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1. Aufzählung der wichtigsten wissenschaftlich-technischen Ergebnisse und anderer wesentlicher 

Ereignisse 

Arbeitspaket 1: Plattformoptimierung 

AP1.1 Zentralstoffwechselscreening (abgeschlossen) 

Das Arbeitspaket wurde planmäßig bearbeitet. Insgesamt konnten 7 neue potentielle 

Bottlenecks zur gesteigerten Karotinoid-Produktion identifiziert werden (Abb. 1). Die 

Erkenntnisse aus der CRISPRi-Library wurden im Falle von aceE und pgi bereits in Form von 

Gendeletionen in einen Plattformstamm zur Astaxanthin-Produktion transferiert. 

 

Abbildung 1: Ergebnisse des Screening der CRISPRi-Library im Decaprenoxanthin-produzierenden Wildtyp Stamm von 
C. glutamicum. Dargestellt ist der Decaprenoxanthin-Gehalt in mg/g Zelltrockengewicht in 75 verschiedenen CRISPRi-
Stämmen aus dem Karotinoid-Vorläufer-Stoffwechselweg (MEP-Pathway), der Karotinoid-Biosynthese (Carotenogenesis), 
der Glykolyse, dem Pentose-Phosphat-Pathway, dem TCA-Zyklus sowie weitere Regulatoren. Signifikante Ergebnisse sind 
mit * gekennzeichnet (p<0.05).) 

 

AP1.2 Erhöhung der GAP/Pyruvat Verfügbarkeit (abgeschlossen) 

GAP und Pyruvat stellen die Substrate für die Karotinoid-Bioynthese in C. glutamicum dar. 

Eine Möglichkeit die GAP/Pyruvat Verfügbarkeit zu erhöhen ist es, die konkurrierenden 

Reaktionen der Lactat-Dehydrogenase LdhA und die Pyruvat:Quinon Oxidoreduktase Pqo 



auszuschalten. Diese Deletionen zeigten keinen signifikanten Effekt auf die Konzentration der 

Karotinoide (Abb. 2), können aber dennoch einen Vorteil in Fermentationen sein, da weniger 

Base benötigt wird, um die Säurebildung auszugleichen (im Falle von ΔldhA). 

 

Abbildung 2: Vergleich von Deletionsmutanten der Stämme C. glutamicum BETA4 und ASTA*. Es wurden die Gene ldhA, 
kodierend für eine Lactat-Dehydrogenase, sowie pqo, kodierend für die Pyruvat:Quinon Oxidoreduktase sowohl einzeln 
als auch in Kombination deletiert. Alle Kultivierungen wurden in Triplikaten durchgeführt und die Standardabweichungen 
angegeben.  

 

AP1.3 Erhöhung der Acetyl-CoA Verfügbarkeit (abgeschlossen) 

Um die Verfügbarkeit von Acetyl-CoA in den C. glutamicum Zellen zu erhöhen, wurden 

verschiedene Kombinationen der Kohlenstoffquellen Acetat und Glukose in Kolbenversuchen 

getestet. Die Testung von Glukosekonzentrationen von 1-6% (w/v) (Abb. 3) und 

Acetatkonzentrationen von 0-4% (w/v) (Abb. 4) mit dem aktuell besten Stamm ASTA** zeigte 

allerdings, dass die bis lang verwendete Glukosekonzentration von 4% ohne zusätzliche Gabe 

von Acetat bereits das Optimum darstellt. 



 

Abbildung 3: Vergleich der Astaxanthinproduktion mit dem Stamm C. glutamicum Asta* pECXT-pSyn::crtZ (ASTA**) unter 
Einsatz verschiedener Glukose- und Acetatkonzentrationen. Alle Kultivierungen wurden in Triplikaten durchgeführt und 
die Standardabweichung angegeben.  

 

Abbildung 4: Vergleich der Astaxanthinproduktion mit dem Stamm C. glutamicum Asta* pECXT-pSyn::crtZ unter 
Kombination der Kohlenstoffquellen Acetat und Glukose in verschiedenen Konzentrationen. Alle Kultivierungen wurden 
in Triplikaten durchgeführt und die Standardabweichung angegeben. 

 

  



AP1.4 Etablierung des MEV Stoffwechselweges (abgeschlossen) 

Der Mevalonat Biosyntheseweg (MEV) ist eine von 2 Alternativen, um den für die Karotinoid-

Biosynthese benötigten Vorläufer IPP bereit zu stellen. In C. glutamicum geschieht dies 

natürlicherweise durch den Methylerythritol-Phosphat Weg. Es konnte allerdings in anderen 

Organismen gezeigt werden, dass eine zusätzliche Einbringung des MEV-Wegs die 

Karotinoidsynthese steigern kann. Nach dem Paper von Luckie et al, 2024 (Doi: 

10.1016/j.ymben.2023.11.009) wurden zwei Plasmide konstruiert mit dem MEV Pathway von 

Saccharomyces cerevisiae. Die beiden Plasmide (pECXT99A-atoB-HMGS-HMGR und pSH1-

MK-PMD-PMK) wurden konstruiert und in BETA4ΔldhAΔpqo eingebracht. Es konnte eine 67% 

gesteigerte -Karotinproduktion erreicht werden (Abb. 5). 

 

Abbildung 5: Vergleich des Stammes C. glutamicum BETA4 ΔldhAΔpqo unter Überexpression der Gene, welche für Enzyme 
des MEV-Stoffwechselweges kodieren. Die Überexpression erfolgte Plasmid-basiert mit pSH1 sowie pECXT99A. Dargestellt 
ist die -Karotinproduktion von biologischen Triplikaten aus einer CGXII+4% Glukose Kultivierung.  

