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Verfahren zur Immobilisierung von ilikroorganismen bzw., Coim-
mobilisierung von Hikroorganismen und Enzymen durch Gelein-
bettung und Polyclektrolyteinkapselung, gekennzeichne® da-
durch, daB die Mikroorganismen bzw. die Mikroorganismen und
das Bnzym/die Fnzyme, die an ein Trigermaterial gcbunden wur-
den, zur Vorimmotilisierung in einer widBrigen Lidsung aus ge-
lierfdhigen Materialien suspendicert werden, diese Suspension
zum Gelieren gebracht wird, anschlieBend die sedimentierten
und separierten Gelpartikel (Vorimmobilisate) in einer wif-
rigen L8sung aus Cellulosesulfat suspendiert werden, die
Suspension in eine wdfrige Polydimethyldiallylammoniumchlo-
rid-Tiésung eingetropft wird, und die immobilisierten Mikro-
organismen bzw. die erhaltenen komplexen (coimwobilisierten)
Biokatalysatoren in bekannter Weise abgetrennt werden und in
cin fiir die Ziichtung der immobilisierten bzw. coimmobilisicr-

ten Biokatalysatoren geeignetes Milieu eingebracht werden.

Verfahren nach Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch, daB das
Enzym/die Enzyme adcorptiv oder kovalent an cinem Trdgerma-
terial in einer wdBrigen Ldsung hei pll-Werten zwischen 3,5
und 8, bei Tempcraturen von 277 K bis zur Stabilitdtsgrenze
der Enzyme und bei einer Reaktionsdauer ven 30 min bis 24

Stunden gebunden werden.

Verfahren nach Anspruch 1 und 2 gekennzeichnet dadurch, daB
zur kovalenten Bindung der Enzywe an das Trégermatcrial vor-
zugsvweise Glutardialdehyd als Kupplungsreagens verwendet

wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 3 gekennzeichnet dadurch, daB

o,

die Konzentration des Glutardialdehyds 0,1 bis 10 %, vorzugs-

weise 2,5 % betrdgt.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4 gekennzeichnet dadurch, daf
vorzugsweise ein unidsliches Trdgermaterial zur Bindung der

Enzyma verwandet wird.

Al
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Verfahren nach Anspruch 1 bis 5 gekennzeichnet dadurch, daf
als unlésliches Trdgermaterial vorzugsweise Aminomethylpoly-

styren verwendet wird,

Verfahren nach Anspruch 1 bhis 6 gekennzeichnet dadurch, da8
der Partikeldurchmesser der Polystyrenkugeln von 5 bis 200

pm ogewdhlt wird,

Verfahren nach Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch, daf zur
Vorimmobilisierung der Mikroorganismen bzw. Mikroorganismen
und trdgergebundenen Fnzyme ein gelierfihiges Material,.bei—
spielswéise Alginat, Carrageenan, Pektinat, verwendet wird,
das durch Einwirkung eines Vernetzungsmittels, beispielswei-

sc¢ kKrdalkali- oder Alkalisalzl&sungen, Gele bildet.

Verfahren nach hnspruch 1 und 8 gekennzeichnet dadurch, daB
die Konzentration des gelierfdhigen Materials zwischen 1 und

100 g/1 liegt.

Verfahren nach Anspruch 1, 8 und 9 gckennzeichnet dadurch,
daf die Konzentration des Vernetzungsmittels 1 bis 100 g/l
betrédgt.

Verfahren nach Anspruch 1 und & bis 10 gekennzeichnet da-
durch, dafl die Temperatur widhrend des Vorimmobilisierungs-
prozesses von 273 K bis zur Stabilitdtsgrenze der zu immo-
bilisierenden Mikroorganismen bzw. Mikroorganismen uncd tri-

gergebundenen Enzyme reicht.

Verfahren nach Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch, daB zur
Vor.mmobilisierung der HMikroorganismen bzw. Mikroorganismen
und trdgergebundenen Enzyme ein gelierfdhiges lMaterial, bei-
spielsweisc Agar, Agarose, Gelatine verwendet wird, das

durch Temperaturerniedrigung Gele bildet.

