOPOLYMERS AND POLYMER PRECURSORS:
APPLICATIONS AND PERSPECTIVES (2009), Caister Academic Press, Norfolk.
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Einige Anwendungsbeispiele...

Lautsprecher-Membran:

Sony

Textil-Faser: BioCouture

Nahrungsmittel bzw. Zusatzstoff:

Nata de coco

Dana Kralisch 36



Kosmetik: JeNaCell

20047 6/ 3 11:06A1

W.K. Czaja et al.: Biomacromolecules 8 [1] (2007), 1-12.

ERY suprasorse () RICE TR

Aposito
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Wundauflage: Lohmann und Rauscher
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Implantat: Patch

J. Wippermann et al.: Eur. J. Vasc. Endovasc. Surg. 37 [5] (2009), 592-596.
D. Klemm et al.: Prog. Polym. Sci. 26 [9] (2001), 1561-1603.
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post-Modifizierung
Hestrin-Schramm-Medium

D-Glucose
Bactopepton
Hefeextrakt
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Citronensaure-Monohydrat

Oberseite
Mittelschicht
Unterseite

Gluconacetobacter xylinus I BNC'-Faser

in situ-Modifizierung / |

Polymerisation & Kristallisation
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Gluconacetobacter
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In situ Modifizierung




In situ Modifizierung: Kultivierungsbé

Standkultivierung

Vliese

Folien

Gemeinsame Kultivierung von
Bakterienstammen

Transparente Materialien

Mehrphasensysteme

N. Hessler, B. Sultanova, D. Klemm, 2010, DE102010012437.0

"iiJ.i"*\i 1

Bewegte Kultivierung

spharische Partikel

Fibrillen




In situ Modifizierung: Additive

— Kultivierung unter Zusatz verschiedener wasserloslicher organischer
oder anorganischer Substanzen sowie Polymere

Beispiele:

- D-(+)-Glucosamin, B-Cyclodextrin(1)

- SiO,( oder Fe,05; Nanopartikel

- Polyethylenglykol, Carboxymethylcellulose,

Methylcellulose(3)

= Porensystem
steuerbar

— Kontrollierbare
Material-
Eigenschaften




TiO,-Nanopartikel g Y anatase
in BNC b _

In situ
synthesis

—

i [
culture medium Gluconacetobacter

Anatas NPs

a b

Elementarfibrille

Mikrofibrille
TC } Mikrofibrille

N Katalysatortrager

Gluconacetobacter xylinus L B )

T
BNC-Faser —

F. Wesarg, et al.: Langmuir 28 [37] (2012), 13518-13525.
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Gewinnung der TiO,-Nanopartikel durch
Laservaporisation

separation of the nanoparticles ‘

flow rates of the process gas: ,oe"’&
background gas  V, = V,,+ Vi, N \090"
additional gas V44 b
total flow \./tot=vbck+ Vadd
- additional gas
beam focus @ )
¢ Vadd
raw powder

T Vi

Fig. 1. Principle of the laser vaporization process.

H.-D. Kurland et al.: J. Eur. Ceram. Soc. 31 [14] (2011), 2559-2568.
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Photoabbau

L)
[»4
02 - "@' - H+ + 02.-" we——" H02. ¢4\\

° %
ozl- e v Prodl-lkt(e) )
HO,* R Produkt(e)

H,0 -2+ H* + OH'
OH" --2- . Produkt(e)

o Halbleitender Partikel : Energiebander E;, Bandlicken-Energie
o Niedermolekulare Substanz VB Valenzband e Leitungsband-Elektron
. Abbau-Produkt LB Leitungsband ® Valenzband-Loch

F. Wesarg, et al.: Langmuir 28 [37] (2012), 13518-13525.
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post-Modifizierung

Trocknung:
Superabsorber

Spezialpapier

Polihexanid PVP-lod
'y Kumulative Wirkstofffreisetzung in Prozent
h‘” i‘l‘H QOH*O,Q ( . Ko 120,00 -
“HCI |
N ﬁ/\ u ~=+-1-CH3——CH——CH,——CH ~f=--=-="CH ;——CH -7~ 100,00 -
H " ,

n m =

2 80,00 -
2
g

£ 60,00 -
[
2
. g T E

Octenidin Taurolidin 2 4000 o Octenidin
=
> —=—PHMB
20,00 -
H H —#&— PVP-lod
N N 'Iq 0,00
7 NERASNSTNSL A T T T T 1
N NGO ' 0,57 \| r Nso, 10 20 30 40 50
/\/\/\/\N/QF _ k/NvN \) Zeit [h]
H