 

Arbeitspaket 2: Optimierung DECA/ASTA Produktion 
 
AP2.1 Pathway Balancing zur gesteigerten GGPP-Produktion (abgeschlossen) 

Um die Bereitstellung von Vorläufer-Metaboliten für die Astaxanthin Synthese zu verbessern, 

wurden die Gene idi und idsA aus dem GGPP Syntheseweg Plasmid-basiert überexprimiert. 

Auf diese Weise war es möglich die Synthese von ß-Karotin von 12 mg/g CDW auf 20 mg/g 

CDW fast zu verdoppeln (Abb. 6). Weiterhin wurde auch eine genomische Integration von idsA 

und ein Promotoraustausch des artifiziellen idi idsA Clusters durchgeführt was zu einer ß-

Karotin Produktion von 18 mg/g CDW geführt hat. Dieser BETA6 genannte Stamm stellt somit 



eine deutlich optimierte Plattform für die Produktion von Karotinoiden dar und schließt damit 

Meilenstein 1 ab. 

Neben IdsA gibt es in C. glutamicum ein zweites Gen welches für eine Geranylgeranyl 

diphosphate Synthase kodiert (crtE). In einem Deletionsstamm von crtE zeigt die 

Überexpression von idi-idsA einen signifikant positiven Effekt und steigert die 

Karotinoidsynthese um das 5-fache von 1.2 mg/g CDW auf 6 mg/g CDW (Abb. 7). 

 

Abbildung 6: Vergleich des Stammes C. glutamicum BETA4 mit Stämmen in denen die Gene des Methylerythrol-4-Phosphat 
Weges überexprimiert wurden. Die Überexpression erfolgte entweder Plasmid-basiert oder über eine genomische 
Integration in den Lokus der Gene idi oder ldhA.  

 

Abbildung 7: Vergleich von Astaxanthin-produzierenden Stämmen mit und ohne idi-idsA Überexpression. Zusätzlich mit 
der Deletion von crtE. CrtE kodiert im Karotinoidoperon für das zweite Geranylgeranyl diphosphate Synthase neben IdsA 
in C. glutamicum. 

 

LYC3::Ptuf-dxr-ispG-ispH ∆crtE
(pSH1-crtZ~W-crtY)

LYC3::Ptuf-dxr-ispG-ispH ∆crtE
(pSH1-crtZ~W-crtY)

(pECXT-idi-idsA)



AP2.2 Adaptive laboratory evolution (ALE) zur Erhöhung der DECA-Produktion 

(abgeschlossen) 

Karotinoide sind Schutzpigmente, welche den Bodenorganismus C. glutamicum vor bei 

Lichteinstrahlung entstehenden, reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) schützt. Der Schutz vor 

ROS kann auch als Trigger für eine adaptive Laborevolution (ALE) genutzt werden. Während 

gezielte H2O2 Schocks zu einer verlagerten und/oder verringerten Produktion führten, zeigte 

eine ALE ohne gezielten Stressfaktor eine deutlich erhöhte Astaxanthin-Produktion über die 

verschiedenen Generationen (Maximum 5 mg/g CDW) (Abb. 8). Die Erreichung eines 

Astaxanthin-Gehalts von 5 mg/g CDW hat den Abbruchmeilenstein 3 umgangen. 

 

Abbildung 8: Kultivierung von C. glutamicum BETA6 (pECXT-pSyn-crtZ) (ASTA**) unter Standard- und verschiedenen 
Stressbedingungen. Die Kulturen wurden alle 24 h überimpft und Proben 48 h nach Kultivierungsbeginn entnommen. 
Stressfaktoren waren Licht, Temperatur (35°C), Salzstress durch Natriumchlorid, Stress durch H2O2 sowie pH Stress. 

 

AP2.3 Rationale Stammentwicklung zur Ausreifung der DECA-/ASTA-Produktionen 

(abgeschlossen) 

Die Astaxanthin Biosynthese vieler natürlicher Astaxanthin Produzenten, vornehmlich 

maritimer Algen, wird durch Salz-Stress verbessert. Die in C. glutamicum ASTA* 

verwendenden Gene crtZ und crtW stammen aus dem marinen Bakterium Fulvimarina pelagi. 

Aus diesem Grund wurden die Auswirkungen verschiedener Salzkonzentrationen auf die 

Karotinoidproduktion untersucht (Abb. 9). Durch Zugabe von 25 g/L NaCl konnte der 

Astaxanthin Titer in normalem CGXII Medium auf 9,2 mg/L fast verdoppelt werden.  
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Abbildung 9: Kultivierung des Stammes Corynebacterium glutamicum Asta* unter verschiedenen Salzkonzentrationen. Die 
optischen Dichten der Kulturen sind in Abbildung A dargestellt, die Astaxanthin Titer in B. Alle Kultivierungen wurden in 
Triplikaten durchgeführt und die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben.  