Verfahren nach Anspruch 1 und 12 gekennzeichnet dadurch, daB
das gelierfdnige Material bei einer Temperatur von 293 bis
373 K geldst wird, die Tdsung bei Temperaturen von 320 bis
373 K auf 313 K abgekiihlt wird, mit einer Suspension der

Mikroorganismen bzw. Mikroorganismen und trdgergebundenen
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Enzyme versetzt wird und durch Abkiinlen der Suspension auf

273 bis 232 X in die vorimmobilisierte Form liberfihrt wird.

Verfabren nach Anspruch 1, 12 und 13 gekennzeichnet Jadurch,
dafl dic [onzentration des gelierfihigen iaterial von 1 bis

100 g/l betrégt,

Verfahren nach Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch, daB zur
Finkapselung der Vorimmobilisate cine Konzantration des Cel-

lulosesulfats von 5 bis 1C0 ¢/1 eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 und 15 gekennzeichnet dadurch,
dafi zur Einkapselung der Vorimmobilisate eine XKonzentration
des Polydimethylallylammoniumchlorids zwischen 5 und 100

g/l verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, 15 un¢ 16 gekennzeichnet dadurch,
daBl die Temperatur bei der Einkapscelung der Vorimmobilisate
von 273 XK bis zur Stabilitdtsgrenze der einzukapselnden Mi-
kroorganismen bzw. lMikroorganismen und trdgergebundenen En-

zyme reicht,

Verfahren nach Anspruch 1, 15 bis 17 gekennzeichnet dadurch,
dafl dic Verweilzeit der immobilisierten bzw. coimmobilisier-
ten Biokotalysatoren in der Polydimethyldiallylamrmonium-

chlorid-ILdsung von 30 Sekunden bis 12 Stunden gewdhlt wird.
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Titel der Erfindung

Verfahren zur Immobilisierung von Mikroorgunismen bzw. Coimmobi.-

lisierung von Mikroorganismen und Enzymen

Anvendungsgebict der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Immobilisierung von
Mikroorganismen bzw. Coimmobilisierung von Mikroorganismen und
Enzymen zur Herstellung von Biokatalysatoren, die zur Durchfiih-
rung stoffwandelnder Prozessc in der Biotechnologie, in der
pharmazeutischen, chemischen und Lebenémittelindustrie sowie fiir
den Einsatz in der Medizin geeignet sind.

Sie finden z. B. Verwendung fiir die Biosynthese von Medikamen-

ten, hochwertigen Chemikalien, Enzymen usw.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Zur Durchfiihrung biochemischer Reaktionen in der Biotechnologie,
pharmazeutischen, chemischen und Lebensmittelindustrie werden
verstdrkt Mikroorganismen eingesetzt. In zunehmendem Male werden
die Mikroorganismen in immobilisierter Form verwendet, um den
Kinsatz derselben Skonomisch und cffektiv zu gestalten. Mit Hil-
fe der Immobilisierung wird cine Erh&hung der mikrobiellen Pro-
duktivitdt im Verhdltnis zum Reaktorvolumen, eine leichtere Ab-
trennbarkeit des Biokatalysators vom Produkt und damit eine we-
sentliche Senkung des Aufwands zur Isolierung der gewilinschten
Produkte ermdglicht,

Zur Immobilisierung von Mikroorganismen ist eine Reihe von Me-
thoden beschrieben worden, wie 2. B. der EinschlufB in Netzwerke
und in Schaumstoffe, die Fixierung an pordsen Trigermaterialien
und die Verkapselung. Daneben sind einige Methoden und Materia-
‘lien in Kombination getestet worden.

