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Die Entwicklung effizienter und vielseitig einsetzbarer Mi-
kroverkapselungssysteme ist f�r eine Vielzahl von Anwen-
dungen im Life-Science-Bereich und in den Materialwissen-
schaften von Interesse. Insbesondere der Umgang mit kom-
plexen und empfindlichen Biomolek�len verlangt nach ein-
fachen und „sanften“ Verkapselungsverfahren, wobei Poly-
elektrolyt-Mikrokapseln[1,2] aufgrund ihres modularen
Bauprinzips eine vielversprechende Alternative zu etablier-
ten Mikro- und Nanocontainersystemen sind.[3–8] Eine
Schwierigkeit bestand bislang darin, mehrere Substanzen
gleichzeitig, aber r2umlich getrennt in einer einzigen Con-
tainereinheit unterzubringen. Bisher beschriebene Multi-
kompartimentsysteme wie Polymermicellen,[9] Hybridpoly-
mermikropartikel,[10] Zweikompartimentvesikel[11] oder hier-
archisch aufgebaute Polyelektrolytkapseln[12] weisen auf-
grund geringer Beladungskapazit2ten, ungen�gender Per-
meabilit2t f�r niedermolekulare Substanzen oder extremer
Herstellungsbedingungen zum Teil deutliche Einschr2nkun-
gen f�r biologisch orientierte Anwendungen auf. Eine
„Kapsel-in-der-Kapsel“-Struktur („shell-in-shell“), die sich
unter milden Reaktionsbedingungen schrittweise aus semi-
permeablen Polyelektrolytmembranen aufbauen und beladen
l2sst, k=nnte eine L=sung f�r dieses Problem sein.

Bei der Herstellung von Polyelektrolythohlk=rpern
nutzen wir das urspr�nglich f�r planare Filme entwickelte
Layer-by-Layer(LbL)-Verfahren der konsekutiven Adsorp-
tion gegens2tzlich geladener Polyelektrolyte.[13] Dabei wird
schichtweise ein Polyelektrolytfilm auf einen l=slichen Kern
(Templat) aufgebracht, der nach dem Schichtaufbau entfernt
wird. Die zur�ckbleibenden Hohlkapseln k=nnen mit Wirk-
stoffen bef�llt oder als Reaktionscontainer genutzt
werden.[1,14,15] K�rzlich wurden sph2rische Calciumcarbonat-
Mikropartikel als geeignetes Templat f�r die Verkapselung
von Biomaterialien vorgestellt: Sie lassen sich im Gr=ßen-

bereich zwischen 2 und 8 mm herstellen, weisen exzellente
Beladungskapazit2ten auf und k=nnen nach Aufbau des Po-
lyelektrolytmultifilms unter milden Bedingungen durch
Komplexierung des Calciums mit Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) herausgel=st werden.[16–19] Der semipermeable Po-
lyelektrolytmultifilm der Kapselwand l2sst niedermolekulare
Verbindungen (z.B. EDTA, anorganische Ionen, Farbstoffe)
ungehindert hinein- und herausdiffundieren, w2hrend gr=-
ßere Molek�le zur�ckgehalten werden.[20] Die Verkapselung
biologisch aktiver Substanzen bietet eine Reihe von Vortei-
len: So k=nnen Materialien durch Verkapselung vor sch2dli-
chen Einfl�ssen (z.B. durch mechanische Einwirkung oder
enzymatische Degradation) gesch�tzt werden.[21] Dar�ber
hinaus kann die Permeabilit2t der Kapselwand in weitem
Unfang variiert werden, um verkapselte Enzyme f�r nieder-
molekulare Substrate gezielt zug2nglich zu machen.[1,22,23]

Wir beschreiben hier eine einfache Methode zur Her-
stellung von mikrometergroßen Shell-in-shell-Polyelektro-
lytkapseln. Unsere Methode basiert auf der Herstellung
sph2rischer, aus zwei konzentrischen Calciumcarbonat-
Kompartimenten aufgebauten Kern-Schale-Partikeln, deren
Kompartimente unabh2ngig voneinander mit Biopolymeren
beladen werden k=nnen. Durch Einf�hrung flankierender
Polyelektrolytmultischichten war es m=glich, einen v=llig
neuartigen Typ von Polyelektrolytkapsel zu verwirklichen,
der eine r2umliche Trennung von Biopolymeren in separaten
Kompartimenten einer Kapsel zul2sst.

