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Einleitung:
oft unzureichende Überwachung der Vorgänge im 
Schüttelkolben [1], lediglich offline-Proben

Aufwand, Gefahr für Sterilität, Zeitverzug zwischen 
tatsächlichem Zustand & ermitteltem Ergebnis

exaktes Monitoring & realistisches Scale-up erschwert  
häufige Folgen: Limitationen oder Kultivierungsabbruch 

vor Erreichen des Wachstumsmaximums

Anwendung miniaturisierter Parallelkultivierungs-
systeme mit Sensoren für Mikroorganismenkulturen

Einsatz für Kultivierung von Pflanzenzellen bisher nur 
wenig untersucht

Literatur:
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Durchführung:
Kallus: totipotente, durch Phytohormon-Wirkung (z.B. Auxin 2,4-Dichlorphenoxy-

essigsäure, kurz 2,4-D) undifferenzierte Pflanzenzelle [2] (Bild 2)

Pflanzliche Suspensionskultur: in flüssigem Medium kultivierter Kallus (Bild 3)

Kultivierungsparameter:

26°C, 110 rpm, dunkel, Sonnenblumen-Suspensionskultur, 20% Inokulum

Linsmaier&Skoog-Medium Variation 2,4-D-Konzentration: 0,1 und 0,2 mg/l

RAMOS-Messung: Differenz- & O2-Partialdruck im Schüttelkolben online-Monitoring [1]

Schlussfolgerung:
Vorteile RAMOS: geringerer Arbeitsaufwand, einfachere Handhabung im Vergleich zu herkömmlichen Kultivierungsstrategien im
Miniaturmaßstab sowie der Anzucht & Maßstabsübertragung

Nachteil: aufwendige Etablierung pflanzlicher Suspensionskulturen sowie Entwicklung RAMOS-Setup 

Ausblick: Transformationsversuche an Kallus und Suspensionen mit Agrobacterium tumefaciens

Zielsetzung:
Screening von Suspensionen (Kallus) der Sonnenblume 
(H. annuus, Bild 1) zur Medien- & Zelllinienoptimierung im 
Parallelkultivierungssystem RAMOS (Respiration Activity
MOnitoring System; HiTec Zang GmbH) [1]

Ziel: optimierte Synthese des pflanzlichen 
Sekundärmetaboliten α-Tocopherol (E-Vitamin) für 
industrielle Anwendungen z.B. in Kosmetik & Pharmazie

Handhabung bei der Überführung von pflanzlichen in vitro-
Zellkulturen in RAMOS, Aufstellung Setup sowie 
Interpretation online-Daten [3]

Bild 1: Einjährige
Sonnenblume
(Helianthus annuus)

Ergebnisse:
Anpassung von RAMOS-Parametern (Dauer Spül-/Messzeit)                             

gutes Monitoring mittels OTR/CTR bzw. RQ möglich (Bild 5)

Einteilung in Wachstumsphasen analog zu Wachstum von Mikroorganismen 
(Bild 5 oben)

lange Kultivierung, starke Abhängigkeit der Kulturdauer vom Inokulum (Art, 
Konzentration, Menge/Volumen)

Wachstum abhängig von 2,4-D-Konzentration                                                   
frühere Limitation bei halbierter Auxinkonz., eingeschränkter Metabolismus

Wachstum unabhängig vom Arbeitsvolumen (getestet bei 30 bzw. 50 ml und  
250 ml Kolbengesamtvolumen)

Wachstumsphase: Respirationsquotient RQ abnehmend von 1,3 auf 1,2

stationäre Phase: langsamer RQ-Abfall auf 1,1                                                   
einsetzende Viskositätserhöhung der Suspension

Limitation: sprunghafter RQ-Anstieg

Pflanzenzellen im Vergleich zu Mikroorganismen:
hohe Sensitivität pflanzlicher in vitro-Kulturen in Bezug auf Wachstum & Metabolitbildung

starke Agglomeration von Pflanzenzellen in Suspension schwierige Handhabung z.B. bei Inokulation & Analytik

geringe Wachstumsgeschwindigkeit hohes Kontaminationsrisiko; lange Versuchsdauer

sehr starke Viskositätszunahme während stationärer Phase Risiko O2-Limitation

Bild 3: Suspension der
Sonnenblume (Fluoreszenz,  
Lebendfärbung mit FDA)

Bild 5: OTR- (oben, mit Wachstumsphasen für ▪) & RQ-Verläufe
(unten) bei Kultivierung einer H. annuus-Suspensionskultur im
RAMOS mit 0,1 mg/l (×) bzw. 0,2 mg/l (▪) 2,4-Dichlorphenoxyessig-
säure (26°C, 110 rpm)

Bild 2: Kallus der Sonnenblume
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Bild 4: RAMOS (Tablar mit
Mess- und Referenzkolben)

Referenzkolben

Messkolben
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