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Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Mikroorganismen.

67 Ein Mikroorganismus wird in einer Kulturbriihe

geziichtet und nach Abschluss der Ziichtung wird die
Kulturbriihe mit Glutaraldehyd behandelt. Danach wer-
den aus der Kulturbriithe mikrobielle Zellen abgeschieden
und diese dann mit einer wissrigen Losung eines Polysac-
charids, das in seinem Molekiil mindestens 10 Gew.-% Sul-
fatanteil aufweist, behandelt. Danach wird im erhaltenen
Gemisch das Polysaccharid geliert, um die mikrobiellen
Zellen in der gebildeten Gelmatrix des Polysaccharids ein-
zuschliessen. Das Verfahren ist einfach und in industriel-
lem Massstab ausfithrbar und erméglicht eine einheitliche
Herstellung von immobilisierten Mikroorganismen. Die
erhaltenen immobilisierten Mikroorganismen zeigen hohe
enzymatische Aktivitit und hohe Stabilitét, sodass sie wih-
rend lidngerer Zeitdauer in kontinuierlichen enzymatischen
Reaktionen eingesetzt werden konnen.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Mikro-
organismen, dadurch gekennzeichnet, dass man einen Mikro-
organismus in einer Kulturbriihe ziichtet, nach Abschluss der
Ziichtung die Kulturbriihe mit Glutaraldehyd behandelt,
mikrobielle Zellen aus der Kulturbriihe abscheidet, die abge-
schiedenen mikrobiellen Zellen mit einer wéssrigen LOsung
eines Polysaccharids mit mindestens 10 Gew.-% Sulfatanteil
im Molekiil vermischt und dann im erhaltenen Gemisch das
Polysaccharid geliert, um die mikrobiellen Zellen in der Gel-
matrix des Polysaccharids einzuschliessen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Mikroorganismus Escherichia coli mit Aspar-
tase-Aktivitit oder Pseudomonas dacunhae mit L-Aspartate-
p-decarboxylase-Aktivitit verwendet.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man als Polysaccharid Carrageenan, Furcella-
ran oder Cellulosesulfat verwendet.

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man die Behandlung mit Glut-
araldehyd durch Vermischen des Glutaraldehyds mit der Kul-
turbriihe unter Rithren oder Schiitteln ausfiihrt und Glut-
araldehyd in solchem Mengenanteil zugibt, dass dessen Kon-
zentration in der Kulturbriihe 0,1 mmol bis 0,5 mol betrégt.

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man eine wissrige Losung des
Polysaccharids einsetzt, die, bezogen auf deren Gesamitge-
wicht, 0,2-20 Gew.-% Polysaccharid enthilt.

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass man die abgeschiedenen
mikrobiellen Zellen in Wasser, einer physiologischen Salzlo-
sung oder einer Pufferldsung mit pH-Wert 3-10 suspendiert
und die erhaltene Suspension bei 30-60 °C mit der wissrigen
Lasung des Polysaccharids vermischt.

Immobilisierte Mikroorganismen, d.h. an Triger gebun-
dene Mikroorganismen, haben in verschiedenen enzymati-
schen Reaktionen grosse Bedeutung erlangt, und im Stand
der Technik sind verschiedene Verfahren zur Herstellung von
immobilisierten Mikroorganismen bekannt. In der US-PS
4138 292 ist beispielsweise ein Verfahren zur Herstellung von
immobilisierten Mikroorganismen beschrieben, wobei mikro-
bielle Zellen mit einer wissrigen Losung eines 10 Gew.-%
oder mehr Sulfatanteil in dessen Molekiil aufweisenden Poly-
saccharids, wie Carrageenan, vermischt und im erhaltenen
Gemisch dann das Polysaccharid geliert wird, um die mikro-
biellen Zellen in der gebildeten Gelmatrix einzuschliessen
und dadurch immobilisierte Mikroorganismen zu erhalten.
Im weiteren ist in der genannten Patentschrift auch die Stabi-
lisierung der enzymatischen Aktivitit des immobilisierten
Mikroorganismus beschrieben, wobei der wie vorstehend
beschrieben erhaltene immobilisierte Mikroorganismus mit
Glutaraldehyd behandelt wird.

