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Among chemicals, vitamin B, is one of the best examples to show the
development from early strain improvement via classical mutagenesis
to modern metabolic engineering approaches. Within less than

15 years, a complete shift from chemical to exclusive biotechnological
production was achieved resulting in a more sustainable and
cost-efficient process. Optimization potential is still seen via rational
strain improvement as well as bioprocess engineering.
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Wihrend der letzten Jahrzehnte fiihrte eine
steigende Nachfrage dazu, dass Vitamin B,
(Riboflavin) als essenzielles wasserldsliches
Vitamin eines der wichtigsten biotechnolo-
gisch hergestellten Produkte ist. Bereits in
den 1930er-Jahren gelang die Aufklarung der
molekularen Struktur des Vitamin B,, das die
Vorstufe fiir die Flavin-Ko-Enzyme bildet, die
ihrerseits eine zentrale Rolle im Stoffwechsel
von Lebewesen spielen (Abb. 1, [1]). Beim
Menschen ist ein Vitamin B,-Mangel mit
Hautlasionen, einem erhohten Risiko fiir kar-
diovaskuldre Erkrankungen und Storungen
des Wachstums verbunden. Auch Tiere
reagieren mit verlangsamtem Wachstum,
schlechterer Nahrungsverwertung und
Diarrho. Damit ist zu erklaren, dass 70 Pro-

zent des weltweit produzierten Vitamin B,
als Futtermitteladditiv dienen, wahrend
30 Prozent als Lebensmittelzusatz, Farbstoff
(E101) oder in der Pharmaindustrie verwen-
det werden (Abb. 1). Der globale Markt fiir
Vitamin B, hat sich von 4000 t/a im Jahr
2002 auf 9000 t/a im Jahr 2015 verdoppelt [2].

Von der Chemie zu Biotechnologie
und mehr Nachhaltigkeit

Vitamin B, ist eines der besten Beispiele fir
den erfolgreichen Einsatz der Biotechnologie.
Hier wurde der Wechsel von der chemischen
Synthese zu einer ausschlieBlich biotechno-
logischen Produktion in weniger als 15 Jah-
ren realisiert. Lange Zeit wurde Vitamin B,
durch eine mehrstufige chemische Synthese

ausgehend von Glu-

cose produziert [3].
Schnell zeigten sich
aber Nachteile mit
geringer Ausbeute
von nur 60 Prozent
durch additive Ver-
luste in den Synthese-
schritten, der Nutzung
von toxischen Einsatz-
stoffen, wie beispiels-

A Abb. 1: Vitamin B, wird als essenzielles Nahrungsergénzungsmittel
fiir Mensch und Tier alltéglich eingesetzt. Einer der Hauptproduzenten

weise Amalgam, und
damit auch der Pro-
duktion von Abfall-

im fermentativen Herstellungsverfahren ist der Pilz Ashbya gossypii.

produkten, die eine

spezielle Entsorgung erforderlich machten
(Abb. 2A).

Aufgrund dessen starteten bereits 1940
erste Versuche, Vitamin B, mittels Fermen-
tation zu produzieren. Mit dem Einstieg von
Merck 1974 und der Nutzung des pilzlichen
Produktionsorganismus Ashbya gossypii wur-
de die mikrobielle Route immer attraktiver.
Unter Nutzung des pilzbasierten Systems mit
pflanzlichem Ol als Hauptkohlenstoffquelle
fiihrte BASF bereits 1990 die Vitamin B,-Fer-
mentation im industriellen MaBstab ein.
Nach nur sechs Jahren paralleler chemischer
und fermentativer Produktion wurde die che-
mische Synthese komplett eingestellt. Auch
andere Hersteller stellten auf eine aus-
schlieBlich fermentative Produktion um,
jedoch unter Verwendung des Bakteriums
Bacillus subtilis und Glucose als Einsatzstoff

Eine umfangreiche Okoeffizienzanalyse
der BASF zeigte, dass der fermentative Pro-
zess deutlich nachhaltiger als der petroche-
mische Weg ist [5]. Neben den 6kologischen
Vorteilen durch den Wegfall toxischer Ein-
satzstoffe sowie einer um 30 Prozent redu-
zierten CO,-Emission ist der fermentative
Prozess zudem deutlich kosteneffizienter
[5]. Durch einen halbierten Materialeinsatz,
einen ca. 25 Prozent geringeren Energie-
verbrauch sowie eine verringerte Abfallent-
sorgung konnten die Produktionskosten um
ca. 40 Prozent reduziert werden (Abb. 2).
Die Analysen rechnen mit einem Optimie-
rungspotenzial des fermentativen Prozesses
von bis zu 20 Prozent, was beispielsweise
durch Stammentwicklung mit einer Erho-
hung von Ausbeute und Titer erzielt werden
kann [5].