Für die Entwicklung eines Hochleistungsstamms zur Decaprenoxanthin Produktion wurden 

zwei Strategien gewählt. Zum einen wurde basierend auf dem Decaprenoxanthin-Produzenten 

MB001 ∆crtR eine Überexpression von crtEBI getestet, eine bereits etablierte Methode, um 

die Karotinoidproduktion in C. glutamicum zu steigern. Durch die Plasmid-basierte 

Überexpression von crtEBI in MB001 ∆crtR wurde der Decaprenoxanthingehalt auf ca. 13 

mg/g CDW gesteigert. Dies entspricht etwa einer Vervierfachung der Produktion im Vergleich 

zum Ausgangsstamm. Die Konstruktion eines Hochleistungsstamms mit einer 

Biosyntheseleistung von 10 mg/g CDW beschreibt den erfolgreichen Abschluss von 

Meilenstein 2 (Abb. 10). Da es sich hierbei um eine Plasmid-basierte Produktion handelt, 

wurden im MB001 ∆crtR genomische Änderungen vorgenommen, um eine stabile und 

Antibiotika-unabhängige Produktion zu gewährleisten. In interativen Schritten wurde so die 

Produktion von 4,64 mg/g auf 9,64 mg/g erhöht (Abb. 11). Dieser Stamm bietet nun eine gute 

Basis für weitere genomische Modifikationen oder für z.B. die oben erwähnte Plasmid-basierte 

Überexpression von crtEBI. Des Weiteren wurde der Stoffwechselweg für die 

Decaprenoxanthin Biosynthese in den genomreduzierte Plattformstamm C. glutamicum C1* 

eingebracht (Abb. 10). Durch Plasmid-basiertes Einbringen der Decaprenoxanthin 

Biosynthese in C. glutamicum C1* konnte eine Produktion von 3 mg/g CDW erreicht werden. 

Dies entspricht der Produktion von C. glutamicum MB001 ∆crtR.  



 

Abbildung 10: Produktion von Lycopin und Decaprenoxanthin in den Stämmen MB001 ΔcrtR und C1*. Zusätzlich wurde der 
Stoffwechselweg zur Lycopin- und Decaprenoxanthinsynthese in die Stämme eingebracht. Alle Kultivierungen wurden als 
Triplikate durchgeführt und die Standardabweichung ist angegeben.  

 

 

Abbildung 11: Produktion von Decaprenoxanthin in MB001 mit jeweiligen genomischen Modifikationen.  

 



Weiterhin war es auch möglich die Produktion von Astaxanthin durch Plasmid-basiertes 

Einbringen einer weiteren Kopie der ß-Karotin Hydroxylase crtZ auf 2 mg/g zu verdoppeln. 

Durch Kombination mit den im letzten Zwischenbericht dargestellten Medienoptimierungen ist 

es mit diesem Stamm möglich die Astaxanthintiter von 0,7 mg/g CDW auf 3,5 mg/g CDW zu 

steigern. Zusätzlich erhöht sich der Anteil von Astaxanthin an den Gesamt-Karotinoiden 

deutlich von 22% auf 71%, was die spätere Aufreinigung deutlich erleichtern sollte (Abb. 12).  

 

 

Abbildung 12: Kultivierungen von C. glutamicum BETA4 und Derivaten mit zusätzlichen Kopien der Gene crtZ oder idi und 
idsA. Der Stamm BETA6 enthält darüber hinaus die genomische Integration der Gene idi und idsA. Zusätzlich wurde der 
weitere Effekt einer optimierten Spurensalzlösung untersucht. Die Experimente wurden in Triplikaten durchgeführt und 
die Standardabweichung angegeben.  

Der in Abbildung 13 gezeigte Stamm Asta** besitzt zwei Plasmide. Um die Belastung für den 

Stamm durch mehrere Antibiotika zu verringern und um die Möglichkeit zu bieten, andere 

Gene ko-exprimieren zu können, wurden die beiden Plasmide der terminalen Biosynthese 

vereint bei gleichbleibendem Astaxanthin-Titer.  
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Abbildung 13: Kultivierung von Asta** (BETA6 (pSH1-crtZ~W)(pECXT-psyn-crtZ)) im Vergleich zu den vereinten Plasmiden. 
Beta6 (pSH1-crtZ~W-crtZ) wird ab sofort ASTAeasy genannt. 

 

Der Stoffwechselweg von Glukose hin zu Decaprenoxanthin benötigt an 2 verschiedenen 

Stellen Ferredoxin als Cofaktor. Durch diesen werden einerseits Elektronen bei der Synthese 

von GGPP verbraucht, andererseits aber auch bei der Umsetzung von Lycopin zu 

Decaprenoxanthin in gleicher Menge freigesetzt. Im Gegensatz dazu verbraucht die Synthese 

von Astaxanthin ausschließlich Elektronen, welche zum Teil ebenfalls über Ferredoxin 

bereitgestellt werden müssen. Um zu untersuchen, ob eine erhöhte Bereitstellung von 

Ferredoxin zu einer Verbesserung der Produktion führt, wurden 4 potenzielle Ferredoxine im 

C. glutamicum Genom identifiziert und dann heterolog überexprimiert. 3 dieser Ferredoxine 

(Fdx1-3) zeigten keinen oder sogar einen negativen Effekt auf die Astaxanthinsynthese. Das 

Ferredoxin-4 war allerdings in der Lage die Astaxanthin Synthese um 34% zu steigern. Ein 

Effekt auf die Synthese von Decaprenoxanthin war allerdings nicht zu beobachten. Eine 

zusätzliche Expression der 3 im C. glutamicum Genom identifizierten Ferredoxin Reduktasen 

führte zu keiner Verbesserung der Astaxanthinproduktion, so dass diese offenbar derzeit keine 

Limitierung darstellen. Es war allerdings möglich den Effekt der fdx4 Expression weiter zu 

verstärken indem andere Expressionsplasmide getestet wurden. Auf diese Weise war es 

möglich die Produktion um den Faktor 5 gegenüber der Kontrolle und Faktor 2,5 gegenüber 

typischen Produktionstitern zu erhöhen (Abb. 14).  



 

Abbildung 14: Kultivierungen von C. glutamicum ASTA* unter zusätzlicher Einbringung des Gens fdx4 in Vektoren der 
pECXT-Familie, sowie von C. glutamicum BETA4 pECXT-pSyn::crtZ~W bei dem fdx4 auf dem Plasmid pVWEX1 lokalisiert ist.  

