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Zusammenfassung: Vitamin B12 ist ein wichtiger Nahrstoff in veganen und vegetarischen Lebensweisen, da pflanzliche
Vitaminquellen selten sind. Herkémmliche fermentierte Lebensmittel kdnnten durch Zugabe von Vitamin B12-
produzierenden Bakterien angereichert werden, um nicht-tierische Vitaminquellen zu bieten. Ziel war es, einen Vitamin-
B12 -Produzenten zu isolieren, der das fir den Menschen aktive Vitamin auch bei niedrigem pH-Wert produzieren kann,
damit es zur Anreicherung von Fruchtséften verwendet werden kann. Daher wurden fermentierte Lebensmittel
(hausgemacht und industriell) und Probiotika auf Vitamin- B12- produzierende Stamme untersucht. Ein modifizierter
mikrobiologischer Vitamin- B12- Test auf Basis von Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM 20355 wurde verwendet,
um Vitamin- B12-haltige Proben und das Vorhandensein von Vitamin- B12-produzierenden Stammen zu identifizieren.
Das Screening flihrte zur Isolierung mehrerer positiver Stamme fir die Vitamin- B12 - Bildung aus Sauerteig. Durch
Massenspektrometrie wurde die Biosynthese ausschlie3lich der fiir den Menschen physiologisch aktiven Form bestatigt.
Die von der Deutschen Stammsammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen durchgefiihrte Artenidentifizierung ergab
zwei Arten: Acetobacter orientalis und Acetobacter malorum, von denen zwei Isolate weiter charakterisiert wurden. Das
Potenzial fir Cobalaminbiosynthesen in Lebensmittelmatrizes wurde fiir A. malorum HFD 3141 und A. orientalis HFD
3031 in Apfelsaft bei unterschiedlichen pH-Werten (2,85-3,80) nachgewiesen. Die Isolate synthetisierten bis zu 18,89
ug/L und 7,97 pg/L Vitamin B12 bei pH 3,80. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass Essigsaurebakterien (AAB)
und fermentierte essigsaure Lebensmittel vielversprechende Quellen fur Vitamin B12 und seine Produzenten sind, die

in der Vergangenheit mdglicherweise Gbersehen wurden.

Schlusselwdrter: Cobalamin; Pseudocobalamin; Acetobacter; Essigsaurebakterien; Biofortifizierung von Lebensmitteln;
versteckter Hunger

1. Einleitung

Obwohl Cobalamin (Vitamin B12) ausschlief3lich von bestimmten Bakterien und Archaeen produziert
wird , stellen Lebensmittel tierischen Ursprungs (Fleisch, Eier und Milch) die Hauptquelle fir Cobalamin
in der menschlichen Ernéhrung dar [1]. Werden diese weggelassen, kann es schwierig sein, die
empfohlene tagliche Aufnahmemenge zu erreichen. Die Deutsche Veganstudie (GVS) deckte eine
erhebliche Licke bei der Aufnahme von Vitamin B12 in der veganen und vegetarischen Gemeinschaft
auf [2]. Die GVS fand heraus, dass mannliche Veganer nur 0,84 + 1,21 pg/Tag und weibliche Veganer
0,78 £ 2,14 pg/Tag Cobalamin zu sich nehmen, was unter der von der EFSA empfohlenen téglichen
Aufnahmemenge von 4,0 ug liegt [3]. Daher stellt die Bereitstellung lebenswichtiger Nahrstoffe Gber
fermentierte, pflanzliche Lebensmittel einen vielversprechenden und kostenguinstigen Ansatz zur
Beseitigung dieser Erndhrungsungleichheit dar [ 4].

Nicht alle Bakterien sind in der Lage, Vitamin B12 zu produzieren. Daher ist es notwendig, geeignete
Stdmme zu isolieren und zu identifizieren. In der Literatur identifizierte Vitamin- B12 -Produzenten

(https:// creativecommons.org/licenses/by/ gehdren zur Gattung Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus, Clostridium ,
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Corynebacterium, Flavobacterium, Micromonspora, Mycobacterium, Nocardia, Protminobacterium.
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ter, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, Serratia, Streptomyces, Streptococcus, Xanthomonas
[5], Propionibacterium (z. B. [5,6]), Acetobacter [7,8] Gluconobacter [8] und Lactobacillus (z. B. [9,10]).
Wahrend Pseudomonas denitrificants und Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii fir die
industrielle Produktion im grolRen MaRstab verwendet werden, konzentriert sich die Forschung zur
Biofortifizierung von Lebensmitteln auf Milchsaurebakterien (LAB) und Propionsaurebakterien (PAB) [11],
hauptséchlich Propionibacterium freudenreichii [4]. LAB und P. freudenreichii besitzen laut der Food and
Drug Administration den GRAS-Status (,generally recognize as safe“), sodass ihre Anwendung
verstandlich ist. P. freudenreichii-Stamme sind prototroph fir alle Aminosauren und Nukleotide [12], was
bedeutet, dass die Anforderungen an Fermentationsmedien relativ gering sind.

