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(67) Die Erfindung betrifft einen mit lebenden oder permeabilisierten, enzymatisch aktiven Mikroorganismen oder mit
Enzymen gefiiliten Hohltrager pflanzlicher Herkunft. Der Biokatalysemodu! besteht aus einer extrahierten intakten
Pflanze oder einem extrahierten intakten Pflanzenteil mit einem interzeliularenreichen Luftgewebe, dem Aerenchym,
das nach auBen durch ein dichtes AhschluBgewebe mit hydrophilen Zellwinden oegrenzt wird und immobilisierte
Zellen oder Enzyme eines Fremdorganismus enthiit.
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Patentanspriiche:

1. Biokatalysemodul auf der Grundlage denaturierter Fflanzen oder Pflanzenteile und Fremdzellen

oder Fremdenzyme, dadurch gekennzeichnet, daB die Fremdzellen oder Fremdenzymeiin
- unzerkleinerten asrenchymreichen Pflanzen oder Pflanzenteilen lokalisiert sind und das Aerenchym
durch ein dichtes AbschluBgewebe mit hydrophilen Zellwénden begrenzt ist.

2. Biokatalysemodul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die Fremdzellen oder -enzyme
im Aerenchym der SproBglieder von Lemnaceen lokalisiert sind.

3. Biokatalysemodul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Fremdzellen oder -enzyme
im Aerenchym denaturierter \Wurzeln von GefaRpflanzen lokalisiert sind.

4. Biokatalysemodul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Fremdzellen oder -enzyme
im Aerenchym der Blatter von Wasserpflanzen lokalisiert sind.

5. Biokatalysemodul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Fremdzellen oder -enzyme
im Aerencnym eines Kryptogamen, vorzugsweise im Schwimmthallus von Riccia fluitans, lokalisiert
sind.

6. Biokatalysamodul nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da die Hohlraume
des Aerenchyms ein durch Koagulation odar Polymerisation erzeugtes Gel oder einen durch Fllung
erhalteren anorganischen Niaderschlag enthalten.