Diese Stabilisierung der enzymatischen Aktivitit des
immobilisierten Mikroorganismus durch Ausfithrung der
Behandlung mit Glutaraldehyd nach dem Einschluss der
mikrobiellen Zellen in das Gel ist jedoch bei Ausfithrung in
industriellem Massstab nicht unbedingt befriedigend. Da das
genannte Polysaccharidgel gegen Schwerkrafteinwirkung
relativ unbestindig ist, neigt das Gel zu Schidigung der
Formerhaltung wihrend der Behandlung mit Glutaraldehyd,
und es ist schwierig, diese Behandlung einheitlich auszufiih-
ren.
In ausgedehnten Studien zur Behebung dieser Schwierig-
keiten wurde herausgefunden, dass immobilisierte Mikroor-
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ganismen hoher enzymatischer Aktivitit wie auch hoher Sta-
bilitat leicht hergestelit werden kénnen, indem man eine Kul-
turbrithe des Mikroorganismus nach Abschluss der Ziichtung
mit Glutaraldehyd behandelt, anstatt diese Behandlung mit

5 Glutaraldehyd nach dem Einschluss in das Polysaccharidgel
auszufiihren.

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein neues Ver-
fahren zur Herstellung von immobilisierten Mikroorganismen
mit hoherer enzymatischer Aktivitdt und - hdherer Stabilitdt zu

10 schaffen, das die Bildung der immobilisierten Mikroorganis-
men unter Vermeidung der vorstehend genannten Schwierig-
keiten in industriellem Massstab ermdglicht.

Diese Aufgabe wird durch das erfindungsgemisse, im
Patentanspruch 1 definierte Verfahren geldst.

15 Im erfindungsgemissen Verfahren konnen beliebige
Mikroorganismen, welche die erwiinschte enzymatische Akti-
vitit aufweisen, zum Einsatz gelangen. Bevorzugte derartige
Mikroorganismen sind beispielsweise Escherichia coli
ATCC 11303 bzw. IAM 1268, mit Aspartase-Aktivitat, Pseu-

20 domonas dacunhae IAm 1152 mit L-Aspartate-B-decarboxy-
lase-Aktivitit und dgl.

Als Kulturbriihe kann jede beliebige konventionelle, fiir
die Ziichtung von Mikroorganismen wie die vorstehend
genannte geeignete Kulturbrithe verwendet werden, die

25 zweckentsprechende Mengenanteile von konventionellen
Komponenten, wie Kohlenstoff- und Stickstoffquellen, orga-
nische Nihrstoffe, anorganische Materialien und dgl. enthal-
ten kann.

Fiir die Ausfithrung des erfindungsgeméssen Verfahrens

10 geeignete Polysaccharide mit mindestens 10 Gew.-% Sulfatan-
teil in deren Molekiil sind beispielsweise Carrageenan, Fur-
cellaran, Cellulosesulfat und dgl. Carrageenan ist ein Poly-
saccharid mit 20-30 Gew.-% Sulfatanteil im Molekiil, das
erhiltlich ist durch Raffination eines Extraktes von Meeresal-

35 gen der Gattung Rhodophyceae, wie Gigartinaceae und
Solievinaceae. Im erfindungsgeméssen Verfahren konnen im
Handel erhiltliche Typen von Carrageenan, beispielsweise
«GENU GEL WG», «GENU GEL CWG» und «GENU
VISCO» der Kopenhagen Pectin Factory Ltd. verwendet wer-

40 den. Furcellaran ist ein Polysaccharid mit 12-162 Gew.-%
Sulfatanteil im Molekiil, das erhaltlich ist durch Extraktion
einer Sorte Meeresalgen der Gattung Rhodophyceae, d.h.
Furcellaria fastigiota, und es kann beispielsweise das von der
Litex Co., Dinemark, hergestellte Furcellaran verwendet wer-

45 den. Als Cellulosesulfat ist beispielsweise «KELCO SCS» der
Kelco Co. geeignet.

Die Ziichtung des Mikroorganismus im erfindungsgemas-
sen Verfahren ist nicht auf eine spezifische Methode einge-
schrinkt und kann nach bekannten Methoden erfolgen.

so Gegebenenfalls kann nach Abschluss der Ziichtung die enzy-

matische Aktivitit fiir ein Nebenreaktionssystem des Mikro-

organismus vor dem néchsten Schritt der Behandlung mit

Glutaraldehyd nach einer bekannten Methode aufgehoben

werden.