Wir demonstrieren unser Konzept zun2chst anhand der
Verkapselung zweier humaner Serumalbumine (HSAs) mit
unterschiedlichen Fluoreszenzmarkern als Modellproteine.
Die Shell-in-shell-Kapseln wurden in einem sechsstufigen
Verfahren hergestellt (Abbildung 1): Zun2chst wird ein kol-
loidales, por=ses CaCO3-Partikel, in das TRITC-HSA
(TRITC=Tetramethylrhodaminisothiocyanat) und Magne-
tit-Nanopartikel eingeschlossen sind, nach der Copr2zipita-
tionsmethode erzeugt (Schritt 1).[24] Die beladenen CaCO3-
Partikel werden in Schritt 2 mit einer Polyelektrolytmulti-
schicht aus f�nf Doppelschichten Polystyrolsulfonat (PSS)
und Polyallylamin-HCl (PAH) bedeckt. In Schritt 3 wird auf
die beschichteten Partikel in einem zweiten Copr2zipita-
tionsschritt (Schritt 3) konzentrisch eine Alexa-Fluor-488-
HSA enthaltende CaCO3-Schicht abgeschieden, wobei die
mit TRITC-HSA+Magnetit beladenen Ausgangspartikel als
Kristallisationskeime dienen. Wir erhielten Kern-Schale-
Partikel (hier Typ I), die dadurch charakterisiert sind, dass
zwei CaCO3-Kompartimente durch eine Polyelektrolytmul-
tischicht voneinander getrennt sind. Im zweiten Copr2zipi-
tationsschritt entstand ein Nebenprodukt in Form einzelner,
nur mit Alexa-HSA gef�llter CaCO3-Partikel. Mithilfe der im
inneren Kompartiment der Kern-Schale-Partikel einge-
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brachten Magnetitpartikel konnten die erw�nschten Partikel
durch ein externes Magnetfeld vom nichtmagnetischen Ne-
benprodukt getrennt werden (siehe Hintergrundinformatio-
nen).[25] Das Aufbringen einer terminalen PSS/PAH-Multi-
schicht auf die Kern-Schale-Partikel vom Typ I (Schritt 5)
f�hrt zu Kern-Schale-Partikel vom Typ II.

Rasterelektronenmikroskop(SEM)-Aufnahmen best2ti-
gen, dass im zweiten Copr2zipitationsschritt eine Calcium-
carbonatschicht konzentrisch um einen inneren Calciumcar-
bonatkern aufgebaut wurde (Abbildung 2). Im Querschnitt

offenbart sich der radialsymmetrische Charakter der inneren
Struktur (Abbildung 2c,d). Eingebettete und umh�llende
Polyelektrolytmultischichten sind deutlich erkennbar (Ab-
bildung 2d). Die untersuchten Kern-Schale-Partikel haben
einen Gesamtdurchmesser von 8–10 mm, wobei der innere
Kern 3–4 mm einnimmt.

Nach Herausl=sen der CaCO3-Bestandteile durch Calci-
um-Komplexierung mit EDTA bilden die verbleibenden Po-

lyelektrolyth�llen eine „Kapsel
in der Kapsel“ (Abbildung 1,
Schritt 6). Der Aufl=sungspro-
zess wurde mit konfokaler La-
serfluoreszenzmikroskopie ver-
folgt, und es wurde best2tigt,
dass die r2umliche Trennung der
beiden Proteine durch die f�r
makromolekulare Spezies im-
permeable Polyelektrolyt-Zwi-
schenschicht erhalten bleibt
(Abbildung 3, obere Reihe). Lu
et al. zeigten k�rzlich, dass die
Funktionalisierung von (PSS/
PAH)5-Kapseln mit ferroma-
gnetischen Gold-Cobalt-Nano-
partikeln die Permeabilit2t f�r

hochmolekulares Dextran (MW= 2 I 106 gmol�1) deutlich
erh=ht.[23] Wir vermuten, dass ein derartiger Effekt in unse-
rem Fall wegen der vergleichsweise niedrigen Partikeldichte
(3000–5000 Magnetitnanopartikel pro Kapsel) nicht festzu-
stellen war. Wir beobachteten, dass Anteile von Alexa-HSA
(gr�n in Abbildung 3) an der inneren Oberfl2che der 2ußeren
Kapsel adsorbieren. Grund hierf�r sind starke elektrostati-
sche Wechselwirkungen zwischen nichtkompensierten La-
dungen des Polyelektrolytnetzwerks und polaren Seitenket-
ten des Proteins. Dieser Effekt wird vermutlich durch die
hohe Rauigkeit der inneren Kapseloberfl2che – bedingt durch
die por=se Struktur des Templats – erheblich verst2rkt.[16,26]

Lichtmikroskop-Aufnahmen belegen, dass sich die innere
Kapsel nach der Aufl=sung des Templats vom Zentrum an
den Rand der 2ußeren Kapsel bewegt (Abbildung 3, untere
Reihe), und st�tzen so die Annahme zweier unabh2ngiger
konzentrischer Polyelektrolytkapseln (siehe Videofilm in den
Hintergrundinformationen).