Anwendungsgaebiet der Erfindung

Die Erfindung ist in der Biotechrologis, besonders in der technischen Mikrobiologie, Pharmazie und Lebensmittelproduktion
einsetzbar.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Fir die Immobilisierung von Mikroorganismen und Biokatalysatoren sind verschiedene Prinziplésungen {Trigerbindung,
Vernetzung, Einhiilung und Membrantrennung) aulerdem verschiedens Mischformen und Modifikationen dieser Ldsungen
tekannt. (Hartmeier, W., Naturwissenschaften 72, 310-314, 1985). Im Zusammenhang mit der Membrantrennung sind die
Vortsile extrahierter pflanzlicher Zeller bekannt {DE-OS 3629692). Esistauch ein Verfahren zur Einfihrung von Mikroorganismen
in leers Pllanzenzeilen bexannt (DE-OS 3629692). Es setzt voraus, daB die extrahierten Zellen eines Pflanzengewebes oder einer
Pflanze Zellwaiid-Durchbriiche aufweisen, durch die in Verbindung mit Flissigkeitsaufnahme Mikroorganismen eingesaugt
werden kdnnen. Cie Immobilisierung wird durch mechanisch feste Zellwande bewirkt, die den Stoffaustausch mit dem Madium
kaum einschriéinken. Die Gebrauchseigenschaften der in Pflanzenzellen derart verkapselten Mikroorganismen sind stark von der
Artdes pflanzlichen Triigermaterials abhéngig. Fiir einen hohen Beladungsgrad ist wichtig, daR die Mehrzahl der Zellen einzelne
Zellwand-Durchbriiche besitzen, Diese Durchbriiche diirfen nicht so grol oder so zahlreich sein, da die im Inneren der Zellen
vermehrten Mikroorganismen den Hohlraum leicht wieder verlassen kénnen, da sonst die Abgabe freier Mikroorganismen an
das Medium ein storendes AusmaR erreicht. Als bedingt fiir den iechnischen Einsatz geeignet haben sich bisher die Hyalozyten
bestimmter Torfmoosarten {Sphagnum-Arten) und zerkleinerte Parenchymgewebe erwiesen (DE-OS 3629692). Die Hyalozyten
bestimmter Torfmoose kénnen leicht und relativ vollsténdig mit Mikroorganismen, beispielsweise Hefen, ge'ullt werden, Die
technische Nutzung der mit Hefe gefiillten Torfmoos-Sprosse wird jedoch u.a. dadurch erschwert, daB die éstige Struktur dieser
Sprosse der Erzeugung dichter Packungen und dem Einsatz von Rinrgeriten entgegensteht, daB3 ein lockeres Anhaften der
Mikroorganismen zwischen den Blattchen unvermeidbar ist, und vor allem dadurch, daf bei der Herstellung der Immobilisate
auf natiirliche Standorte von Sphagnum-Arten zuriickgegriffen werden muR. Methoden zur Sterilkultur von Torfmoosen sind
bisher nicht bekannt. Dies bringt neben der umweltabhéngigen Variaticn der Porenzahl und PorengréRe das Problem mit sich,
da die Sprosse vcr | 'and gesdubert werden miissen und da® unkontrollierbar Kontaminationen auftreten. Die ebenfalls
bekannte Méglichkeit der Verwendung zerkleinerter Parenchymgewebe (DE-OS 3629692) ist dadurch begrenzt, daR in den
geeigneten Materialien (Apfel- und Riibenparenchym, Albedo der Zitrusfriichte) eine grof3e Zahl von Zellen nicht beimpfbar oder
mechanisch instabil ist und daB die verletzten Zellen an den Oberflichen zuviel Raum fir eine unerwiinschte lockere
Immobilisierung biaten. Eine technisch verwertbare Méglichkeit zur Immobilisierung zellfreier Enzyme im Lumen lokal
gedffneter Pflanzenzellen ist bisher nicht bekannt.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Crfindung ist ein verbesserter Biokatalysemodul auf der Grundlage denaturierter Pflanzen oder Pflanzenteile und
immobilisierter Zellen oder Enzyme eines Fremdorganismus, der vielseitig in der Biotechnologie einsetzbar sein soll.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Bereitstellung eines Biokatalysemoduls aufder Grundlage denaturierter Pflanzen oder
Pflanzenteile, in dem Fremdzellen oder Fremdenzyme nach dem Prinzip der Membrantrennung immobilisiert vorliegen, webei
die Immobilisierung der Fremdzellen oder -enzyme nicht vom Vorhandensein einzelner Zellwand-Durchbriiche abhiingt.
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Dis Aufgabe wird erfindungsgemaf dadurch gelést, daB aerenchymreiche, denaturierte und unzerkleir.erte Pflanzenteile oder
kleine Pflanzen als Hohltriiger genutzt werden und diese Hohltréger Fremdzellen oder zellfreie Enzyme eines Fremdorganismus
im Aerenchym anthalten, wobei das Aerenchym nach auBen durch ein mechanisch unverletztes, hochpermeables und dicht
schlieBendes AbschluBgewebe begrenzt wird, Das Aerenchym ist das urspriinglich in der lebendan Pflanze als extrazelluldrer
Gasraum vorliegende Hohlraumsystem von Luftkammern, das Wassarpflanzen sinen Aufizieb verleiht oder in submers
wachsenden Pflanzenteilen als Gasdiffusionsweg fiir die Atmung entwickelt ist. Es ist nach auen nicht allein durch eine
Zellwand, sondern durch mindestens eine, dicht geschlossene, mechanisch sehr stabile Zellschicht (die Epidermis) oder ein