Beim EinschlufBl in Netzwerke aus Gelen ist neben einer relativ
geringen mechanischen Festigkeit hdufig ein Auswaschen der Zel-
len aus den Gelen zu beobachten (Stécklein, Eisgruber, Schmidt,

Biotechnol. Lett. 5(10), 703 (1983)).
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Un die Getfahr des Auswachsens von Zellen in das iedium herabzu-
setzen und daraus resuvltierende Stdrungen des Prozesses zu ver-
meiden, wird in DE OS 34 32 932 ein Verfahren heschrieben, das
das Auswachsen von Zellen auch bei Tengzeitversuchen sicher
vernindern soll. Diese Aufgabe wird dadurch geldst, daB die
Oberfldche des Biokatalysators durch eine zcllienfreie Schutz-
schicht aus einem vernetzten, keine Durchlédssigkeit fiir die
Zellen aufweisenden den zéllcnhaltigen Kern umschlieflenden Gel
gebildet wird. Dieses Verfahren liefert Gelkdrper, die im allge-
meinen eine begrenzte mechanische Haltbarkeit :.ufweisecn, Fiir
der beschriebenen Verwendungszweck, die Sektherstellung, ist
jedoch die mechanische Festigkeit von untergeordneter Bedeu-
tung, da der Biokatalysator nicht stark beansprucht wird, in
anderen stoffwandelnden Prozessen spielt die mechanische Fes-
tigkeit eine bedeutende Rolle.

In dieser Patentschrift wird zudem festgestellt, daB sich das
Verfahren der Mikrokapselung fiir die Immobilisierung von Zellen
nicht eignet aufgrund der Toxizitdt der zu verwendenden Ldsungs-—
mittel und Jder daraus resultierenden geringen Katalysatorakti-
vitdt, und daB auch bei dieser Methode das Auswachsen von Zel-
len nicht sicher verhindert werden kann,

Von Mosbach (Phil., Trans. R. Soc. Lond. B300, 355 (1933)) wird
cbenfalls festgestellt, dafB bei der Einkapselung von Mikroorga-
nismen im Vergléich zum Einschlufl in Metzwerken die Anzatl Zel-
len, die ins Btledium wachsen k&bnnen, weiter reduziert ist, daB
aber dennoch die in die Membran inkorporierten Zellen Biomasse
nach auflen abgeben kodnnen.

fn DE-OS 30 12 233 wird ein Verfahren zur Immobilisierung von
chemisch oder biologisch aktiven Stoffen, lebendem Gewabe und
Einzelzellen beschrieben, bei dem zundchst die Materialien in
einem Gel eingeschlossen und anschliefiend die sauren Gruppen an
der Oberfldche der Gelmatrix mit einem aminogruppenhdltigennpo—
. lymer umgesetzt werden, sc daBl sich eine tlembran ausbildet. Als
nachteiliqg sind die geringe Widerstandsfdhigkeit der so gebil-
deten Membran gegeniliver proteolytischem Angriff anzusehen, die
eine begrenzte l.ebensdauer der Kapseln bedingt, und die Anwe-
senheit einer groflen Anzahl freier Aminogruppen an der Oberfla-
che, die neben der Verklumpungsgefahr der Kapseln bei Einsatz

anionischer Substrate zu einer Akkumulation derselben an der
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Oberfldche fiinrt.

In den letzten Jahren wurden in zunehmenden bMafle Mikroorganis-
men verschiedener Species und/oder Enzyme zusammen immobilisiert
(Coimmobilisicrung), nachdem antangs jeweils nur ein bestimmter
Mikroorganismus bzw. cin bestimmtes Enzym an oder in einer Ma-
trix immobilisiert worden war, von denen einige in einer weiter-
entwickelten Form zusammen in einem Reaktor eingesetzt wurden.
Die Coimmobilisierung von Mikroorganismen und nzymen ermdglicht
es, den Einsatzbereich immobilisierter HMikroorganismen zu ver-
breitern, indem andere, normalerweise nicht durch den betrachte-
ten Mikroorganismus verwertcte Substrate mit Hilfe der coimmobi-
lisierten Enzyme in eine Form tiberfiihrt werden, die vom betref-
fenden HMikroorganismus umgesetzt werden kann. Bei Auﬁwahl einer
geeigneten Scquenz von Enzymen kdnnen auf diese Weise mehrstufi-
ge Reaktionen katalysiert werden.

Nach cinem Verfahren von B. Higerdal und K. Mosbach (US 4,524,137
zur Coimmobilisierung von Mikroorganismen und Erzymen wird das
Enzym kovalent an das Trédgermaterial gebunden, das zum Einschlufl
der Mikroorganismen dient. Als nachteilig sind bei dieser Metho-
de die relativ geringe mechanische Festigkeit der Gelperlen und
das Problem des Auswaschens von Zellen aus den Gelen beinm Ein-
satz in Langzeitversuchen anzuschen.