Beladung: Drug Delivery System
S. Moritz et al.: Wound dressings based on bacterial nanocellulose for the delivery of antiseptic drugs
CRS German Chapter Annual Meeting/NanoConsens, March 15th-16th 2011, Jena, Germany.
A. Miller et al.: J. Pharm. Sci. 44 [22] (2012), DOI: 10.1002/jps.23385.

Dana Kralisch 46



AA EHA HEMA NVP
Crosslinkers
0 O
)\n/o\/\/\ojk( )\H’I’O\/\i;o)l\(
o 0
BGDMA TEGDMA
Gelatin  BC-Gelatin Anwendung: Implantat, z.B. Knorpel

F. Kramer et al.: Macromol. Symp. 244 [1] (2006), 136-148.
A. Nakayama et al.: Adv. Funct. Mater. 14 [11] (2004), 1124-1128.
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~

CH,OH cH,0~ OH

o o
OH s HpO, _NH2RCO OH +  H0

POy ————»
0 DMF © ?
Cca® Mg~ Na° K’
OH n OH n

PO SO CO® OH CI

TR I

O (0} 6 O O
VA VAR
\ \ \
f° f§° §°

Cellulose Chain

- Bioaktivierung durch Phosphorylisierung

- Adsorption von Metall-lonen

- Erhohte Adsorptionskapazitat von Proteinen

T. Oshima et al.: Carbohydr. Polym. 83 [2] (2011), 953-958.
Y.Z. Wan et al.: Mater. Sci. Eng., C 27 [4] (2007), 855-864.

Dana Kralisch 48



1.BC membrane 2. Precursors onto template 3.Magnetic membrane
FeCly4H,0
FeCly6H,0 NaOH
— —p
T —————

Freeze-Drying

S.Magneticmembrane with amphiphobicity 4. Magnetically ded b
.Magn respon membrane

Vl\\agnct

FAS monolayver modification

W. Zhang et al.: Carbohydr. Polym. 86 [4] (2011), 1760-1767.
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BNC-Ag-Nanopartikel Hybride

OH N N OH
HO O —_— Q HO 1)
0 d HO 0 0
OH
OH OH
HoN
NH
0
~o~_-NH2 o)
OH HzN o OH
HO o —_— HO O
0 d HO o 0 d
OH OH
HoN
NH
0
+ AgNO, o
OH + DMSO OH
OHO 1) _— 0 HO o
d HO 0 e}
OH
OH OH

dreistufige post-Modifizierung

S. Berndt et al.: Cellulose 20 (2012) 771-783.
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BNC-Ag-Nanopartikel Hybride

Kapsel

Zellwand
Cytoplasma-Membran
DNS

@® Ag-lon B
Membran- R

: Q<o :
Transport-Protein \ 0 ‘ Ag-Nanopartikel - e

S. Berndt et al.: Cellulose 20 (2012) 771-783.

Iuminescence [counts]
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125000 - L ! - L

E. coli top surface top surface bottom surface bottom surface

BNC Ag5s BNC Ag5

Stark antimikrobiell wirksam

Keine Freisetzung der Nanopartikel
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5 Produktionsverfahren fur B

Bewegte Kultivierung, z.B.
- Air Lift Reaktoren?

- Blasensaulen?

- Biofilm Reaktoren3

- Linear Convoeyer* oder Spinning Disk Reaktoren*

4 L Statische Kultivierung, z.B.
»e - Batch Verfahrens

L - Fed-batch Verfahren®

- Aerosol Verfahren’

Kontinuierliche Entnahme, z.B.