Um m=gliche Anwendungen aufzuzeigen, haben wir die
beiden Modellproteine durch ein bienzymatisches System aus
Glucose-Oxidase (GOD) und Peroxidase (POD) ersetzt.

Abbildung 1. Syntheseschema zur Herstellung von Shell-in-shell-Mikrokapseln. A=Ausgangspartikel;
B=Ausgangspartikel mit aufgebrachter Polyelektrolytmultischicht (PEM); C=Kern-Schale-Partikel (Typ I);
D=Kern-Schale-Partikel (Typ II); E=Shell-in-shell-Mikrokapsel.

Abbildung 2. SEM-Aufnahmen von Kern-Schale-Partikeln vom Typ II:
a) vollst,ndiges Partikel, b) Partikelfragment (,ußeres Kompartiment),
c,d) Partikelquerschnitte mit deutlich erkennbaren Polyelektrolytmulti-
schichten (Pfeile).

Abbildung 3. Echtzeitbeobachtung der Templataufl�sung von Kern-
Schale-Partikeln vom Typ II mit konfokaler Laserrastermikroskopie
(CLSM). Die CaCO3-Kompartimente sind mit TRITC-HSA (orange,
innen) oder Alexa-Fluor-488-HSA (gr)n, außen) beladen. Nach Calci-
um-Komplexierung mit EDTA verbleiben beide Proteine in getrennten
Kompartimenten der entstandenen „Kapsel in der Kapsel“.
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Abbildung 4a zeigt das zugrundeliegende Reaktionsschema:
Die Oxidation von Glucose durch GOD f�hrt zur Bildung
von H2O2, das in Gegenwart eines Elektronendonors als
Substrat f�r POD fungiert. Als Elektronendonor haben wir
Amplex Red gew2hlt, das durch GOD zum fluoreszenzakti-
ven Resorufin oxidiert werden kann.[27] Wir haben GOD in
das 2ußere und POD in das innere Kapselkompartiment
eingebracht (Abbildung 4b, detailliertes Reaktionsschema in
den Hintergrundinformationen). Die Kopplung der Enzym-
reaktionen sollte durch die semipermeablen Eigenschaften
der Polyelektrolyth�llen vermittelt werden, die es nieder-
molekularen Substraten und Produkten erm=glichen, durch
die Kapselw2nde ein- und auszudiffundieren, w2hrend die
makromolekularen Enzyme in den Kompartimenten zu-
r�ckgehalten werden. Nach Zugabe von Glucose sollte H2O2

ausschließlich im 2ußeren Kompartiment (durch GOD) ge-
bildet werden, um im Anschluss in das umgebende Medium
und das innere Kompartiment zu diffundieren. Demgegen-
�ber sollte Resorufin nach Zugabe von Amplex Red aus-
schließlich im inneren Kompartiment (durch POD) entstehen
(Details siehe Hintergrundinformationen). Tats2chlich wird
im konfokalen Laserfluoreszenzmikroskop nach schrittweiser
Zugabe von Glucose und Amplex Red innerhalb weniger
Sekunden eine Resorufin-Fluoreszenz im inneren Komparti-
ment sichtbar, die anschließend in das 2ußere Kompartiment
der Shell-in-shell-Kapsel diffundiert (Abbildung 4c; Video-
filme – auch zu Kontrollexperimenten – sind in den Hinter-
grundinformationen vorhanden). Die hier vorgestellte Studie
hat in erster Linie qualitativen Charakter, dennoch l2sst die
Anreicherung und Verteilung von Resorufin auf einen dy-
namischen Prozess im Fließgleichgewicht schließen, der
durch die Umsatzgeschwindigkeiten von GOD und POD
sowie durch die Diffusiongeschwindigkeiten von H2O2 und
Resorufin durch die Polyelektrolyth�llen bestimmt wird.