In EP O 041 610 wird von C. H. Bochringer Sohn, Ingelheim diec
Bindung des Enzyms an Hefezellen vorgeschlagen. Diese tlethode
ist jedoch nicht bei allen Mikroorganismen-Species anwendbar, da
die meisten Mikroorganismen durch die Immobilisierungsprzedur
des Enzyms inaktiviert werden. Dariiber hinaus wird die CrdéfBe der
Zellen nicht wesentlich verdndert, so daB die Riickhaltung des
Coimmobilisats in kontinuierlichen Fermentationsprozessen sehr
schuwierig ist.

Von W. Hartmeier und A. Heinrichs wird in DE 35 34 983 ein Ver-
fahren zur Coimmcbilisierung von Mikroorganismen und Enzymen be-
schrieben, bei dem die Mikroorganismen und Enzyme zugleich in
einer polymeren Matrix eingeschlossen werden, die in situ mit
einer entgegengesetzt geladenen, semipermeablen HMembran iberzo-
gen wird. Bei diesem Verfahrven wird die Anzahl Zellen, die bei
Langzeitfermentationen ins Medium auswachsen kdnnen, gegeniiber
dem alleinigen RinschluB in ein Gelnetzwerk reduziert. Es kann

aber dennoch nicht verhindert werden, dafB beim Eintropfen der
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Mikroorganismen/Enzym/Alginatlésung in die Calciumchlorid/
Methacrylat/Acrylat—Copolymer—Lésung Mikroorganismen in die
“Membran inkorporiert werden, die Ursache fiir das Auswachsen
von Mikroorganismen ins AuBenmedium sein k&nnen.

Bei den an dieser Stelle dargestel.ten Methoden zur Immobili-
sierung von Mikroorganismen bzw. Mikroorganismen und Enzymen
ist festzustellen, daB sie im Falle des Geleinschlusses von
vornherein eine geringe mechanische Festigkeit besitzen und
daB bei den bekannten Verfahren zur EBinkapselung von Mikro-
organismen hzw, Mikroorganismen und Enzymen dieselben in die
Kapselmembran inkorporiert werden und durch Wachstums- und
Zellteilungsvorginge der vitalen Objekte eine betr&dchtliche

Verminderung der Kapselfestigkeit verursacht wird.
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Zicl der Erfindung

Ziel der ILrfindung sind stabii~ enkapsulierte Biokatalysatoren,

deren Stabilitdt auch im Falle der Einkapselung proliferierender
Systeme nicht durch Wachstums- und Zellteilungsvorgidnge dersel-

ben herabgesetzt wird und die in biotechnologischen Verfahren

eingesetzt werden kdnnen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Her-
stellung immobilisierter oder coimmobilisiertoer Biokatalysatoren
mit hoher Operationsstébilitét auf dem Vege der Eﬁkapsulierung
von Mikroorganismen oder Mikroorganismen und Enzymen zu finden,
das den Einbau der zu immobilisierenden Biokatalysatoren in die
Kapselwand verhindert und Kapseln mit hoher Membranfestigkeit

erzeugt.

Erfindungsgemd wird das dadurch crréicht, daB das Enzym/die En-
zyme im Falle der Coimmobilisierung von Mikroorganismern und En-
zymen an ein Trdgermaterial gebunden werden, die zu immobilisie-
renden Mikroorganismen, beispielsweise Hefen und Bakterien, bzw.
Mikroorganismen und trdgergebundenen Enzyme zur Vorimmobilisie-
rung in einer wdBrigen L&sung aus gelierfdhigen Materialien sus-
pendiert werden, diese Suspension zum Gelieren gebracht wird, an
schlieBlend die sedimentierten und separierten Gelpartikel (Vor-
immobilisate) in einer w&Brigen L&sung aus Cellulosesulfat sus-
pendiert werden, die Suspension in eine wifirige Polydimethyldi-
allylammoniumchlorid-ldsung eingetropft wird, und die immobili-
sierten bzw. coimmobilisierten Biokatalysatoren nach Abschluf
des Einkapselungsprozesses in bekannter Weise abgetrennt und in
ein filir die Ziichtung der Mikroorganismen geeignetes Milieu einge-
bracht werden.