mehrschichtiges AbschluBgewebe hegrenzt. Das ein- oder mehrschichtige AbschluBgewebe wirkt im erfindungsgeméiden
Biokatalysemodul als Trennmembran. Die scharfe AusschluBgrenze dieser Trennmembran bewirkt, daB eingefiihrie zellfreie
Enzyme oder hochmolekulare Ausscheidungsprodukte eingefiihrter Fremdzellen wie Dextrane, Enzyme oder Antikérper im
Inneren des pflanzlichen Hohltrdgers gehalten werden. Fiir den Stoffaustausch steht die gesamte, fiir niedermolekulare Stoffe
hochpermeable Oberfldche des Hohltriigers zur Verfligung. Zur Herstellung dos Biokatalysemoduls wevrden nur solche Pflanzen
oder Pflanzenteile eingesetat, die eine schnelle Einstellung des Diffusionsgleichgewichtes fiir die Nihrstoff der Mikroorganismen
bzw. Fremdzellen oder die Produkte und Substrate von Erzymen zwischen dem inneren Hohlraumsystem und dem Medium
ermdglichen. Der pflanzliche Hohltrédger besteht vorzugsweise aut. besonders permeablen pflanzlichen Strukturen mit
weitgehend unverletzter Epidermis und hohem Volumenanteil des Asrenchyms. Geeignete Ausgangsmaterialien sind wegen
der geringen Diffusionsstrecken und der nicht oder wenig entwickelten Cuticula die SproRglieder der Lemnaceen, submers
gewachsene Wurzeln von Hygrophyten, bandférmige Blitter untergetauchter Pflanzen oder Schwimmthalli des Lebermooses
Riccia fluitans. In den genannten pflanzlichen Strukturen wachsen die in das Aerenchym eingefiihrien Fremdzellen, z.B. Hefen,
sehr schnell, wenn das denaturierte beimpfte Pflanzenmaterial in einem geeigneten Medium inkubiert wird. Die eingefiihrten
Biokatalysatoren werden um so sicherer immobilisiert, je weit ar entfernt sie sich von diesen offenen Verbindungen und je
geringer ihre Beweglichkeit im Aerenchym ist. Die Sicherheit der Immobilisierung kann im Bedarfsfall dadurch verbessert
werden, daB die Viskositédt oder der Stramungswiderstand im Aerenchym durch Koagulate oder Kristalle vergréRert bzw. die
Beweglichkeit der Zellen durch Anwendung von Flockungshilfsmitteln verringert wird, auBerdem dadurch, daR offene
Verbindungen zwischen dem Aerenchym und dem Medium durch ein Gel, Kristalle oder eine undurchldssige Haut unterbrochen
werden. Die immobilisierten Zellen konnen im lebenden oder denaturierten bzw. permeabilisierten Zustand als Biokatalysatoren
eingesetzt werden,
In Anlehnung an ein bereits frither beschriebenes Immobilisierungsverfahren (DE-OS 3629692) wird der Biokatalysemodul
dadurch hergestellt, daB die Fremdzellen oder -enzyme durch natiirliche Offnungen im AbschluRgewebe, 2.B. die
Spaltdffnungen der Lemnaceen oder die Schnittfldche eines zylindrischen oder bandférmigen Pflanzentailes, aus einer
Flissigkeit durch quellungsbedingten Massenstrom oder Konvektion aufgenommen werden. Sie kénnen auch mittels Injektion
mit Hilfe einer Kaniile in das abgeschlossene Hohlraumsystem des Aerenchyms eingefiihrt werden. Die eingefiihrten Zellen oder
Enzyme breiten sich strémungsbedingt auch dann im gesamten Hohlraumsystem aus, wenn die zur Einfiihrung genutzte
Offnung sehr kleinist. Im Jnterschied zu dem bisher bekannten Immabilisierungsverfahren (DE-OS 3629692), das die Einfiihrung
der Biokatalysatoren in perforierte pfianzliche Zellen betrifft, erméglicht die Verwendung bandférmiger oder zylindrischer
aarenchymreicher Pflanzenkdrper, 2.8. lyophilisierter, arenchymreicher Wurzeln, eine dauerhafte Immobilisierung
diffusionsféhiger Makromolekiile bzw. Enzyme, weil der diffusionshedingte Verlust dieser Stoffe selbst bei offener Schnittfliche
bei Diffusionsstrecken im Zentimeterbereich vernachiissigt werden kann. AuBerdem ist es mdglich, die Schnittfldchen solcher
i"lianzenkdrper nach der Einfihrung des Biokatalysators zu verschlisRen.
Dle Vorteile des Biokatalysamoduls ergeben sich allgemein aus de- Struktur (clatte, dehnungsfeste und belastbare,
hochpermeable Hautschicht mit idealen Ultrafiltereigenschaften) und speziell aus der Vielfalt der einsetzbaren Pflanzen und
Pitanzenteile sowie aus der Kultivierbarkeit der pflanzlichen Ausgangsmaterialien in vitro unter axenischen Bedingungen. Die
axenische Kultur der zur Produktion des erfindungsgem&Ben Biokatalysemoduls eingesetzten Pilanzen gewihrleistet eine
reproduzierbare Qualitat hinsichtlich der stofflichen Zusammensetzung, absoluts Freiheit von Kontaminationen des natiirlichen
Standortes und im Fall der Lemnaceen auch die Moglichksit der saisonunabhiingigen Produktion in Fermentoren. Die Vielfalt der
einsetzbaren Pflanzen macht es moglich, je nach Bedarf zylindrische, bandférmige, diskoide oder rundliche Biokatalysemodule
mit geringem Diffusionswiderstand, hohem Gehalt an Biokatalysatoren, guter Raumausnutzung und hoher mechanischer
Festigkeit herzustellen.