 
Arbeitspaket 3: Systembiologische Validierung 
 
AP3.1 Analyse der metabolischen Kapazität (abgeschlossen) 

Der Stamm ASTA** produziert Astaxanthin durch die Expression zweier Plasmide in dem β-

Karotin produzierenden Stamm BETA6. Die genomische DNA von BETA6 wurde sequenziert 

und zeigt keine großen Veränderung zur Genomsequenzreferenz auf. Kleine Änderungen 

wurden kommuniziert, sollten jedoch keinen großen Einfluss haben: 

1. Es gibt eine Reihe von SNPs, geschätzt ca. 30-40.  

2. Der Bereich zwischen rrnD und rrnE liegt verdreifacht vor. Das ist ein Effekt, der für 

Corynebacterium schon öfter beobachtet wurde. 

3. An Position 1625983 fehlt ein T. Das ist ein rekombinanter Bereich. Vermutlich ist 

diese Mutation ohne Bedeutung, könnte aber die Aktivität des dort inserierten Ptuf 

Promotors beeinflussen. 

AP3.2 Validierung der synthetischen Expression (abgeschlossen) 

Für die Validierung der synthetischen Expression wurden Proben für RNA-Seq aus 

verschiedenen Kultivierungstypen gewonnen, um die synthetische Expression des 

modifizierten Stammes zu validieren. 

AP3.3 Systembiologische Bewertung (abgeschlossen) 

Mittels einer LC-MS Analyse konnte für das Karotinoidprofil von Astaxanthin sowie 

Astaxanthin-Diglykosid-Produzenten bestimmt werden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass 

das Produktionsprofil keine systembiologischen Auffälligkeiten aufwies z.B. Akkumulierung 

von unerwarteten Nebenprodukten. 
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Arbeitspaket 4: Bioverfahrensoptimierung 

AP4.1 Medienoptimierung (abgeschlossen) 

Die Medienzusammensetzung wurde aufbauend auf den Vorexperimenten mit Hilfe eines 

Design-of-Experiment (DoE)-Ansatzes für die Produktion von Karotinoiden mit C. glutamicum 

optimiert. Als Basis wurde das Minimalmedium CGXII verwendet, welches ein etabliertes 

Medium für Forschungen an C. glutamicum darstellt. Neben den Makroelementen wurden 

auch die Einflüsse der Spurenelemente zur Steigerung der Karotinoid-Produktion in Bezug auf 

den Produktgehalt (mg/g CDW) und den Produkttiter (mg/L) optimiert. Wir konnten 

herausfinden, dass insbesondere Mangan (Abb. 15) einen negativen und Eisen einen 

positiven Einfluss auf die Astaxanthin Synthese besitzen (Abb. 16).  

 

Abbildung 15: Karotinoid-Gehalt eines Astaxanthin-produziernden C. glutamicum Stamms ASTA* im Labormaßstab in 
verschiedenen Medien. Dargestellt sind die Gehälter an verschiedenen Karotinoiden (in mg/L) sowie die erhaltene 
Biotrockenmasse (BTM in g/L). 

 

Abbildung 16: Karotinoid-Gehalt eines Astaxanthin-produzierenden C. glutamicum Stamms ASTA* im Labormaßstab in 
verschiedenen Medien. Dargestellt sind die Gehälter an verschiedenen Karotinoiden (in mg/L) sowie die erhaltene 
Biotrockenmasse (CDW in g/L). Unter den Balken ist jeweils die Spurensalzzusammensetzung in Bezug auf normales CGXII 
angegeben. 

 



AP4.2 Entwicklung einer decoupled-feed-Strategie (abgeschlossen) 

Vorexperimente zeigten, dass eine Ko-Verstoffwechselung von Glucose und Acetat die 

Karotinoid-Produktausbeuten erhöht. Daher sollte in diesem Aufgabenteil eine Feed-Strategie 

entwickelt wer- den, welche die Biomassebildung von der Produktbildung entkoppelt. Dies wird 

durch Deletion des aceE Genes, welches für die Untereinheit E1p des Pyruvat-

Dehydrogenase Komplexes kodiert (Blombach et al. 2007) erreicht. Die Auswirkungen dieser 

Mutante hatte keinen positiven Einfluss auf die Karotinoidproduktion. 

AP4.3 Prozessoptimierung – Hochzelldichtefermentation (HZDF) (abgeschlossen) 

Um den Astaxanthin-Prozess für eine potentielle industrielle Anwendung vorzubereiten 

wurden die Bioprozessparameter rDOS (relative dissolved oxygen saturation), Belüftungsrate, 

pH und Inokulationsdichte in einem Design of Experiment Ansatz in 2 L Batch Prozessen 

optimiert (Abb. 17). Hierbei wurde besonders der pH-Wert als wichtige Stellgröße für die 

Astaxanthinproduktion identifiziert, wohingegen der rDOS und die Inokulationsdichte keinen 

signifikanten Einfluss auf die Produktion hatten. Die höchste Astaxanthinproduktion im Batch 

Verfahren konnte unter den Prozessparametern pH 8, 0,25 vvm Belüftungsrate, 15% rDOS 

und einer Inokulationsdichte von OD600 nm 5 erzielt werden (Abb. 17).  