Im Falle der Coimmobilisierung von Mikroorganismen und Lnzymen
erfolgt die Bindung des Enzyms/der Enzyme entweder adsorptiv
oder kovalent an einem Trdgermaterial, das vorzugsweise ecin un-
lésliches Material darstellt, in einer w&Brigen Ldsung bei pH-
lerten zwischen 3,5 und 8, bei Temperaturen von 277 K bis zur

Stabilit&tsgrenze der Enzyme und bei einer Reaktionsdauer von 30
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min bis 24 Stunden. Als Kupplungsreagens wird vorzugsweise Glu-
tardialdehyd mit einer Konzentration zwischen 0,1 bis 10 %, vor-
zugsweise jedoch 2,5 %, Als unléslichus Trdgermaterial werden
vorzugswveise aminogrupoenhaltige Polystyrencerivate mit einem
Partikeldurchmesser von 5 bis 200 pm verwendet,

Zur Vorimmobilisierung der Mikroorganismen bzw. Mikroorganismen
und trdgergebundencn Enzyme im Falle der Coimmobilisierung wer-
den sowohl Gel:, die durch Temperaturerniedrigung, beispielswei-~
se Agar, Agarose, Gelatine, gebildet vercen, als auch Gele, .die
durch ionotrope Celierung, beispiclsweise Aiginat, Carrageenan,
Pullulan, Pektinat, mit Hilfe eincs Vernetzungsmittels gebildeot
werden, verwendetb,

Die Xonzentration des gelierfdhigen Materials liegE zwischen 1
und 100 ¢g/1, bei Verwendung von Agar, Agarose und Alginat vor-
zugsweise bei 30 ¢/1.

Bei Einsatz ionotrop gel:.crender tlaterialien wird eine Vernet-
zerldsung mit 1 bis 100 g Vernetzungsmittel/l verwendet. Als
Vernetzungsmittel kommen im Falle von Alginat Erdalkalisalzls-
sungen, vorzugsweise Calciumchlorid,'und im Falle von Carragee-
nan Alkalisalzl6sungen, vorzugsweise Kaliumchlorid, zum Ein-
satz,

Die Temperatur wdhrend des Vorimmobilisierungsprozesses durch
ionotrope Gelierung reicht von 273 K bis zur Stabilitdtsgrenze
der zu immobilisierenden Milroorganismen und Enzyme,

Bei Einsatz von Matcrialien, die durch Temperaturerniedrigung
Gele bilden, wird das gelierfdhige Material bei einer Tempera-
tur von 293 bis 373 K geldst, die Lésung bei-Einsatz von Tempe-

o

raturen gréBer als 313 K auf 313 K abgekiihlt und mit einer Sus-
vension der bMikroorganismen bzw. tiikroorganismen und trigerge-
bundenen ilnzyme verselzt. durch Abkiihlen der Suspension auf 273
bis 283 K wird das Vorimmobilisat erhalten.

Die Temperatur bei der sich anschlicBenden Einkapselung der se-
dimentierten und scparierten Vorimmobilisate wird cbenfalls zwi-
schen 273 K und der Stabilitdtsgrenze der zu immobilisierenden
Biokatalysatoren gewdhlt,

Die Cellulosesulfatkonzentration fiir dic Einkapselung der Vor-
immobilisate liegt zwischen 5 und 100 g/1l, die Konzentration
der Polydimethyldiallylammoniumchlorid—hésung gleichfalls zwi-

schen 5 uad 100 g/1.
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Die Verweilzeit der immobilisinrten Mikroorganismen oder Mikro-
organismen und Enzyme liegt zwischen 30 Sekuncen und 12 Stunden,
Mach. Abtrennung der cerfindungsgemdn hergestellten immobilisier-
ten Biokatalysatoren von der Polydimethyldiallylammoniumchlorid—
Lésung werden diese in ein fiir die Ziichtung der immobilisierten
Biokatalysatoren geeignetes Milieu liberfiihrt und anschliefiend
der gewiinschten Verwendung zugefiihrt.

