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*  Viele der am Markt erhiltlichen Vitamine, unter anderem Vitamin B2 (Riboflavin), werden mittels
gentechnisch verdanderter Organismen (GVO) hergestellt und diirfen daher in Bio-Betrieben dem

Futter nicht zugesetzt werden.

*  Es wurde ein Screening von Wildtyp-Mikroorganismen ohne GVO durchgefiihrt, die Riboflavin
liberproduzieren. Die Wildtyp-Hefe Meyerozyma guilliermondii produzierte im Screening-Verfahren

die hochste Riboflavinkonzentration.

*  Mittels angepasster Fermentationsstrategie konnte mit einem GVO-freien Hefestamm 30 mg
Riboflavin pro g Trockenzellgewicht im LabormaRstab erreicht werden.

Hintergrund und Zielsetzung

Im Gegensatz zu vielen Bakterien und Hefen kénnen hohere
Eukaryonten kein Riboflavin (Vitamin B2) synthetisieren und es
muss Uber die Nahrung aufgenommen werden. Die Zufuhr von
Riboflavin in der Gefllgelfutterung ist unerlasslich, da es fiir
viele Stoffwechselvorgdnge notig ist. Riboflavin wird zurzeit
biotechnologisch, basierend auf gentechnisch verdnderten
Organismen (GVO), hergestellt. Aufgrund der Gesetzgebung
missen okologisch gehaltene Tiere mit GVO-freien Futter-
mitteln geflittert werden. Das gilt auch fiir die Herstellungs-
verfahren von Vitaminzusdtzen im Futter. Um eine
kontinuierliche Versorgung der Okologischen Tierhaltung mit
Riboflavin zu gewahrleisten, wurde die Isolierung und
Optimierung eines neuen GVO-freien Hefestamms fiir Vitamin
B2 durchgeflihrt. Folgendes stand in diesem Projekt im Fokus:

* Screening nach neuen Riboflavin-Produzenten aus
speziellen Habitaten,

* Identifizierung neuer, bisher unbekannter Riboflavin-
Produzenten auf Grundlage des phylogenetischen
Stammbaums bekannter, natiirlicher Uberproduzenten,

* Optimierung des Fermentationsprozesses der neuen
potenten Riboflavin-produzierenden Hefestimme,

* Fermentationsparameter wie Medien, Inokula, pH-Wert,
Temperatur, Rihr- und BelUftungsraten wurden
untersucht.

Vorgehensweise
Das Screening von nicht gentechnisch verdanderten Wildtyp-
Hefestammen, die Riboflavin Uberproduzieren, ist der erste
Schritt  zur  Entwicklung von GVO-freien Riboflavin-
Produktionslinien.

Auf verschiedenen Nahrmedien wurden Proben aus speziellen
Habitaten wie Kompost, Baumrinde, verrottendes Obst,
selbstgemachtes Sauerkraut und Sauerteig, selbstgemachtes
Bier aus Weintrauben, Bdden bei Olférderpumpen und
Tankstellen und aus dem Pansensaft kultiviert (Abbildung 1).
Von diesen Ansdtzen konnten 37 verschiedene Hefestamme
isoliert werden. Weiterhin wurden 14 phylogenetisch nahe
Verwandte bekannter natiirlich Uberproduzierender Vitamin-
B2-Stdmme aus Kultursammlungen erworben.

Abbildung 1: Ubersicht zur Probennahme und Isolierung neuer
Hefestimme
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Quelle: Thiinen-Institut/Anja Kuenz(2022).

Ergebnisse

Von diesen 51 getesteten Stémmen produzierte der Wildtyp-
Hefestamm Meyerozyma guilliermondii DSM 11947 im
Screening-Verfahren die hochste Riboflavinkonzentration.



M. guilliermondii ist eine Hefeart, die in der Umwelt weit
verbreitet ist. Er wird in die Risikogruppe 1 eingestuft und ist
somit ein Organismus mit geringem individuellen und
gemeinschaftlichen Risiko, d. h. es ist sehr unwahrscheinlich,
dass er Krankheiten verursacht. Dieser natiirliche Uber-
produzent wurde fir die weitere Prozessoptimierung
ausgewahlt.