Die Behandlung der Kulturbriihe mit Glutaraldehyd nach
Abschluss der Ziichtung kann im erfindungsgeméssen Ver-
fahren leicht ausgefiihrt werden durch Vermischen von Glut-
araldehyd mit der Kulturbrithe unter Rithren oder Schiitteln.
Vorzugsweise wird der Glutaraldehyd in solchem Mengenan-
g0 teil zugesetzt, dass dessen Endkonzentration in der Kultur-

briihe 0,1 mmol bis 0,5 mol, insbesondere 1 mmol bis 0,1 mol,
betrigt. Vorzugsweise wird diese Behandlung mit Glutaral-
dehyd im Temperaturbereich von 0-60°C, insbesondere
0-40°C, ausgefiihrt. Die fiir diese Behandlung bendtigte Zeit-

65 dauer ist temperaturabhingig, wobei es iiblicherweise bevor-
zugt wird, die Behandlung wahrend 1 min bis 24 h, insbeson-
dere wihrend 5 min bis 5 h, auszufiihren. Nach der Behand-
lung mit Glutaraldehyd werden mikrobielle Zellen abgeschie-
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den, beispielsweise durch Zentrifugation der Kulturbriihe. bilisierten Mikroorganismen.

Die abgeschiedenen mikrobiellen Zellen werden dann mit In den nachstehenden Beispielen werden Ausfiihrungsfor-
einer wissrigen Losung des Polysaccharids mit mindestens 10  men der Erfindung detailliert erldutert. Prozentuale Konzen-
Gew.-% Sulfatanteil in dessen Molekiil, das im nachstehen- trationsangaben sind gewichtsméssig, wenn nichts anderes

den einfach als «Polysaccharid» bezeichnet wird, vermischt. s angegeben ist.

Die wissrige Losung des Polysaccharids ist leicht erhiltlich

durch Vermischen mit Wasser von 30-100°C. Die Konzentra- ~ Beispiel 1

tion des Polysaccharids in der Losung betrégt vorzugsweise In 10 500 ml Glaskolben wurden je 100 ml einer Kultur-
0,2-20 Gew.-%, insbesondere 1-10 Gew.-%, bezogen auf das brithe von pH-Wert 7,0, enthaltend 2,0% Maisbrithwasser,
Gesamtgewicht dér Losung. Das Vermischen der wissrigen 10 2,0% Hefe, 1,14% Fumarsaure, 0,5% Diammoniumfumarat,

Losung des Polysaccharids mit den abgeschiedenen mikro- 0,2% Kaliumdihydrogenphosphat und 0,05% Magnesiumsul-
biellen Zellen erfolgt in einer bevorzugten Ausfiihrungsform fat, eingefiillt. Der Inhalt jedes Kolbens wurde mit Escheri-
des erfindungsgemissen Verfahrens, indem man die mikro- chia coli ATCC 11303 bzw. IAM 1268 geimpft. Dann wurden
biellen Zellen in Wasser, einer physiologischen Salzlosung die Kolben unter Schiitteln bei 30°C wihrend 16 h inkubiert
oder einer zweckentsprechenden Pufferldsung mit pH-Wert 15 und danach zum Abbruch der Ziichtung auf 5°C abgekihit.
3-10, vorzugsweise 4-8, suspendiert und die erhaltene In jeden Kolben wurden dann 2 ml einer 25%igen wissrigen
Suspension dann bei 30-60°C mit der wéssrigen Losung des Losung von Glutaraldehyd eingefiillt, so dass die Schlusskon-
Polysaccharids mischt. zentration an Glutaraldehyd in jedem Kolben 5 mmol betrug,
Im erhaltenen Gemisch wird dann das Polysaccharid wonach der Kolben wihrend 30 min geschiittelt wurde.

geliert, um die mikrobiellen Zellen in der Gelmatrix des Poly- 2 Durch Zentrifugation der Kulturbrithe wurden dann mikro-
saccharids einzuschliessen. Die Gelierung des Polysaccharids  bielle Zellen von Escherichia coli ATCC 11303 in einem

ist leicht erzielbar durch Abkiihlung des Gemischs, beispiels- ~ Mengenanteil von 23 g Feuchtgewicht, abgeschieden.