Somit liefert das erfindungsgemdBe Verfahren immobilisierte Bio-
katalysatoren, die sich durch eine hohe Vitalitdt, Aktivitdt und
Opecrationsstabilitat auszeichnen, die auch i Falle der Einkap-
selung vitaler, proliferiender Systeme bei lLangzeitversuchen
nicht durch Wachstums- und Zellteilungssvorgénge derselben oder
Auswaschen vermindert wird. Dic Bindung des Znzyms/der Enzyme
schiitzt dieses vor Abbauprozessen und Inaktivierund. Die Vorim-
mobilisierung gewdhrleistet, daB keine Mikroorganismen oder
trégergebundenen Enzyme in die Kapselwand inkorporiert werden
und die Oberfldche des immobilisierten Biokatalysators frei von
Mikroorgenismen und trdgergebundenen Enzymen ist. Somit ist das
Risiko ces Auswachsens von Mikroorganismen in das {ulturmedium,
das beim Einschluf von Hikroorganismén in Gelnetzwerke nicht
verhindert werden kann und zu Stdérungen des Prozessecs fiihrt,
ausgeschlossen. Von Vorteil ist weiterhin cine erhéhte mechani-
sche Stabilitit der Biokatalysatoren gegeniiber der von Gelnetz-
werken,

In Falle der Coimmobilisierung von Invertase und Yarrowia
lipolytica-%ellen wird es méglich, Saccharose als Substrat
einzusetzen, die normalerweise nicht von diesen Zellen
verwertet.werden kann, jedoch ein vesentlich- preiswerteres

Substrat als das eigentliche Substrat Glucose darstellt,



285370

Das crfindungsgemdBe Verfahren soll anhand nachfolgender Bei-

spiele erldutert werden.
Ausfiihrungsbeispiele
3eispiel 1

G,1 g Agar werden unter .FErwdrmen auf 353 ¥ in 10 ml Wasser
geldst. Nach Abkiiblen auf 312 K wird 1 ml ciner Zecllsuspen-
sion der Hefe Yarvowia lipol tica mit cinem Gehalt von 1 mg -
HTM/mi zugegeben, schnell suspendiert und in Wasser einge-
tropft, das cine Temperatur von 283 K aufweist. Das in gro-
ben Klumpen erhaltene Gel wird in 10 ml Wasser mit einer
Yemperatur von 283 X gegeben und nach bekannten Hethoden auf
cine PartikelgrdBle von 100 bhis 200 pm zerkleinert. Das par-
tikuldre Gel wird sedimentiert und, wic in Beispiel 4 be-

schrieben, verwendet.

Beispiel 2

0,5 ml einer Zellsuspension der Hefe Yarrowia lipolytica nit
einem Gehalt von 1 ug HTM/ml werden in 5 l 3%iger Na-Algi-
- nat-Ldésung suspendiert, Durch Eintropfen der so erhaltenen
Zell-Alginat-Suspension mit Hilfe tiblicher Melthoden in eine
2%ige Calciumchlorid-TLiésung unter leichtem Riihren werden
Celperlen erhalten, die weitere 30 min in dieser LOésung ge-
, rihrt werden, Die Gelperlen werden sedimentiert und, wie in

Beispiel 4 beschrieben, verwvendet,

Deispiel 3

Durch L&sen von 0,3 g Agarosc in 10 ml Wasser bei 373 K

wird eine 3%ige Agarose-T8sung hergestellt. llach Abkiihlen
der LSsung auf 313 K wird 1 ml einer uellsuspension der He-
fe Yarrowia lipolytica mit einem Gehalt voa 1 mg HTM/ml zu-
gegeben, schnell suspendiert und in Vasser mit ciner Tempe-
ratur von 283 X caingctropft. Das in groben Klumpen erhaltene

Gel wird in 10 ml Wasser mit einer Temperatur von 283 K ge-
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geben und nach bekannten iethoden auf einc PartikelgréBe von
100 bis 200 pm zerkleinert., Das partikuldre Gel wird sedi-

mentiert und, wie in Beispiel 4 beschrieben, verwendet.