Untersucht wurden der Nahrstoffbedarf des Wildtyp-Stammes
und das Scale-up von Schittelkolben auf einen 1-Liter-
Bioreaktor.

Um den Prozess wirtschaftlich zu gestalten, ist es wichtig, teure
Komponenten wahrend des Kultivierungsprozesses der Hefe zu
eliminieren. Neben dem Substrat verursachen Nahrstoffquellen
wie Hefeextrakt die hochsten Produktionskosten. Daher lag der
Fokus hier vor allem auf dem Hefeextrakt, der einen enormen
Anteil an den Medienkosten ausmacht, andererseits aber als
wichtige Quelle fiir Stickstoff und Nahrstoffe wie Vitamine,
Spurenelemente und andere dient.

Deshalb wurde die Hefeextraktkonzentration reduziert. Bei den
Varianten mit geringerer Hefeextraktkonzentration dauerte die
Verwertung der Glucose langer und die maximale Produktivitat
der Riboflavinbildung war deutlich geringer. Da das
Produktionsmedium mit Harnstoff bereits eine andere
Stickstoffquelle enthélt, die im Vergleich zu Hefeextrakt
wesentlich ginstiger ist, wurde der vollstdndige Ersatz von
Hefeextrakt durch Harnstoff getestet. Der vollstandige Verzicht
auf Hefeextrakt fuhrte unabhangig von der verwendeten
Harnstoffkonzentration zu einer verlangsamten Riboflavin-
bildung. Die maximale Produktivitat war geringer, aber nach 14
Tagen Kultivierung wurde die gleiche Menge an Riboflavin
produziert, so dass Hefeextrakt durch Harnstoff ersetzt werden
konnte.

Nach der Variation der Stickstoffquelle wurde der Einfluss des
Vitamin- und Aminosauregehalts des Hefeextrakts untersucht.
Die Zugabe von B-Vitaminen ist fiir eine Uberproduktion von
Riboflavin mit M. guilliermondii nicht notwendig, da der Stamm
auch ohne den Zusatz von Vitaminen in der Lage war, Riboflavin
zu bilden. Anders verhdlt es sich mit dem Einfluss von

Aminosauren, hier sind weitere Untersuchungen notwendig, veriandertem Vitamin B2 fur die okologische
um mehr Informationen tiber den N&hrstoffbedarf zu erhalten. Futtermittelproduktion erhéhen.
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Die Riboflavin-Produktion wurde anschliefend erfolgreich in
den 1-Liter-Bioreaktor-MaRstab Gbertragen (Abbildung 2).

Hier scheint der kritischste Parameter die Versorgung mit
ausreichend Sauerstoff in Kombination mit dem richtigen
Drehzahlbereich zu sein. Der bisher hochste erreichte Titer mit
317,6 mg/L Riboflavin wurde wihrend einer Fed-Batch-
Kultivierung nach neun Tagen erreicht. Insgesamt wurde eine
Ausbeute von 30 mg Riboflavin pro g Trockenmasse der
Hefezellen erreicht.

Abbildung 2: Fed-batch Kultivierung von M. guilliermondii DSM 11947 in
einem 1 L-Bioreaktor, Riihrgeschwindigkeit 500 - 800 rpm, Begasungsrate
9 sL/h, Gelostsauerstoffanteil 30 %
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Quelle: Thinen-Institut/Anja Kuenz(2022).

Damit konnte gezeigt werden, dass es durch reine
Bioprozessverfahrenstechnik ~ und ohne  gentechnische
Veranderungen moglich ist, mit dem Wildtyp-Stamm
M. guilliermondii hoéhere Riboflavingehalte zu erzielen. Der
ausgewahlte Stamm birgt das Potenzial flir eine weitaus hohere
Riboflavinkonzentration als derzeit aufgezeigt. Mittelfristig
dirfte dies die Verfugbarkeit von nicht gentechnisch
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