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A crown-gall suspension o f Matricaria chamomilla L. 
was cultivated in the presence o f an adsorbent (activated 
charcoal, AC). The culture produces besides other 
secondary products coniferyl aldehyde which is excreted 
by the cells and distributed between cells, medium, and the 
AC according to equilibrium distributions with more than 
95% of the substance adsorbed to the AC. This deprivation 
o f coniferyl aldehyde from the medium enables the cells to 
increase the production o f this substance up to 60-fold.

The system M atricaria/coniferyl aldehyde serves as a 
model for the improvement o f the production o f secondary 
products by means of plant cell suspensions.

Einleitung
Viele Pflanzenarten produzieren und akkum ulie­

ren Stoffwechselprodukte, die als Arznei- und 
Parfümgrundstoffe von erheblicher wirtschaftlicher 
Bedeutung sind [1]. Versuche, diese Substanzen aus 
Zell-Suspensionskulturen der entsprechenden Pflan­
zen zu gewinnen, sind -  mit wenigen Ausnahmen -  
fehlgeschlagen; die große M ehrheit der Kulturen 
synthetisiert Sekundärstoffe gar nicht oder nur in 
sehr geringer Menge [2]. Eine Reihe von Gründen 
ist ausführlich diskutiert worden [3], Eine weitere, 
kaum untersuchte Ursache für die Begrenzung von 
Sekundärstoffproduktionen in vitro könnte darin 
bestehen, daß bereits geringe Konzentrationen von 
Sekundärstoffen in der Umgebung der Zellen deren 
weitere Produktion unterbinden. Ständiger Entzug 
dieser Substanzen durch Zugabe eines „Akkumula­
tionsortes“ zur Kultur könnte solche Hemmungen 
aufheben. Für lipophile Substanzen konnte diese 
Überlegung bereits bestätigt werden [4, 5], Hier soll 
nun gezeigt werden, daß durch Zugabe eines ge­
eigneten Adsorbens zum Kulturmedium die Akku­
mulation weiterer, auch nicht lipophiler Substanzen 
gefördert werden kann.
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Material und Methoden

Zellkultur
Eine Crown-Gall-Suspensionskultur von Kamille 

(Matricaria chamomilla L.) wurde in MS-Medium
[6 ] ohne Phytohormone, aber mit erhöhter Thiam in­
konzentration (0,5 mg/1) kultiviert. Kulturbedingun­
gen; 25 °C; Licht-Dunkel-Wechsel von 12:12 Stun­
den, 600 Lux in der Lichtphase; Schüttelfrequenz 
100 U/min; wöchentliche Passage von 3 ml Kultur 
zu 20 ml frischem Medium in 200-ml-Flaschen.

Adsorbenskultur

Zur Etablierung von Adsorbenskulturen wurde 
solchen Ansätzen als Adsorbens für Sekundärstoffe 
0,2—l g  Aktivkohle (AC, granuliert, 2,5m m  0 ,  
Merck, Darmstadt) zugesetzt. Während der Schüt­
telkultur bewegt sich das AC-Granulat ständig 
durch die Zellsuspension.

Gewinnung von Sekundärstoffe liefernden Fraktionen

Zellsuspension und AC-Granulat wurden nach
1 Woche Kultur durch Abdekantieren und Waschen 
mit dest. Wasser voneinander getrennt und auf 
Sekundärstoffgehalt untersucht:
a) aus der AC-Fraktion wurden die Sekundärstoffe 

direkt eluiert (s. u.);
b) aus der Zellsuspension wurde das Medium 

durch Abnutschen von den Zellen befreit, mit 
AC-Granulat (0,2 g/23 ml Medium) versetzt und 
für 8  bis 16 Stunden unter Kulturbedingungen 
geschüttelt. Anschließend wurde die AC aus 
dem Medium herausgefiltert und ebenfalls 
eluiert (s.u.). Da die Bindung von affinen 
Sekundärstoffen an AC sehr schnell erfolgt [9], 
gilt dieser Wert als Maß für den Sekundärstoff­
gehalt im Medium.