Stammentwicklung - klassische
Mutagenese bis rationales Stamm-
design

Seit der Umstellung auf eine fermentative
Vitamin B -Produktion generieren umfang-
reiche Stammentwicklungsprogramme mit
Kombinationen aus klassischer und ratio-
naler Mutagenese immer neue verbesserte
Vitamin B,-Produktionsstimme (Ubersicht
s. [1, 2, 4]).
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A Abb. 2: Okoeffizienzanalysen der Vitamin B,-Produktion: Die Umstellung der mehrstufigen
chemischen Synthese (A) zu einem biotechnologischen Verfahren basierend auf Pflanzendl und
dem Einsatz des pilzlichen Produktionsstamms Ashbya gossypii (B) resultiert in einer nachhal-
tigen Vitamin B,-Produktion mit verbesserten 6kologischen Bedingungen sowie einer erhdhten
Wirtschaftlichkeit (C). A. gossypii-Stamme produzieren wahrend des fermentativen Prozesses
groBe Mengen Vitamin B,, das kristallin in der Fermentationsbriihe akkumuliert.
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A Abb. 3: Schematische Darstellung der Vitamin B,-Biosynthese und ihrer Kompartimentierung
in Ashbya gossypii. Extrazellular sekretierte Lipasen bauen pflanzliches Ol zu Glycerin und Fett-
sauren ab. Letztere werden durch die in den Peroxisomen stattfindende Betaoxidation und den
Glyoxylatzyklus metabolisiert. Der in den Mitochondrien lokalisierte Citratzyklus stellt Glycin

bereit. Letztlich erfolgt dann lber die im Cytosol ablaufenden Stoffwechselwege der Gluconeoge-
nese, des Pentose-Phosphat-Wegs, der Purin- und terminalen Vitamin B,-Biosynthese die Bildung
des finalen Produkts. Fiir eine optimale Produktion ist ein kombinatorisches Feintuning mehrerer

Stoffwechselwege notwendig: Alle griin gekennzeichneten Stoffwechselwege sollten verstarkt,

alle grau markierten Wege reduziert werden. ATP:

leotid.

Erste rationale Stammoptimierungen mit-
tels metabolic engineering starteten in den
industriell genutzten Produzenten A. gossypii
und B. subtilis mit der Modifikation des ter-
minalen Vitamin B,-Biosynthesewegs, in
dem Vitamin B, ausgehend von den zwei
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Adenin-Triphosphat; FAD: Flavin-Adenin-Dinuk-

direkten Vorldufermolekiilen, Ribulose-
5-Phophat und Guanosintriphosphat, gebil-
det wird (Abb. 3). Um die Produktivitat zu
erhohen, wurden multiple Kopien des
RIB(Riboflavin)-Operons in das B. subtilis-
Genom integriert und native gegen starke

konstitutive Promotoren ersetzt. Analoge
Ansétze flihrten wir mit A. gossypii durch,
indem die sechs terminalen Biosynthesegene
als synthetische Gencluster assembliert und
mittels homologer Rekombination genomisch
integriert wurden. Die zur Selektion verwen-
deten Marker wurden anschlieBend durch
Rekombination recycelt [1, 2, 4]. So konnten
Stimme mit hoher genetischer Stabilitéat
wahrend des Fermentationsprozesses gene-
riert werden, was eine wichtige Vorausset-
zung fiir den erfolgreichen Transfer vom
Labor- in den ProduktionsmaBstab ist. Fur
industrielle A. gossypii-Stamme werden Pro-
dukttiter von bis zu 20 g/1 beschrieben [6].
Weitere Stammentwicklungen fokussieren
auf einer optimierten Bereitstellung der Vor-
laufermolekiile. Dieses wird zum einen durch
Erhohung des Kohlenstoffflusses durch den
Pentose-Phosphat-Weg versucht, zum ande-
ren durch Verstarkung des Purin- und Gly-
cinbiosynthesewegs. In B. subtilis erfolgte die
direkte Uberexpression der Purin-Operons
sowie verschiedener Gene des Pentose-Phos-
phat-Wegs und der Gluconeogenese. Es wur-
den finale Produkttiter von 17 g/1 bis 27 g/1
nach 70 Stunden Fermentationszeit berichtet
[7]. In A. gossypii wurde neben der Bereitstel-
lung von Vorstufen auch an der effizienten
Olverstoffwechslung im Prozess gearbeitet.
So konnten wir zeigen, dass eine simultane
Uberexpression von Genen der Betaoxidation
und der Fettsdureaufnahme zu einem bis zu
zehnprozentigen Anstieg der Vitamin B,-Pro-
duktion im Vergleich zum entsprechenden
Referenzstamm fiihrt [8]. Mit diesem Beispiel
wird deutlich, dass eine Optimierung der
industriellen Produktionsstimme eines kom-
binatorischen Feintunings und damit einer
parallelen Modifikation zentraler Stoffwech-
selwege bedarf (Abb. 3). So kénnen wir erfolg-
reich verbesserte Staimme fiir den direkten
Einsatz in die Produktion generieren und
Okonomische Ziele, wie die weitere Reduk-
tion der Produktionskosten, realisieren.