 

Abbildung 17: Karotinoid-Titer des Astaxanthin-produzierenden C. glutamicum Stamms ASTA* in 2 L Bioreaktor 
Kultivierungen unter verschiedenen Prozessbedingungen. Dargestellt sind die Titer an verschiedenen Karotinoiden (mg/L) 
sowie die erhaltene Biotrockenmasse (g/L). 

pH [-] 6 7 8

Aeration 
rate 
[vvm]

0.75 0.25 0.25 0.75 0.5 0.5 0.75 0.75 0.25 0.25

rDOS [%] 45 45 15 15 30 30 15 45 45 15

Initial 
OD600 nm

1 5 1 5 3 3 1 5 1 5

Run # 10 6 8 2 1 7 9 4 3 5



Die Implementierung einer Hochzelldichtefermentation für den Astaxanthin-Bioprozess war 

erfolgreich (Abb. 18). Durch den Wechsel des Mediums hin zu einem Mineralsalzmedium 

welches speziell für hohe Zelldichten mit C. glutamicum konzipiert wurde, und den Einsatz 

einer Fed-Batch statt einer Batch Strategie konnten Zelldichten von bis zu 75 g/L erzielt 

werden. Die Astaxanthin Produktion wurde durch den Einsatz der Hochzelldichtefermentation 

unter optimalen Prozessparametern auf 64 mg/L gesteigert. Dies entspricht einer 8,4-fachen 

Verbesserung des Astaxanthin-Titers im Vergleich zum Batch Prozess. 

Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf der Astaxanthin und β-Karotin Produktion des C. glutamicum Stamms ASTA* in einem 2 L 
Fed-Batch Prozess in Hochzelldichtemedium bei pH 8. Dargestellt sind die Titer an verschiedenen Karotinoiden (mg/L) 
sowie die erhaltene Biotrockenmasse (g/L) und die Verläufe der Prozessparameter Belüftungsrate (vvm), 
Rührerdrehgeschwindigkeit (rpm) und Feed-Zugabe (g), sowie ein gemittelter rDOS (%). 

Eine weitere Steigerung der Astaxanthinproduktion war durch eine Adaption der optimierten 

Spurensalze für die Fed-Batch Kultivierung möglich. Zu diesem Zweck wurde das bisher 

verwendete Hochzelldichtemedium eingesetzt, die Zusammensetzung der Spurensalze wurde 

allerdings von den bisher durchgeführten Medienoptimierungen übernommen und bestand aus 

0.4 g/L FeSO4 x 7 H2O , 0.4 g/L MnSO4 x 2 H2O, 23,6 mg/L ZnSO4 x 7 H2O, 2 mg/L CuSO4, 

0,292 mg/L NiCl2 x 6 H2O. Mit dieser Zusammensetzung war es möglich mit dem Stamm C. 

glutamicum ASTA* 176 mg/L Astaxanthin in 51 h zu produzieren, während die Kontrolle nur 

62 mg/L in 72 h produzierte. Durch die optimierten Spurensalze war es also möglich sowohl 

die absoluten Titer als auch die Produktivität zu steigern (Abb. 19).   

 



 

Abbildung 19: Vergleichende Fed-Batch Fermentation zwischen normalen (A) und optimierten Spurensalzen (B). Die 
Fermentation wurde im 2L Maßstab mit dem Stamm C. glutamicum durchgeführt. Als Grundmedium kam 1 L 
Hochzelldichtemedium zum Einsatz und der Feed bestand aus 60% (w/v) Glukoselösung. Der Prozess wurde bei pH 8 
durchgeführt. 

Zusätzlich wurde auch der Stamm C. glutamicum ASTA** im 2-Fermentationsmaßstab 

getestet. Dieser erreichte dabei einen Titer von 103,5 mg/L Astaxanthin nach 69 h (Abb. 20). 

Dies war ebenfalls eine Steigerung gegenüber den zuvor gemessenen Konzentrationen mit 

Stamm C. glutamicum ASTA*, welcher 62 mg/L nach 72 h erreichte. Eine Kombination des 

verbesserten Stamms mit den optimierten Spurensalzen könnte eine weitere Steigerung 

ermöglichen.  

 

Abbildung 20: Fed-Batch Fermentation im 2L Maßstab mit dem Stamm C. glutamicum ASTA**. Als Grundmedium kam 1 L 
Hochzelldichtemedium zum Einsatz und der Feed bestand aus 60% (w/v) Glukoselösung. Der Prozess wurde bei pH 8 
durchgeführt. 
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AP4.4 Produktaufarbeitung (abgeschlossen) 

Das Arbeitspaket wurde planmäßig bearbeitet. Bevor die Aufarbeitung von Astaxanthin aus 

der Fermentation angegangen wird, wurde die Stabilität von Astaxanthin unter verschiedenen 

Downstream Processing Aspekten analysiert. In diesem Kontext wurde analysiert, wie sich 

Gefriertrocknung, Trocknung, Inaktivierung mittels Autoklavieren sowie verschiedene pH-

Werte auf die Stabilität von Astaxanthin, gemessen als Menge an Astaxanthin, auswirken 

(Abb. 21). Dabei wurde festgestellt, dass Gefriertrocknen und Autoklavieren zu einem Verlust 

von mehr als 80% des enthaltenden Astaxanthins führt. Im Gegensatz dazu ist das Trocknen 

der Biomasse ohne größere Verluste möglich. Die Stabilität von Astaxanthin kann durch die 

Ansäuerung des pH-Werts verbessert werden, sodass das Autoklavieren möglich ist. Damit 

konnte gezeigt werden, dass sowohl der Luftsauerstoff als auch der pH-Wert die Stabilität des 

Astaxanthins stark beeinflussen. 

 

Abbildung 21: Astaxanthin Erhalt nach unterschiedlichen Verarbeitungen wie Gefriertrocknung, Trocknung, Autoklavieren. 
Dargestellt ist der Erhalt von Astaxanthin in % in Bezug auf einen Downstream Processing Schritt. 