Elution von Sekundärstoffen aus AC und Einengen

Aus 0,2 oder 1 g AC wurde nach Zermörsern 
mit einem Gemisch aus E thanol/1 n KOH ( 4 + 1 )  
ein gelbes Eluat ausgewaschen. Die Elution wurde 
so lange fortgeführt, bis kein Farbstoff mehr frei­
gesetzt wurde. Die dazu benötigte Lösungsmittel­
menge und deren Extinktion (/.max = 412 nm) dienen 
zur relativen Mengenbestimmung (s. Tab.).

Das gesamte Eluat wurde mit 1 N HCl angesäuert 
und das Ethanol bei 75 °C abrotiert. Der saure, 
wäßrige Rückstand wurde zweimal mit Ethylacetat 
ausgeschüttelt und die vereinigten Ethylacetatpha-
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sen zur Trockne eingeengt. D er braunrote Rück­
stand wurde in M ethanol/1 n  HCl ( 30  + 1) gelöst.

Charakterisierung des Sekundärstoffgehaltes 
in AC-Eluaten 

Aus AC-Fraktionen gewonnene Sekundärstoffe 
wurden mit unterschiedlichen Methoden näher 
charakterisiert:

a) Im Roheluat durch spektralphotometrische Be­
stimmung des Absorptionsspektrums gegen Elu­
tionsmittel;

b) DC-Chromatographie des eingeengten Eluats an 
Kieselgel G (Merck).
Laufmittel 1: Benzol/Ethylacetat/Essigsäure 
85 + 15+ 1;
Laufmittel 2: Chloroform/M ethanol/Essigsäure 
6 0 + 1 0 + 1  [7]. Anschließend Sprühen mit 
1 N KOH.

c) 300-MHz-Protonenresonanzspektrometrie einer 
angereicherten und mehrfach durch DC ge­
reinigten Fraktion des Eluats im Lösungsmittel 
CDC13 + D 20 .

Ergebnisse
Wachstum der Suspensionskultur in Gegenwart des 
Adsorbens AC

Die Crown-Gall-Suspensionskultur besteht aus 
kleinen Aggregaten und einzelnen Zellen und 
wächst mit einer Generationszeit von 1,5 bis
2 Tagen in der mittleren logarithmischen Wachs­
tumsphase. In 1 Woche hat sie das 6- bis lOfache 
ihres Ausgangsgewichtes erreicht.

Dieses Wachstumsverhalten wird durch den Zu­
satz von 0,2 g AC zu 23 ml Kultur wenig beein­
trächtigt. Steigert man jedoch die AC-Menge, so 
werden mit zunehmendem Kohlezusatz immer 
geringere Frischgewichte pro Woche erreicht, bis 
bei 2 g AC pro 23 ml Kultur überhaupt kein 
Wachstum mehr festzustellen ist (Tab.).

Nachweis und Mengenbestimmung von Sekundär­
stoffen in AC-Fraktionen

Nach unserer Hypothese sollten von den Kamille- 
Zellen produzierte Sekundärstoffe im Laufe der 
Kultur an das AC-Granulat adsorbiert werden. Es 
wurde daher versucht, mit verschiedenen Lösungs­
mitteln Substanzen aus der für eine Woche mit den 
Zellen kultivierten AC zu eluieren. Als geeignetes 
Lösungsmittel erwies sich ein Gemisch aus Ethanol/

Tabelle. Einfluß von AC au f das W achstum  d er Crown- 
Gall-Suspensionskultur und die P roduktion gelbgefärbter 
Substanzen durch diese Kultur. W achstum : Angegeben 
sind M ittelwerte aus 4 — 6 Experim enten m it je  5 Parallel­
ansätzen. Ausgangsgewichte pro Flasche 0 ,2 -0 ,3 6  g G e­
webe. G elbgefärbte Substanzen: Angegeben in relativen 
Einheiten. In K lam m ern Standardabw eichungen.