Stammentwicklung 2.0 - Einsatz
neuer Technologien

Die traditionellen Strategien des metabolic
engineering wurden durch die Anwendung
neuer Omics-Methoden weiterentwickelt. So
konnten metabolische Engpdsse und Schliis-
selstellen sowie neue regulatorische Systeme
in den Produktionsorganismen identifiziert
werden [1]. 2014 wurde das erste manuell
kurierte metabolische A. gossypii-Genom-
modell als Basis genutzt, um Transkriptom-
daten der Wachstums- und Produktions-
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phase zu analysieren. Es zeigten sich Reak-
tionen, die einen korrelierten Anstieg im
Expressionslevel, aber auch metabolischen
Fluss aufwiesen. Neben den bekannten
Wegen, wie der der Betaoxidation, konnten
so bisher noch nicht analysierte, aber fiir die
Vitamin B,-Synthese relevante Wege identi-
fiziert werden, die beispielsweise an der Auf-
nahme extrazellularer Aminosdauren und
Nukleoside beteiligt sind [9].

Diese stellen potenzielle Ziele fiir weitere
Stammentwicklungsansatze dar, weil in
industriellen Fermentationsprozessen oft
komplexe Einsatzstoffe wie Hefeextrakt oder
hydrolysiertes Pflanzenprotein genutzt wer-
den. Sie sind zumeist kostenglinstig und
konnen Wachstum und Produktivitat durch
das Einbringen zusétzlicher Nahrstoffe in den
Prozess steigern. Allerdings erschweren sie
die Fermentationsanalytik, wodurch prazise
Prozessbilanzierungen und die Identifikation
neuer Ziele fiir die Stamm- und Prozessopti-
mierung zur Herausforderung werden.

Kiirzlich gelang erstmals ein tiefer Ein-
blick in den Metabolismus von A. gossypii in
der Gegenwart von Hefeextrakt. Eine Kombi-
nation aus 13C-Tracer-, Gaschromatographie/
Massenspektroskopie(MS)- und Fliissigchro-
matographie/MS-Analysen sowie 1-D- und
2-D-NMR-Spektroskopie ermoglichte es, den
Kohlenstofffluss in die Biomasse und Vita-
min B,-Synthese unter industriell relevanten
Bedingungen aufzuldsen. Dabei zeigte sich,
dass der C1-Metabolismus ein signifikanter
Engpass wihrend der initialen Vitamin B, -
Produktionsphase ist. Basierend auf den
Ergebnissen konnte durch eine gezielte zeit-
liche Fiitterung von Formiat und Serin deren
intrazelluldre Verfligbarkeit gesteigert wer-
den, was den finalen Vitamin B,-Titer nahezu
verdoppelte [10].

Neben besseren Analysemethoden ist die
Weiterentwicklung genetischer Werkzeuge,

wie beispielsweise CRISPR-basierten Tech-
nologien, zur effizienteren Stammoptimie-
rung unerldsslich. So entwickelten wir fiir
A. gossypii ein vektorbasiertes CRISPR/
CAS9- und CRISPR/CPF1-System, mit dem
multiple Modifikationen in einem Trans-
formationsansatz ohne nachgeschaltetes
Markerrecycling eingebracht werden konn-
ten [11]. Damit bietet sich die Moglichkeit
des schnellen kombinatorischen Feintu-
nings, d. h. mehrere Gene parallel in ihrer
Aktivitat gezielt zu modifizieren. Diese
Anwendung wurde bereits flir B. subtilis am
Beispiel der Vitamin B,-Biosynthesegene
publiziert [12]. Eine konstante Verbesserung
der genetischen Toolbox sowie der Analyse-
methoden ist entscheidend fiir eine immer
schnellere und maBgeschneiderte Weiterent-
wicklung der Stamme, die den steigenden
globalen regulatorischen Anforderungen
entsprechen. |
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