Eine Titration der Fermenterbrühe von pH 1 bis pH 9 ergab, dass die Stabilität von Astaxanthin 

bei pH 3 am besten ist, und unter diesen Bedingungen auch das Autoklavieren zu keiner 

Reduktion des Astaxanthin-Gehalts führt (Abb. 22). Durch diese Versuche konnte gezeigt 

werden, dass neben der Optimierung des Fermentationsprozesses auch die Optimierung der 

Aufarbeitungsmethode einen entscheidenden Beitrag zum Erhalt des Produktes liefert. 



 

Abbildung 22: Astaxanthin Erhalt nach Titration mit unterschiedlichen pH Werten und Autoklavieren. Dargestellt ist der 
Erhalt von Astaxanthin in % in Bezug auf das Autoklavieren unter verschiedenen pH-Werten; pH 7.5 stellt die Rohprobe 
ohne pH-Titration dar.  

 

Um das produzierte Astaxanthin für potentielle Anwendungen in der Kosmetik -und 

Lebensmittelindustrie nutzbar zu machen, muss es aus der Biomasse extrahiert werden. Nach 

Ende der Fermentation wurde zuerst die Biomasse von der Fermentationsbrühe mittels 

Zentrifugation getrennt. Stabilitätstest des Astaxanthins in der Biomasse zeigten eine 

Halbwertszeit von 11,75 Wochen bei 4 °C und 6 Wochen bei Raumtemperatur. Basierend auf 

den molekularen Eigenschaften stehen für die Extraktion von Karotinoiden zwei Verfahren zur 

Verfügung: (i) die Extraktion mit superkritischen Kohlenstoffdioxid (scCO2) und (ii) die 

Extraktion mit organischen Lösemitteln. Mit superkritischem Kohlenstoffdioxid konnte nach 

Prozessoptimierung durch Zugabe von 10% Ethanol als Cosolvent, 68°C, 550 bar 73.3% des 

Astaxanthins extrahiert werden (Abb. 23). Die Ethanol konnte also geeignetes grünes 

Extraktionsmittel identiziert werden (Abb. 24.) und durch Anpassung der Ethanolkonzentration 

(62,5-97,5% v/v), Temperatur (30-70 °C) und Biomasse-Lösemittelverhältnis (3.8-

19.0 mgCDW/mLsolvent) im Milliliter Maßstab optimiert (Daten nicht gezeigt) werden.  



 

Abbildung 23: scCO2  Extraktion von Astaxanthin. Dargestellt ist die Extraktionseffizienz von Astaxanthin unter 
verschiedenen Prozessbedingungen.  

 

Abbildung 24: Lösemitteltest für die Astaxanthinextraktion. Gezeigt ist die Kontrollextraktion mit Methanol/Aceton (7:3) 
sowie die Extraktion mit Ethanol, Ethylacetat und Aceton.  

Die optimierten Bedingungen lagen bei 90% Ethanol, 60 °C und 5,6 mgCDW/mLsolvent. Für 

quantitative Mengen an Astaxanthin wurde die Extraktion in den Liter Maßstab skaliert. Am 

Prozessende enthielt das Oleoresin 9,4 mg/g Astaxanthin mit einer Produktwiederfindung von 

94%. Das Oleoresin ist in unpolaren Lösemitteln löslich und kann so bereits als Ausgangsstoff 

z.B. in der Kosmetikindustrie eingesetzt werden. Da das Oleoresin jedoch noch die anderen 

Vorläuferkarotinoide sowie andere zelluläre Bestandteile enthält, wurde das Oleoresin per 

präparativer Säulenchromatographie weiter aufgereinigt. HPLC Analyse der aufgereinigten 

Fraktionen ergaben eine 100% Reinheit in Hinsicht auf andere Karotinoide (Abb. 25).  



 

Abbildung 25: Präparative Säulenchromatographie Astaxanthin Oleoresin. A: Astaxanthin Oleoresin von C. glutamicum. 
1: Adonirubin, 2: Canthaxanthin, 3: Hydroxyechinenon, 4: Echinenon, 5: Lycopen, 6: β-Karotin. B: Aufgereinigtes 
Astaxanthin aus dem Oleoresin. C. Astaxanthin standard.  

 

Um die antioxidativen Eigenschaften des Astaxanthins zu bewerten, wurde im Anschluss an 

die Extraktion und Aufreinigung ein 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH)-Assay 

durchgeführt. Ascorbinsäure, Butylhydroxytoluol (BHT), synthetischen Astaxanthin und ein 

Astaxanthinextrakt aus Haematoccocus pluvialis wurden als Vergleich verwendet. Das Assay 

ergab, dass die EC50 Werte des Oleoresins, wie auch des aufgereinigten Astaxanthins, ähnlich 

zu dem am Markt üblichen Extrakt von H. pluvialis sind (Tabelle 1).  

Tabelle 1. Antioxidative Eigenschaften des Astaxanthins von C. glutamicum. Gegeben ist die antioxidative 
Aktivität als EC50 [µg/mL] im Vergleich zu anderen Antioxidantien. 

 

 

 

 

 

 

a,b Mittelwerte mit dem gleichen Buchstaben sind nicht signifikant unterschiedlich zueinander. 