Zusatz Frischgew.
g /Flasche

G elbgefärbte
Substanzen
aus

Menge
gelbgefärbter 
Substanzen 
£412 x ml E luat 

g Frischgew.

— 1,99 verbrauchtem
M edium 6,2 (2,8)

0,2 g AC 1,60 AC 104,8 (26,4)
verbrauchtem
M edium 4,3 (3,3)

1,0 g AC 0,77 AC 354,9 (93,3)
verbrauchtem
M edium 0,3 (0,5)

1 N KOH ( 4 +  1), das große Mengen gelbgefärbter 
Substanzen freisetzte. Ein dam it gewonnenes Eluat 
zeigt bei basischem pH ein Hauptabsorptionsmaxi- 
mum bei 412 nm.

Die farbgebende(n) Substanz(en) findet(n) sich 
nur in sehr geringer Menge im Medium von kohle­
frei kultivierten Zellen oder in AC, die für 1 Woche 
mit toten Zellen unter Kulturbedingungen inkubiert 
wird. Sie fehlen völlig in reiner AC und in AC, die 
für 1 Woche mit reinem Nährmedium (ohne Zellen) 
inkubiert wird.

Lebende Zellen der Kamille-Suspensionskultur 
geben demnach Substanz(en) in beträchtlicher 
Menge an das Medium und von dort in die AC ab.

Die Menge von einer Zellsuspension an ihre Um­
gebung (Medium, Medium + Aktivkohle) abgege­
benen Substanz(en) hängt wesentlich von den 
Kulturbedingungen ab (Tab.). In Abwesenheit von 
Aktivkohle produzieren die Zellen nur wenig Sub­
stanz; Zusatz von 0,2 g AC zu 23 ml Kultur steigert 
die Produktion auf das 20fache, Zusatz von 1 g AC 
auf das 60fache, bezogen auf das Frischgewicht der 
Zellen.

Der größte Teil (ca. 95%) der von einer Adsor­
benskultur produzierten Sekundärstoffmenge liegt 
an die AC adsorbiert vor. Mit steigender Menge AC 
läßt sich dieser Anteil erhöhen (Tab.). Interessanter­
weise ist der Gehalt an Substanz(en), die bei 
412 nm absorbiert(en), im Medium von kohlefrei 
kultivierten Zellen und in der M ediumfraktion nach 
Kultur mit 0,2 g AC nahezu identisch.
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Das aus der AC gewonnene Eluat wurde nach 
Einengen dünnschichtchromatographisch untersucht. 
Dabei zeigten sich nach Verwendung des Laufmit­
tels 1 mehr als 20 deutlich im UV (366 nm) fluo­
reszierende oder löschende Banden. Eine dieser 
Banden mit einem /?f-Wert von 0,35 im Laufmit­
tel 1 zeigte eine schwach gelbe Eigenfärbung und 
färbte sich nach Sprühen der Chromatogramme mit 
1 n  KOH intensiv gelb-orange. Von allen an die AC 
adsorbierten Substanzen wurde allein diese Bande 
weiter untersucht.

Reinigung durch DC und Anreicherung ließen 
die Gewinnung präziser Absorptionsspektren bei 
saurem und basischem pH zu. Sie waren in allen 
Einzelheiten mit dem Absorptionsspektrum des 
Coniferylaldehyds [8] identisch. Eine Analyse der 
gereinigten Substanz mit Hilfe der 300-MHz-Pro- 
tonenresonanzspektrometrie bestätigte die Struktur 
des Coniferylaldehyds.

In zwei Experimenten gaben insgesamt 22 g Ge­
webe in 420 ml Kulturmedium in einer Woche
13,5 mg dieser Substanz an das Adsorbens AC ab.