) - Faser-Entnahme aus flacher Schale®
(7)
1) http.//www.res.titech.ac.jp/~junkan/english/cellulose/index.html 5) http://www.bi.go.id/sipuk/en/
2) HJ Song, H Li, JH Seo, MJ Kim, SJ Kim, Korean J. Chem. Eng., 2009, 26 (1) 141. 6) O Shezad, S Khan, T Khan, JK Park, Korean J Chem Eng, 2009 26(6), 1689.
3) KC Cheng, JM Catchmark, A Demirci, J Biol Eng, 2009, 3:12. 7) M Hornung, M Ludwig, HP Schmauder, Eng. Life Sci. 2007, 7(1) 35
4) HR Bungay, GC Serafica, 2000, US 6071727. 8) N Sakairi, H Asano, M Ogawa, N Nishi, S Tokura, Carbohydr Polymers, 1998, 35(3-4) 233
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Das in Jena entwickelte ,,HoLiR“-Kon

[ I. = | . * _ - _ ® LR
POLYMET Jena ErL & Friedrich-Schiller-Universitit Jena
k\'ﬂ _ ___’E.‘,) EngineeringConsulting INSTITUT FUR TECHNISCHE CHEMIE UND UMWELTCHEMIE

— Kombination aus statischer und kontinuierlicher BNC Kultivierung

— Gleichbleibende Kultivierungsbedingungen

— Vermeidung hoher Scherkréafte

— Herstellung von BNC Vliesen/Folien mit homogener, unveranderter 3D Netzwerkstruktur
— Kontinuierliche Produktion von BNC in frei wahlbarer Lange & kontrollierbarer Dicke

— Vollstadndige Automatisierung

Z£.0 4+ @ ~@ ® -
/‘:1'>A_—::1 / @ 5’/
® = ‘ o 7 =>
-8 ¢ P =%
2 | e (of h ]l
ZQEH % | [,

D. Kralisch, N. Hessler, D. Klemm, 2009, PCT/DE2009/001259
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HoLiR-Pilotanlage

— Transfer des Prozesses in Pilot-MaRstab

— Automatisierte Kontrolle der sensitiven Kultivierungsparameter (pH, T, O,-Gehalt)
— Kontrollierte Zugabe an gefilterter Luft und Kulturmedium

— Abzug der gebildeten BNC

— Effizienter Reinigungsprozess

Scale-up Stufen der never-dried BNC Gewinnung

D. Kralisch, N. Hessler, D. Klemm, R. Erdmann, W. Schmidt, Biotechnol. Bioeng., 2010, 105 (4) 740.
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D. Kralisch, N. Hessler, in F.M.P. Gama (Ed.): Bacterial Cellulose: A
Sophisticated Multifunctional Material, 2012, CRC Press

Dana Kralisch

Beginn der BNC-Bildung
Geschlossenes BNC-Vlies

Start des kontinuierlichen
Abtransportes und Bildung neuer BNC
an freier Oberflache des
Kulturmediums

Neubildung des BNC-Vlieses wéhrend
des kontinuierlichen Transportes

Transportsystem
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6 Zusammenfassung

» Biotechnologie

= umfasst ein breites Spektrum der Nutzung von Enzymen, Zellen und ganzen
Organismen in technischen Anwendungen

» schafft neue Zugange zu wissenschaftlich und technisch interessanten
Biopolymeren

= Bakteriell synthetisierte Nanocellulose
» kann aus nachwachsenden Rohstoffen gewonnen werden
» |st ein Hochleistungsbiopolymer
» Kann wahrend und nach der Biosynthese modifiziert werden

= Hat ein grof3es Spektrum an Anwendungsmaglichkeiten
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Material

Jena, Winter 2014/15

Die Vorlesungsfolien stehen als unterstlitzendes Material zur Verfigung. Das
ubergebene Material erhebt jedoch keinen Anspruch auf Vollstandigkeit und
Fehlerfreiheit. Es wird haufig aktualisiert.

Nicht zitierte Quellen, nicht gekennzeichnete Handelsnamen etc.
berechtigen nicht zur Annahme der freien Verfligbarkeit dieser
Informationen.

Die tibergebenen Dokumente dirfen am Bildschirm gelesen, gegebenenfalls
ausgedruckt, aber nicht verandert, kopiert und/oder in irgendeiner Form
veroffentlicht werden. Sie sind nur zum persénlichen Gebrauch bestimmt
und unterliegen mdglicherweise weiteren urheberrechtlichen Bestimmungen.

Dr. Dana Kralisch
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