Antioxidant EC50 [µg/mL] 
BHT 22.4 ± 0.5 a 

Ascorbic acid  22.9 ± 0.1 a 
Synthetic astaxanthin 41.9 ± 0.7 

Astaxanthin esters from H. lacustris 3.2 ± 0.2 b 
Astaxanthin oleoresin from C. glutamicum 3.7 ± 0.6 b 
Purified astaxanthin from C. glutamicum 4.5 ± 0.2 b 



Als weiteren Qualitätstest wurde das Oleoresin in einem in-vitro Assay an Keratinocyten 

(Hautzellen) getestet, um so noch näher an späteren Anwendungen, wie z.B. als Hautcreme, 

zu arbeiten. Das Assay zielt speziell auf die intrazelluläre antioxidative Eigenschaften des 

Moleküls ab, was somit Rückschlüsse auf die Bioverfügbarkeit zulässt. In diesem Test zeigte 

das Oleoresin aus C. glutamicum einen EC50 Wert von 2,7 µM, wohingegen das synthetische 

Astaxanthin und das algenbasierte Produkt so geringe Aktivitäten zeigte, dass kein EC50 Wert 

berechnet werden konnte.  

AP4.5 Upscaling/Vergleich DECA zu ASTA Produktion (abgeschlossen) 

Das Arbeitspaket wurde planmäßig bearbeitet. Für eine mögliche industrielle Anwendung des 

Astaxanthin-Prozesses wurde der Produktionsmaßstab vergrößert. Hierfür wurde der im 2 L 

Bioreaktor etablierte Prozess auf einen 20 L Stahlkessel Bioreaktor (14 L Arbeitsvolumen) 

skaliert (Abb. 26). Die Skalierung erfolgte über den rDOS. Zudem wurde das Feed-Profil in 

den größeren Maßstab übertragen. Diese erste Maßstabsvergrößerung war erfolgreich, da die 

erzielte Astaxanthin-Produktion, die volumetrische Produktivität und Produktausbeute, sowie 

die erreichte Biomasse-konzentration im 14 L Maßstab den Daten des 2 L Prozesses gleichen 

(Tabelle 2). 

Tabelle 2: Astaxanthin und Biomasse Produktion von C. glutamicum ASTA* im 2L und 14 L 
Bioreaktorprozess. Die Prozesse wurden in Hochzelldichtemedium mit Standard Spurensalz-
Zusammensetzung und 600 g/L Glukose als Feed-Lösung durchgeführt.  

 

 

C. glutamicum 

Stamm 

Process 

Scale [L] 

max. 
CDW 
[g L-1] 

Astaxanthin 

Titer  
[mg L-1] 

cellular 
content 
[mg g-1] 

VP  
[mg L-1 h-1] 

YP/S  
[mg g-1] 

ASTA* 2 L 60 64 1.2 0.86 0.21 

ASTA* 14 L 75 69 1.36 0.77 0.23 



 

Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf der Karotinoid Produktion des C. glutamicum Stamms ASTA* in einem 14 L Fed-Batch 
Prozess in Hochzelldichtemedium bei pH 8. Dargestellt sind die Titer an verschiedenen Karotinoiden (mg/L) sowie die 
erhaltene Biotrockenmasse (CDW g/L), die Verläufe des rDOS (%) und Feed-Zugabe (kg). 

  



2. Vergleich des Stands des Vorhabens mit der ursprünglichen (bzw. mit Zustimmung des 

Zuwendungsgebers geänderten) Arbeits-, Zeit- und Ausgabenplanung (max. 16000 Zeichen)* 

 Der Stand des Vorhabens entspricht der ursprünglichen Arbeits-, Zeit- und Ausgabenplanung.  

 In Bezug auf die geplanten Meilensteine (Tabelle 1), sind Meilensteine 1 und 2 planmäßig 

abgeschlossen und die Abbruchmeilensteine konnten erfolgreich umgangen werden.  

Tabelle 3: Meilensteine/Abbruchmeilensteine, einschließlich Zielparameter, Risiken und Zeitpunkte für 
das KaroTec-Projekt. 

Meilenstein (M) Zielparameter Risiken Zeitpunkt 

(Monate nach 

Projektstart) 

M1 erreicht Vorliegen eines Plattformstammes mit 

optimierter Vorläuferbereitstellung 
Optimierung von MEP und/oder 

MEV-Pathway führen zu geringen 

Verbesserung 

Q3/Q4 2022  

(15-17 M.) 

M2 erreicht 

 

Vorliegen eines Hochleistungsstammes 

zur DECA Produktion mit 

Biosyntheseleistung von 10 mg/g CDW 

Decaprenoxanthin 

Biosyntheseleistung fällt geringer 

aus 

Q3/Q4 2023  

(25-27 M.) 

Abbruchmeilen-

stein M2 

umgangen 

Wird der angestrebte 

Decaprenoxanthin-Gehalt von 10 mg/g 

CDW um mehr als 50% unterschritten, 

werden die Arbeiten zur 

Decaprenoxanthin-Produktion nicht 

fortgeführt. Anstelle dessen wird im 

weiteren Projektverlauf intensiver an der 

Astaxanthin-Produktion gearbeitet. 

 Q3/Q4 2023  

(25-27 M.) 

M3 ausstehend 

 

Vorliegen eines Hochleistungsstammes 

zur ASTA Produktion mit 

Biosyntheseleistung von 10 mg/g CDW 

Astaxanthin 
 

Biosyntheseleistung fällt geringer 

aus 

Q3/Q4 2023  

(25-27 M.) 

Abbruchmeilen-

stein M3 

umgangen 

Wird der angestrebte Astaxanthin-

Gehalt von 10 mg/g CDW um mehr als 

50% unterschritten, werden die Arbeiten 

zur Astaxanthin-Produktion nicht 

fortgeführt. Anstelle dessen wird im 

weiteren Projektverlauf intensiver an der 

Decaprenoxanthin-Produktion 

gearbeitet. 

 Q3/Q4 2023  

(25-27 M.) 