Diskussion

Lebende Zellen einer Crown-Gall-Suspensions- 
kultur von Matricaria chamomilla produzieren in 
vitro u.a. Coniferylaldehyd und setzen ihn ins um­
gebende Medium frei, bis für diese Substanz zwi­
schen Zellen und Medium eine Gleichgewichtsver­
teilung erreicht ist. Diese Gleichgewichtsverteilung 
stellt sich bereits bei geringen Konzentrationen 
des Coniferylaldehyds im Medium ein (Rel. Ein­
heiten: 6). Setzt man einer solchen Zellkultur AC in 
Konzentrationen zu, die das Zellwachstum nur we­
nig beeinflussen, dann wird eine weitere Gleichge­
wichtsverteilung für den Coniferylaldehyd ange­
strebt, nämlich zwischen Medium und AC. Die AC 
adsorbiert aus dem Medium Coniferylaldehyd bis 
zur Gleichgewichtsbeladung [9]. Damit existieren 
unter solchen Bedingungen der Adsorbenskultur 2
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Id en tifiz ie ru n g  e in es S e k u n d ä rs to ffe s  aus der A C Gleichgewichtsverteilungen für den Coniferylalde­
hyd:

Zellen r* Medium t* AC

Die von der AC aus dem Medium adsorbierte 
Menge Coniferylaldehyd wird von den Zellen ins 
Medium hinein ergänzt, und damit wird in der 
Bilanz die Produktion bis au f das 60fache gestei­
gert (rel. Einheiten: 350). Das Ausmaß dieser Stei­
gerung ist abhängig von der Menge AC im Kultur­
medium. Der größte Teil des in einer solchen 
Adsorbenskultur außerhalb der Zellen vorhandenen 
Coniferylaldehyds, nämlich m ehr als 95%, wird am 
Adsorbens AC, das als Akkumulationsort dient, 
gespeichert und kann von dort zurückgewonnen 
werden. Die Gleichgewichte liegen offenbar weit 
auf der rechten Seite des aufgezeichneten Schemas 
und werden um so weiter nach rechts verschoben, je 
mehr AC vorhanden ist (vgl. Konzentration in den 
verbrauchten Medien bei Verwendung von 0,2 bzw.
1 g AC, Tab.). Damit ist ein praktikabler Weg zur 
Gewinnung von Sekundärstoffen aus Zellkulturen 
aufgezeigt: Produktionssteigerung und Anreicherung 
der gesuchten Substanz aus dem Medium heraus an 
ein Adsorbens. Für eine allgemeine Anwendbarkeit 
dieser Methode sprechen folgende Gesichtspunkte: 
Neben dem Coniferylaldehyd finden sich in den 
entwickelten DCs viele weitere Substanzen; Einsatz 
des Verfahrens bei einer Suspensionskultur von 
Nicotiana tabacum L. liefert ebenfalls gesteigerte 
Mengen mehrerer Substanzen in der AC-Fraktion. 
Mögliche Verbesserungen der Methode lassen sich 
mühelos aufzeigen: Verwendung weiterer Elutions­
mittel für AC; Variation des AC-Typs und der AC- 
Granulierung; Verwendung weiterer Adsorbentien, 
die u.U. mit größerer Spezifität an die zu gewin­
nenden Sekundärstoffe angepaßt sind.

Dank

Wir danken Herrn Prof. Dr. K. Weinges, Orga- 
nisch-Chemisches Institut der Universität Heidel­
berg für die Aufnahme und Interpretation des 
300-MHz-Protonen-Resonanzspektrums und Frau 
R. Hohl für wertvolle technische Hilfe.

[6] T. Murashige u. F. Skoog, Physiol. Plant 15,473 (1962).
[7] E. Stahl, D ünnschichtchrom atographie. 2. Aufl., 

Springer-Verlag, H eidelberg 1967.
[8] G. A ulin-Erdtm an, Svensk Papperstidning 56, 91 

(1953).
[9] J. S. M attson, H. B. M ark, A ctivated Carbon, M arcel 

Dekker, Inc., N ew  York 1971.