Peispiel 4

0,5 ml des Sediments der vorimmobilisierten Hefe Yarrowia 1i-
polytica gemdB Beispicl 1, 2 und 3 werden in 5 ml 2, %iger
Celluloscsulfatldsung (Cellulosesulfat mit einem DS von 0,43)
suspendicrt und mé&glichst homogen verteiit. .
Dann wird diese Suspension in 50 ml ciner Ldsung von 1,2%igenm
Polydimethyldiallylammoniumchlorid mit einer Molmasse von
40000 unter leichtem Riihren getropf: und mindestens & min
langsam geriihrt,

Nach Abtrennung des Fillbads von den gebildeten Mikrokapseln
werden diese zwcimal mit 50 ml sterilem destillierten Wasser
gewaschen, ‘

Zur Xultivierung werden 20 g der so erhaltenen Kapsgln in
einem 500-ml-Fermenter cingesetzt: Nach einer Kultivierungs-
dauer von 24 h ist das Kuliturmedium aufgezehct und das Zell-
wachstum abgeschlossen. Die Zellmasse im Kapselinneren ist
auf eine Konzentration von 15 mg HTH/ml Immobilisat ange-
wachsen. Das Auflenmedium ist nicht getriibt, ¢. h. frei von
Hefezellen. Diese Kapseln werden in einem kontinuierlichen
FermentationsprozeB zur Produktion von Citronensdure einge-

setzt.

Das erfindungsgeméfie Verfahren wurde analog mit Bakterien

~der Species Pseudomonas acruginosa ausgefiihrt.

Beispiel 5

0,2 g Polystyren Wofatit UF 93 (Partikeldurchmesser 5 bis
160 um) werden mit 3 ml 2,5%iger Glutardialdehyd-Ldsung in
SﬁRENSEN—Phosphatpuffer pH 7,0 2 h bei Raumtemperatur ge-
rithrt. Das aktivierte Trégermatqrial wird anschliefend mit

Wasser bis zur v8lligen Entfernung des iiberschiissigen Glu-
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tardialdechyds gewvaschen. AnschlieBend wird das akbtivierte
Polystyren mit 800 U Invertasc in 3 ml SﬁRENSEN—Phosphat—
puifer pi 7,0 4 h bei Raumtemperatur geriinrt und danach

mit 25 mii Hatriumacetatpuffer pH 5,0/1 % NaCl und 25 mli Na-
triumacetatpuffer pll 5,0 gewaschen, bis kein Protein mehr

im Waschwasser nachweisbar war.

Der Invertase-Polystyren-Komplex wird, wie in Beispiel 7 bis

10 beschrieben, verwendet.

0,2 g Polystyren Wofatit UF 93 (Partikeldurchmesser 5 bis
100 pm) wverden mit 800 U Invertase in 3 ml SORENSEN-Phos-
phatpuffer pH 7,0 4 h bei Raumtemperatur geriihrt und an-

schlieBend mit 25 mi Natriumacetatpuffer plf 5,0/1 4 NaCl

und 25 mii Natriumacetatpuffer pH 5,0 gewaschen, bis kein

Protein mehr im'Waschwasscr nachweishbar war.

Der Invertase-Polystyren-Komplex wird, wie in Reispiel 7

bis 10 beschriecben, verwendet,

Beispiel 7

0,1 g Agar werden unter Erwdrmen auf 353 K in 10 ml VWasser
geldst. Hach Abkiihlen auf 313 K werden 1 wl einer Zellsus-
pension der [lefe Yarrowia lipolytica mit einem Gehalt von

1 mg HTK/ml und 0,5 ml Invertase-Polystyren-Komplex zugege-
ben, schnell suspendiert und in Wasser eingetropft, das ecine
Temperatur von 283 K aufweist., Das in groben Klumpen erhal-
tene Gel wird in 10 ml Wasser mit einer Temperatur von 283 X
gegeben und nach bekannten Methoden auf eine Partikelgréfe
von 100 bis 200 um zerkleinert. Das partikuldre Gel wird se-

dimentiert und, wic in Beispiel 10 beschrieben, verwendet.