Speziell f�r biotechnologische Anwendungen d�rfte es
interessant sein, mehrere interagierende Komponenten in
separate Reaktionsr2ume einer Shell-in-shell-Kapsel einzu-
bringen. Die interagierenden Komponenten (Enzym und
Substrat, mehrere kooperierende Enzyme bis hin zu ganzen
Ketten aus enzymatischen Reaktionsschritten) sollen m=gli-
cherweise zun2chst separiert sein und erst nach einem exter-
nen Stimulus zur Reaktion gebracht werden. Die reversible
Steuerung der Kapselpermeabilit2t durch Mnderung von pH-

Wert, Ionenst2rke oder Polarit2t des L=sungsmit-
tels[28–31] ist hier ebenso denkbar wie fortgeschrit-
tenere Systeme auf der Basis von Ultraschall,[32,33]

Magnetfeldern[23] oder IR-Laserlicht[34, 35] als Sti-
mulus.

Experimentelles
PSS (MW= 70 kDa), PAH (MW= 70 kDa), TRITC-
HSA (MW= 66000 gmol�1), GOD, POD (Sigma-Al-
drich) und Amplex Red (Invitrogen) wurden ohne wei-
tere Aufreinigung eingesetzt. Alexa Fluor 488 wurde
ausgehend von „Alexa Fluor 488 carboxylic acid, succin-
imidyl ester *mixed isomers*“ (Invitrogen) syntheti-
siert.[36] Magnetitpartikel (Durchmesser 40 nm) wurden
vom Fraunhofer-Institut f�r Angewandte Polymerfor-
schung (IAP, Potsdam-Golm) zur Verf�gung gestellt.

Mit TRITC-HSA oder POD sowie Magnetit bela-
dene CaCO3-Partikel wurden durch Copr2zipitation wie beschrieben
hergestellt.[24, 37] Hierzu wurden 0.615 mL 1m CaCl2-L=sung, 0.615 mL
1m Na2CO3-L=sung, 50 mL 1.4-proz. (w/v) Magnetitpartikelsuspensi-
on und 2.450 mL H2O mit 2 mg TRITC-HSA (oder 0.5 mg POD)
mithilfe einesMagnetr�hrers 20 s bei Raumtemperatur gemischt. Das
Reaktionsprodukt wurde durch Zentrifugieren abgetrennt und drei-
mal mit H2O gewaschen. Das erhaltene Pr2zipitat, das aus CaCO3-
Partikeln mit einem Durchmesser von 4–6 mm bestand, wurde mit
f�nf Doppelschichten PSS und PAH beschichtet.[1] F�r den zweiten
Copr2zipitationsschritt wurde ein Viertel des Pr2zipitats in 0.615 mL
1m CaCl2-L=sung, 0.615 mL 1m Na2CO3-L=sung und 2.5 mL H2O mit
1 mg Alexa-Fluor-488-HSA (oder 0.5 mg GOD) resuspendiert und
behandelt wie oben beschrieben. Das Produkt ist eine Mischung aus
Kern-Schale-Partikeln (Typ I) und einzelnen, nur mit Alexa-488-
HSA gef�llten Partikeln als Nebenprodukt. Die Kern-Schale-Partikel
wurden mithilfe eines externen Magnetfelds isoliert (Hintergrund-
informationen). Etwa 3000 bis 5000 Magnetitnanopartikel pro Cal-
ciumcarbonat-Partikel waren ausreichend f�r eine erfolgreiche Ab-
trennung des Nebenprodukts. Die Kern-Schale-Partikel wurden
wiederummit f�nf Doppelschichten PSS und PAH beschichtet, wobei
Kern-Schale-Partikel des Typs II erhalten wurden. Das Herausl=sen
des Templatkerns mit EDTA wurde wie beschrieben ausgef�hrt.[16]

Die Enzymaktivit2ten von POD wurden nach Zugabe von 50 mm d-
Glucose und 15 mm Amplex Red (in DMSO) mit CLSM visualisiert.

Die CLSM-Experimente wurden mit einem inversen, konfokalen
Laserrastermikroskop TCS SP DM IRB (Leica Microsystems,
Deutschland) mit einem 100I Ol-Immersionsobjektiv (numerische
Apertur: 1.4) durchgef�hrt. Zur Rasterelektronenmikroskopie wurde
ein Gemini 1550 (Zeiss, Deutschland) bei einer Beschleunigungs-
spannung von 3 kV verwendet. Ein Tropfen der Probenl=sung wurde
auf einem Glasobjekttr2ger aufgebracht und bei Raumtemperatur
verdunstet. Die Partikel wurden durch leichten mechanischen Druck
aufgebrochen und vor der Messung mit Platin besputtert.
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