weise durch Stehenlassen des Gemischs bei 0-20°C wihrend Getrennt davon wurden 6 g Carrageenan « GENU GEL

1 min bis zu 5 h, wobei das Polysaccharid geliert und gleich- WG» der Kopenhagen Pectin Factory Ltd. in 129 ml Wasser
zeitig die mikrobiellen Zellen in der resultierenden Gelmatrix 25 von 45°C unter Bildung einer wissrigen Losung von Carra-

des Polysaccharids eingeschlossen werden. Das erhaltene Gel  geenan gelost.

kann zu verschiedenen Formen geformt werden. 23 g der erhaltenen mikrobiellen Zellen, suspendiert in
Die Gelierung kann aber auch nach anderen Methoden 23 ml einer physiologischen Salzlosung wurden dann bei

als durch Abkiihlung des Gemischs ausgefiihrt werden. Bei- 40°C mit der Carrageenanldsung vermischt, und das erhal-

spielsweise kann das Gemisch mit Ammoniumionen oder 30 tene Gemisch wurde zur Gelierung des Carrageenans wah-

einem Metallion mit einem Atomgewicht von mindestens 24, rend 30 min bei 4°C stehengelassen. Das erhaltene Gel wurde

wie das Kalium-, Magnesium-, Calciumion, oder mit einer in kubische Form einer Seitenlinge von etwa 3 mm gebracht

Verbindung mit 2 oder mehr basischen funktionellen Grup- und dann in 400 m] einer Substratidsung, enthaltend 1 mol

pen im Molekiil, wie Methylen-, Ethylen-, p-Phenylendiamin, =~ Diammoniumfumarat getaucht, wihrend 48 h bei 37°C ste-
oder mit einem mit Wasser mischbaren organischen Losungs- 35 hengelassen und dann mit einer 2%igen wissrigenLdsung von

mittel, wie Aceton, Methanol, Ethanol, Propanol, Dioxan, Caliumchlorid gewaschen, wobei 180 g Feuchtgewicht immo-
Tetrahydrofuran, in Berithrung gebracht werden. bilisierte Escherichia coli erhalten wurden, die eine Aspar-
Der nach dem erfindungsgemsssen Verfahren immobili- tase-Aktivitit von 48680 pmol/h/g Zellen aufwies.

sierte Mikroorganismus kann in verschiedenen enzymati-
schen Reaktionen nach bekannten Methoden eingesetzt wer- 40 Beispiel 2

den. In 10500 m] Glaskolben wurden je 120 ml einer Kultur-
Im Vergleich zu dem in der bereits erwihnten US- brithe von pH-Wert 7,3, enthaltend 3,2% Natriumglutamat,
PS 4 138 292 beschriebenen Verfahren, in welchem die 0,5% Hefe, 0,05% Kalium-dihydrogenphosphat und 0,01%
Behandlung mit Glutaraldehyd nach dem Einschluss der Magnesiumsulfat eingefiillt. Der Inhalt jedes Kolbens wurde
mikrobiellen Zellen in ein Gel ausgefiihrt wird, bietet das 45 mit Pseudomonas dacunhae IAM 1152 geimpft, und die Kol-
erfindungsgemisse Verfahren, nach welchem die Behandlung ben wurden unter Schiitteln wahrend 24 h bei 30°C inkubiert.
mit Glutaraldehyd in der Kulturbrithe nach Abschluss der Nach Abschluss der Ziichtung wurde der Inhalt jedes Kol-
Ziichtung erfolgt, die nachstehenden Vorteile: bens durch Zugabe von 26 ml Essigsdure auf pH-Wert 4,75

Da nimlich die Behandlung mit Glutaraldehyd nach dem  gestellt, und die Kolben wurden dann wihrend 1 h bei 30°C
vorstehend genannten Stand der Technik nach dem Gelein- 5o stehengelassen. Dann wurde der Inhalt jedes Kolbens durch
schluss erfolgt, besteht die Gefahr der Schédigung des Gels, Zugabe von 86 ml 3N Natronlauge auf pH-Wert 6,0 gestellt
und es ist schwierig, die Behandlung einheitlich auszufiihren. und der Kolben auf 10°C abgekiihlt. Dann wurden in jeden
Im Gegensatz dazu werden diese Schwierigkeiten des Standes  Kolben 2,6 ml einer 25%igen wéssrigen Losung von Glutaral-
der Technik im erfindungsgemissen Verfahren vermieden, da dehyd gegeben, so dass die Schlusskonzentration an Glutaral-
die Behandlung mit Glutaraldehyd in der Kulturbrithe nach s dehyd in jedem Kolben 5 mmol betrug, wonach der Kolben
dem Abschluss der Ziichtung erfolgt, so dass die Behandlung ~ wéhrend 30 min geschiittelt wurde. Durch Zentrifugation der