M4 Optimierter biotechnologischer Prozess 

zur Karotinoidproduktion mit 

Produktausbeuten von 1 g/L liegt vor 

Biomasse oder Biosyntheseleistung 

fällt geringer aus (Biomasse >100 

g/L; Biosyntheseleistung >10 

mg/g CDW) 

Q3 2024  

(34-36 M.) 

M5 Process Book mit einem GMP-ähnlichen 

Prozess zur Produktion von 

Karotinoiden liegt vor 

wird nur bei drastisch reduzierten 

Produktmengen aus M2-M4 

relevant 

Q3 2024  

(34-36 M.) 

3. Haben sich die Aussichten für die Erreichung der Ziele des Vorhabens innerhalb des angegebenen 

Ausgabenzeitraums gegenüber dem ursprünglichen Antrag geändert (Begründung)? (max. 16000 

Zeichen)* 



 Die Aussichten für die Erreichung der Ziele des Vorhabens haben sich nicht geändert. 

Allerdings zeichnen sich durch die Pandemie-bedingten Einschränkungen der Laborarbeit in 

Q1 2022 leichte Verzögerungen ab, die nicht durch Mehrarbeit im Homeoffice kompensiert 

werden konnte. 

4. Sind inzwischen von dritter Seite Ergebnisse bekannt geworden, die für die Durchführung des 

Vorhabens relevant sind? ( Darstellung der aktuellen Informationsrecherchen nach Nr. 2.1 BNBest-

BMBF 98) (max. 16000 Zeichen)* 

 Nach eigenen Recherchen in Pubmed, Google Scholar, Espacenet und Web of Science sind 

keine Ergebnisse Dritter bekannt, welche für die Durchführung bzw Anpassung des Vorhabens 

relevant sind. 

5. Sind oder werden Änderungen in der Zielsetzung notwendig? (max. 16000 Zeichen)* 

 Es sind keine Änderungen der Zielsetzung notwendig. Allerdings zeichnen sich durch die 

Pandemie-bedingten Einschränkungen der Laborarbeit in Q1 2022 Verzögerungen ab, die nicht 

durch Mehrarbeit im Homeoffice kompensiert werden konnten. 

 

6. Fortschreibung des Verwertungsplans. Dies soll soweit im Einzelfall zutreffend, Angaben zu 

folgenden Punkten enthalten (Geschäftsgeheimnisse des Zuwendungsempfängers brauchen nicht 

offenbart zu werden): 

 Pos. 6a-d Keine Änderung gegenüber Antragstellung 

a) Erfindungen, Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte, die vom Zuwendungsempfänger 

oder von am Vorhaben Beteiligten gemacht oder in Anspruch genommen wurden sowie deren 

standortbezogene Verwertung (Lizenzen u.a.) und erkennbare Verwertungsmöglichkeiten, (max. 

16000 Zeichen)* 

 Für das im Vorfeld angemeldete US-Patent (Application Number: 16/608,570) wurde eine 

Erteilung ausgesprochen (Vorbescheid: 17.12.2021). 

 Eine Patentanmeldung wurde im Oktober 2023 für das optimierte Fermentationsmedium zur 

Herstellung von Karotinoiden eingereicht und wurde in 2024 auf Grund von Einwänden fallen 

gelassen. 

b) Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende (mit Zeithorizont) - z.B. auch 

funktionale/wirtschaftliche Vorteile gegenüber Konkurrenzlösungen, Nutzen für verschiedene 

Anwendergruppen/-industrien am Standort Deutschland, Umsetzungs- und Transferstrategien 

(Angabe sowie die Art des Vorhabens dies zulässt), (max. 16000 Zeichen)* 

*** Keine Änderung gegenüber Antragstellung bzw. im Berichtszeitraum. *** 

c) Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende (mit Zeithorizont) - u.a. 

wie die geplanten Ergebnisse in anderer Weise (z.B. für öffentliche Aufgaben, Datenbanken, 



Netzwerke, Transferstellen etc.) genutzt werden können. Dabei ist auch eine etwaige Zusammenarbeit 

mit anderen Einrichtungen, Firmen, Netzwerken, Forschungsstellen u.ä. einzubeziehen, (max. 16000 

Zeichen)* 

 Die Erkenntnisse aus dem KaroTec Projekt sollen zur Kompetenzerhaltung im Bereich 

Stammentwicklung sowie zum Kompetenzausbau im Bereich der Prozessentwicklung 

verwendet werden. Die Ergebnisse sollen u.a. als wissenschaftliche Publikationen veröffentlicht 

sowie durch Teilnahme an wissenschaftlichen Tagungen präsentiert werden. Die Qualifizierung 

des wissenschaftlichen Nachwuchses wird in Form von 3 Promotionen im Rahmen des 

Projektes wird angestrebt. 

 Frau Dr. Vanessa Göttl hat ihre Promotion mit dem Titel „Pathway engineering for carotenoid 

production with Corynebacterium glutamicum“ erfolgreich abgeschlossen. 

 Frau Dr. Ina Schmitt hat ihre Promotion mit dem Titel „Bioprocess development for sustainable 

production of carotenoids by Corynebacterium glutamicum within the circular economy notion” 

erfolgreich abgeschlossen. 

 Jan Seeger wird seine Promotion mit dem Titel „Development of a Downstream process for 

astaxanthin production with Corynebacterium glutamicum” 2025 erfolgreich abschließen 

d) Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfähigkeit für eine mögliche notwendige nächste 

Phase bzw. die nächsten innovatorischen Schritte zur erfolgreichen Umsetzung der Ergebnisse. (max. 

16000 Zeichen)* 

 Es wird sich laufend über mögliche nationale und internationale Anschlussfinanzierungen für 

Folgeprojekte informiert. 

 