Beispiel 8

0,5 ml einer Zellsuspension der llefe Yarrowia lipolytica mit

cinen Gehalt von 1 mg HTM/ml undé 0,25 ml Invertase-Polysty-
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ren-Komplex werden in 5 ml 3%iger Na-Alginat-L&sung suspen-
diert. Durch Eintropfen der so erhaltenen Zcll-Alginat-Sus-
pension mit liilfe iiblicher ifethoden in eine 2%ige Calcium-~
chlorid-Ldésung unter leichtem kiithren werden Gelperlen erhal-
ten, die weitere 30 min in dieser idsung geriihrt werden, Dic
Gelperlen werden sedimentiert und, wie in Beispiel 10 be-

schrieben, verwendet.

Beispiel 9

Durcn Liésen von 0,3 ¢ Agarose in 10 ml Wasser bei 372 ¥

wird eine 3%ige Agarosc-Idsung hergestellt. Nach Abkiihlen

der L&sung auf 313 X werden 1 ml einer Zellsuspension der He-
fe Yarrowia lipolytica mit einem Gehalt von 1 mg HTH/ml zu-
und 0,5 ml Invertase-Polystyren-Komplex zugegeben, schnell
suspendiert und in Wasser mit einer Temperatur von 263 X cin-
getropfl. Das iﬁ groben Xlumpen erhaltene Gel wird in 10 ml
Wasser mit einer Temperatur von 282 K gegeben und nach be-
kannten lethoden auf eine PartikeldrdBe von 100 bis 200 jam
zerkleinert., Das partikuldre Gel wird sedimentiert und, wie

in Beispiel 1C beschrieben, verwendet.

Beispiel 10

0,5 ml des Sediments der zusammen mnit Invertase-Polystyren-
Komplex vorimmobilisierten Hefe Yarrowia lipolytica gemdB
Beispiel 7, 8 und 9 werden in 5 ml 2,2%iger Cellulosesulfat-
18sung (Cellulosesulfat mit einem DS von 0, 43) suspendiert
und moéglichst homogen verteilt. Dann wird diese Suspension
in 50 ml einer Ldsung von 1,2%igem Polydimethyldiallylammo-
niumchlorid mit einer pPlolmasse von 40000 unter leichtem Riih-
ren getroptt und mindestens 5 min langsam geriihrt.

Nach Abtrennung des Fdllbads von den gebildeten Mikrokapseln
verden diese zweimal mit 50 ml sterilem destillierten Wasser
gewaschen.

Zur Kultivierung werden 20 g der so erhaltenen Kapseln in
einem 500-ml-Fermenter eingesetzt. Mach ciner Kultivierungs-

dauer von 24 h ist das Kulturmedium aufgezchrt und das %ell-
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wachstum abgeschlossen. Dic Zellmasse im Kapselinneren ist
auf eine Konzentration von 15 mg HT#/ml Immobilisat ange-
wachsen. Das AuBlenmediun ist nicht getriibt, d. h. frei von
llefezellen. Diese Kapseln werden in einem kontinuierlichen
Fermentationsprozefl zur Produktion vor Citronensiure einge-

sctzt.,

Beispiel 11

50 ml einer 2,2%igen Cellulosesulfatldsung (Cellulosesulfat mit
einem DS von 0,43) werden 10 min bei 121 °c autoklaviert., Dann
Dann werden 0,5 ml des Sediments gemdB Beispiel 1, 2 und 3 bazw.
7, 8 und 9 in 5 ml des autoklavierten Cellulosesulfats suspen-
diert und homogen verteilt, Diese Suspension wird in 50 ml eirer
Ldsung von 0,25 % Polydimethyldiallylammoniumchlorid mit einer
Molmasse von 40000 unter leichtem Riihren getropft und mindestens
40 min geriihrt, Danach wird das F3llbad 1 : 1 mit Wasser ver-
diinnt. Die Kapseln werden weitere 80 min unter leichtem Riihren
im Fillbad bewegt. '

Nach Abtrennung des Fdllbades werden die Kapseln chne weitere
Behandlung sofort dem KultivierungsprozefB zugefiihrt, wie es in

Beispiel 4 und 10 beschricben wurde.
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