einheitlich und auf sehr einfache Art ausgefiihrt werden Kulturbrithe wurden dann 20 g Feuchtgewicht mikrobielle
kann. Weiterhin zeigen die nach dem erfindungsgemassen Zellen von Pseudomonas dacunhae IAM 1152 abgeschieden.
Verfahren immobilisierten Mikroorganismen héhere enzyma- Separat davon wurde eine wéssrige Losung von Carragee-

tische Aktivitit als die nach dem Stand der Technik immobili- s nan hergestellt durch Losen von 4,03 g Carrageenan «GENU
sierten Mikroorganismen. Ausserdem behalten die nach dem GEL WG» der Kopenhagen Pectin Factory Ltd. in 85 ml

erfindungsgemissen Verfahren erhaltenen, immobilisierten Wasser von 50°C.

Mikroorganismen im Vergleich zu solchen, die nach dem Eine Suspension von 20 g der erhaltenen mikrobiellen

Stand der Technik immobilisiert wurden, ihre hohere enzy- Zellen in 20 ml einer physiologischen Salzlosung wurde bei

matische Aktivitit in kontinuierlichen enzymatischen Reak- 65 45°C mit der erhaltenen Carrageenanlosung vermischt und

tionen wihrend lingerer Zeitdauer bei. das erhaltene Gemisch zur Gelierung des Carrageenans wéh-
Demzufolge bietet die Erfindung ein hervorragendes, rend 30 min bei 4°C stehengelassen. Das gebildete Gel wurde

industriell ausfiihrbares Verfahren zur Herstellung von immo-  in kubische Form einer Seitenlinge von etwa 3 mm gebracht.
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Dann wurde das Gel mit einer 2%igen wissrigen Losung von
Caliumchlorid gewaschen, wobei 130 g Feuchtgewicht immo-
bilisiertes Pseudomonas dacunhae IAM 1152 erhalten wurde,
das eine L-Aspartate-B-decarboxylase-Aktivitit von

9050 umol/h/g Zellen aufwies.

Versuch 1

Es wurden mehrere Versuchsreihen der nachstehenden
kentinuierlichen enzymatischen Reaktion ausgefiihrt unter
Verwendung der immobilisierten Zubereitung von Escheri-
chia coli mit Aspartase-Aktivitit, hergestellt geméss Bei-
spiel 1, somit nach dem erfindungsgemissen Verfahren herge-
stellter, immobilisierter Mikroorganismus, der im nachstehen-
den als «Zubereitung A» bezeichnet wird, und vergleichs-
weise unter Verwendung einer immobilisierten Zubereitung
von Escherichia coli, hergestellt, ohne jegliche Behandlung
mit Glutaraldehyd, somit ein immobilisierter Vergleichs-
Mikroorganismus, der im nachstehenden als «Zubereitung
B» bezeichnet wird, und vergleichsweise unter Verwendung
einer Zubereitung von immobilisierten Escherichia coli, her-
gestellt durch Ausfithrung der Behandlung mit Glutaraldehyd
nach Einschliessung der mikrobiellen Zellen in das Gel, somit
ein immobilisierter Vergleichs-Mikroorganismus der im nach-
stehenden als «Zubereitung C» bezeichnet wird. Die Ver-
suchsreihen wurden ausgefiihrt, um die Stabilitét der enzyma-
tischen Aktivit4t und die Produktionskapazitat von L-Aspa-
raginsdure jeder der Zubereitungen darzustellen.

Die fiir Vergleichszwecke eingesetzten Zubereitungen B
und C wurden folgendermassen hergestelit:

Die Zubereitung B wurde nach dem in Beispiel 1
beschriebenen Vorgehen mit der Ausnahme hergestellt, dass
die Behandlung mit Glutaraldehyd nicht ausgefiihrt wurde.