Beispiel 1

Wasserlinsen der Gattungen Lemna, Spirodela oder Wolffis (mit Ausnahme von Lemna trisulca) werden mit heiRem Ethanol
entférbt und auf der Fritte vom beweglichen Teil des Ethanols befreit. Die Extraktionsprodukte werden im
Vakuumrotationsverdampfer nur soweit getrocknet, wie es ohne starke Schrumpfung der SprofRglieder méglich ist und
anschlieBend im Vo'umenverhiltnis 1:4 in einer konzentrierten Suspension aus lebenden, kurz zuvor in der Wachstumsphase
geernteten Hefezellen in Wasser (etwa 50g Frischmasse/|) geschiittelt. Als Hefer. kdnnen beispielsweise Saccharomyces- oder
Candida-Arten eingesetzt werden. Die Wasserlinsen werden nach einer Stunde mit Wasser kurz gespiilt. Die in das Aerenchym
durch Spaltdffnungen und den Wurzelansatz eingedrungenen Hefezellen werden vermehrt, indem die beimpften SproBglieder
in einem gesigneten Medium (z.B. Melasse-Medium mit0,1% Hefe-Extrakt und Ammonium als Stickstoffquelle) beliiftet werden.
Es ist darauf zu achten, daR die Ndhrlésung durch frische Nihrlésung ersetzt wird, wenn die auBerhalb der Hohltrager
wachsenden freien Zel'en die stationdre Wachstumsphase eireicht haben, Nach mehrmaligem Wechsel der Nahrlésung ist ein
groBer Teil der Wasserlinsen im Inneren vollkommen mit immobilisie-ter Hefe gefiillt. Das Verfahren a3t sich vorteithaft mit
Wasserlinsen durchfiihren, die in vitro axenisch in definierten Medien angezogen wurden. thre Epidermis ist in keinem Fall
verletzt oder mikrobiell angegriffen.
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Beisplel 2
Das Lebermoos Riccia fluitans wird nach Ernte aus der axenischen in-vitro-Kuitur mit 50%igem Ethanol extrahiert und wie in

Beispiel 1 am Beispiel der Wasserlinsen baschrieben, mit Hefezellen beimpft. Die Schwimmthalli mit den groBen Luftkammern
zerfallen in etwa 1cm lange, dichotom gegabelte bandférmige Stiicken. Um die Beweglichkeitder Zellenin diesen Luftkammern
und damit die Gefahr des Herausspiilens zu verringern, werden die Hefe enthaltenden Hohltréger auf einem Sieb gesammeltund
mit 2%iger Natriumphosphatlésung pH2 geséttigt. Nach dem Abtropfen der Phosphatldsung wird das Materialim kalten
Lufstrom unter standigem Schitteln oder im Vakuumrotaiionsverdampfer partiell getrocknet {Gewichtsverlust etwa 50%).
AnschlieBend wird eine der vardunsteten Filissigkeitsmenge entsprechende Menge von 1%igem Aluminiumsulfat zugesetzt.
DasauBerhalb der Hohltriger gefallte Aluriniumphosphat wird mit Wasser abgewaschen, Durch das im inneren der Hohltrager
gefillte Aluminiumphosphat wird ¢ie Beweglichkeit der Hefezellen herabigesetzt. In siner phosphathaltigen Lsung ist der
Niederschlag unter physiologischen Bedingungen stabil. In &hnlicher Weise kann die Bewsglichkeit der Hefezellen im Inneren
des Hohltrigers herabgesetzt werden, indem zu der partiell getrockneten Masse der mit Hefe gefiillten Thallusabschnitte von
Riccia fluitans et..as geschmolzene Gelatine-Losung oder 1%iger fliissiger Agar bei einer Temperatur von 40°C beigemischt
wird. Es ist auch méglich, aie mit Hfe gefiiliten Thallusabschnitte mit einer CalciumchloridlSsung (2%) zu séttigen, partiell wie
oben dargestellt zu entwissern und ein Verstopien der Offnungen durch Zugabe verdiintter calciumfreier Alginatldsung (0,5%)
2u erreichen.

Beisplel 3

Gewaschene aerenchymreiche Wurz 2in von Hygrophyten, z.8, von Oryza sativa, werden in 3cm lange Segmente unterteilt, mit
Ethanol extrahiert, lyophilisiert und in siner Lésung von Glucoamylase infiltriert. AnschlieBend werden die Schnittfléchen der
Segmente durch Eintauchen in geschmolzenes Paralfin verschlossen, Das Material wird sorgféltig gewaschen, Die in dieser
Waeise hergestellte immobilisierte Glucoamylase wird benutat, um aus einem Préparat dslicher Stérke selektiv niedermolekulare
Bestandteile zu verzuckern. Stirkemolekiile mit Molekulargewichten iber 20kD werden nicht abgebaut.
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