Die Zubereitung C wurde hergestellt, indem 10 g Feucht-
gewicht der erhaltenen Zubereitung B in 100 ml einer 2%igen
wissrigen Losung von Caliumchlorid, enthaltend 5 mmol
Glutaraldehyd, suspendiert, bei 5°C wihrend 15 min
geschiittelt und dann mit einer 2%igen wissrigen Losung von
Caliumchlorid gewaschen wurden.

Die kontinuierliche enzymatische Reaktion wurde ausge-
fiihrt, indem von der jeweiligen Zubereitung von immobili-
sierten Escherichia coli 4 g in eine Doppelmantelsédule von
1,6 cm lichter Weite und 10,5 cm Linge eingefiillt wurden
und eine wissrige Losung, enthaltend 1 mol Ammoniumfu-
marat und 103 mol Magnesiumchlorid, deren pH-Wert mit-
tels Ammoniakldsung auf 8,5 gestellt worden war, wurde bei
37°C mit einer Durchflussrate von 40 mi/h kontinuierlich
durch die Sdule geleitet. Das Eluat aus der Sdule wurde in
Intervallen gesammelt und darin die Halbwertzeit der Aspar-
tase-Aktivitit, d.h. die zur Reduktion der enzymatischen Akti-
vitit auf 50% der urspriinglichen Aktivitit benétigte Anzahl
Tage, und die Produktionskapazitit der jeweiligen immobili-
sierten Zubereitung fiir L-Asparaginsdure durch Messung des
Mengenanteils L-Asparaginsdure im Eluat bestimmt. Die
quantitative Bestimmung von L-Asparaginsdure wurde durch
Bioassay unter Verwendung von Leuconostoc mesenteroides
P-60 ausgefiihrt. .

Die zeitabhiingig erhaltenen Resultate sind in Tabelle 1
zusammengefasst, aus welcher hervorgeht, dass der erfin-
dungsgemdss hergestellte Mikroorganismus der Zubereitung
A im Vergleich zu den Vergleichszubereitungen B und C
hohere enzymatische Aktivitit beibehilt und hervorragende
Produktionskapazitit fiir L-Asparaginsiure aufweist.

Tabelle 1

Zeitdauer der  Aspartase-Aktivitit
kontinuierlichen umol L-Asparaginsiure/h/g Zellen
Reaktion, d

5 Zubereitung A Zubereitung B Zubereitung C
1 48 680 56 340 37 460
10 48 000 51 100 36 400
20 47 360 46 030 35410
30 45100 41 860 34 260
40 43 880 37900 33290
50 42730 34450 32480
80 38910 25530 29710
100 36 700 20910 28 110
15150 32830 12760 23 900
200 27 940 7730 21070
250 24 300 4750 18 120
Halbwertzeit
der Aspartase-
2 Aktivitdt, d 250 70 240
Produktions-
kapazitit
L-Asparagin
sdure* 309 100 228

25

* Die Produktionskapazitit fiir L-Asparaginsdure ist aus-
gedriickt als relativer Wert der gesamten, innert der Halbwert-
zeit der enzymatischen Aktivitit produzierten Menge L-Aspa-

3 raginsdure, bezogen auf den angenommenen Wert 100 fiir die
bei Verwendung der Vergleichszubereitung B innert dieser
Zeitdauer erhaltene Menge L-Asparaginsiure.

Versuch 2

Mehrere Versuchsreihen der nachstehenden kontinuierli-
chen enzymatischen Reaktion wurden ausgefiihrt unter Ver-
wendung der immobilisierten Zubereitung von Pseudomonas
dacunhae IAM 1152 mit L-Aspartate-B-decarboxylase-Aktivi-
tdt, dem erfindungsgemass hergestellten immobilisierten
40 Mikroorganismus, nachstehend bezeichnet als «Zubereitung

D», einer immobilisierten Zubereitung von Pseudomonas
dacunhae IAM 1152, hergestellt ohne jegliche Behandlung
mit Glutaraldehyd, somit einem immobilisierten Vergleichs-
Mikroorganismus, nachstehend bezeichnet als «Zubereitung
45 E», und einer immobilisierten Zubereitung von Pseudomonas
dacunhae IAM 1152, hergestellt durch Ausfithrung der
Behandlung mit Glutaraldehyd nach Einschliessung der
mikrobiellen Zellen in ein Gel, somit einem immobilisierten
Vergleichs-Mikroorganismus, nachstehend bezeichnet als
so «Zubereitung F». Die Versuchsreihen wurden ausgefiihrt, um
die enzymatische Aktivitdt und die Produktionskapazitit fiir
L-Alanin jeder der Zubereitungen darzustelien.

Die Vergleichs-Zubereitungen E und F wurden folgender-
massen hergestellt:

Die Zubereitung E wurde nach dem in Beispiel 2
beschriebenen Vorgehen mit der Ausnahme hergestellt, dass
die Behandlung mit Glutaraldehyd nicht ausgefiihrt wurde.

Die Zubereitung F wurde hergestellt durch Zusatz von
20 m! einer 0,2 molaren Phosphatpufferlésung von pH-Wert
g0 7, enthaltend 1,67 mol L-Lysin-hydrochlorid zu 10 g Feucht-

gewicht der Zubereitung E, Stehenlassen des erhaltenen
Gemischs wihrend 10 min bei 10°C, Zusatz von 13,3 ml einer
25%igen wiassrigen Losung von Glutaraldehyd, Stehenlassen
des erhaltenen Gemischs wihrend 10 min bei 10°C und

35
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g5 anschliessendes Waschen mit einer 2%igen wissrigen Losung

von Caliumchlorid.
Die kontinuierliche enzymatische Reaktion wurde ausge-
fiihrt, indem 4 g der jeweiligen Zubereitung von immobilisier-



tem Pseudomonas dacunhae IAM 1152 in eine Doppelman-
telsdule von 1,6 cm lichter Weite und 10,5 cm Linge eingefiillt
wurden und eine wissrige Losung, enthaltend 1 mol Ammo-
nium-L-aspartat und 104 mol Pyridoxalphosphat, deren pH-
Wert mittels Ammoniaklésung auf 5,5 gestellt worden war,
bei 37°C kontinuierlich mit einer Durchflussrate von 18 ml/h
durch die S4ule geleitet wurde. Das Eluat aus der Saule
wurde mit Intervallen gesammelt und damit die Halbwertzeit
der L-Aspartate-p-decarboxylase-Aktivitdt und die Produk-
tionskapazitit fiir L-Alanin der jeweiligen immobilisierten
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Zubereitung durch Bestimmung des Gehalts an L-Alanin im
Eluat bestimmt. Die quantitative Bestimmung von L-Alanin
wurde durch Bioassay unter Verwendung von Leuconostoc

citrovorum ATCC 8081 ausgefiihrt.

5 Die erhaltenen, zeitabhdngigen Resultate sind in Tabelle 2
zusammengefasst, aus welcher hervorgeht, dass der erfin-
dungsgemiss hergestellte immobilisierte Mikroorganismus
der Zubereitung D im Vergleich zu den Vergleichszubereitun-
gen E und F hohere enzymatische Wirksamkeit beibehilt und

10 hervorragende Produktionskapazitit fiir L-Alanin aufweist.

Tabelle 2

Zeitdauer der  L-Aspartate-B-decarboxylase-Aktivitit

kontinuierlichen pmol L-Alanin/h/g Zellen

Zubereitung D Zubereitung E  Zubereitung F

Reaktion, d
1 9050
10 8910
20 8320
30 8 000
40 7530
50 6910
70 7 530
100 6910
150 6 090
200 5350
250 4610
300 4140
350 3650
Halbwertzeit
L-Aspartate-

B-decarboxy-
lase-Aktivi

tit,d 270
Produktions-
kapazitit

L-Alanin* 1929

9050
5520
3330
2080
1210

750

280

14

100

4680
4550
4 400
4240
4120
4110
3750
3390
2910
2470
2190
1 860
1 600

225

831

* Die Produktionskapazitit fiir L-Alanin ist ausgedriickt
als relativer Wert der innert der Halbwertzeit der enzymati-
schen Aktivitdt produzierten Gesamtmenge L-Alanin, bezo-
gen auf den als 100 angenommenen Wert der bei Verwendung
der Vergleichszubereitung E innert dieser Halbwertzeit pro-

duzierten Menge L-Alanin.
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