Der bevorzugte pH-Wert von PAB liegt zwischen 6 und 7 [13], und die Toleranz reicht bis zu pH 5,0 [14].
Wie der Name schon sagt, produziert es das scharf riechende Propionat, das fur bestimmte Késesorten
charakteristisch ist [15], aber in bioangereicherten Lebensmitteln mdglicherweise unerwinscht ist. LAB
produzieren die weniger scharf riechende Milchs&ure als wichtigstes Stoffwechselendprodukt; sie sind oft
auxotroph gegeniiber mehreren Aminosauren und Vitaminen [16] und bendétigen néhrstoffreiche
Fermentationsmedien. Das pH-Optimum ist stammabhangig und liegt zwischen 5,5 und 6,2 fiir Laktobazillen
und zwischen 4,5 und 6,5 fir die meisten Stdmme der Gattung Lactobacillus [17].

Zur Isolierung und Identifizierung Vitamin B12-produzierender Mikroorganismen aus komplexen
Matrizen oder Stammsammlungen werden unterschiedliche Ansatze verwendet , darunter Methoden, die
auf der Medienzusammensetzung, dem Vorhandensein einzelner Gene oder der direkten Messung des
Vitamins im Fermentationsmedium basieren. Am haufigsten wird das Wachstumspotenzial von Isolaten
auf Vitamin B12-freien Medien getestet, um potenzielle Produktionsstamme selektiv zu ziichten. Die
Hypothese ist, dass nur Bakterien auf dem Medium wachsen kénnen, wenn sie das Vitamin produzieren
kdnnen. Vitamin B12 fungiert als Coenzym in verschiedenen prokaryotischen Stoffwechselwegen, z. B. in
der Cobalamin-abhéngigen Methioninsynthase [18], der Glyceroldehydratase und der Ethanolamin-Ammoniak-Lyase
Da jedoch nicht alle Bakterien auf Cobalamin-abhangige Stoffwechselwege angewiesen sind und es
Cobalamin-unabhéngige Alternativen gibt [19], ist diese Technik nicht véllig diskriminierend gegenuber
nicht-produzierenden Organismen [20]. Mit dieser Methode wurden vier Lactobacillus-Stémme aus
Nukazuke (japanisches Pickle) [9], ein Bacillus sp.-Stamm aus Tua-Noa (ungesalzene fermentierte
Sojabohne) [21] sowie Lactobacillus lactis, Levilactobacillus brevis und Pediococcus pentosaceus aus
industriellen Chlorella vulgaris-Fermentationen [22] isoliert. Das Vorhandensein von Homologen der bluB/
cobT2-Fusionsgene [23,24] oder des cbiK-Gens [20,25] wurde als Marker zur Identifizierung
wahrscheinlicher Vitamin- B12- Produzenten verwendet . Diese Gene kodieren fir spezifische Enzyme
der Cobalaminsynthese: Die Enzyme BluB und CobT2 katalysieren die Bildung des niederen Liganden
DMBI (5,6-Dimethylbenzimidazol) von Vitamin B12 sowie dessen Aktivierung und Einbau in das
Cobalaminmolekil [24]. CbiK katalysiert den Einbau des Cobaltions in die Cobalaminstruktur [26].
Bhushan et al. verwendeten eine dreiphasige Screeningmethode (Vitamin- B12-freies Medium,
Kobaltsupplementierung und Screening auf das cbiK-Gen), um Laktobazillen aus menschlichen Proben
(Muttermilch und Stuhl) zu isolieren [20]. Das Screening fuhrte zu zwei Lactiplantibacillus plantarum-
Stdmmen.

Obwohl die Isolierung erfolgreich war, schlussfolgerten die Autoren, dass die ersten beiden Schritte — oder
Laktobazillen — selektiver sein mussen und nur nach dem cbiK-Gen gesucht werden muss, um
vielversprechende Stdmme zu identifizieren. Kumari et al. folgten der beabsichtigten einphasigen
Identifizierung durch das cbiK-Gen und identifizierten drei Vitamin B12-produzierende Stamme
(Limosilactobacillus reuteri F2, Lactiplantibacillus plantarum V7 und Lacticaseibacillus rhamnosus F5), die
aus Stuhlproben von Sauglingen isoliert wurden [25]. Hugenschmidt et al. Gberpriiften PAB- und LAB-
Stdmme, indem sie den Cobalamingehalt des Kulturmediums direkt mittels HPLC maf3en, ohne die mit
den oben genannten Methoden getesteten Stdmme einzuschrénken [6].

Nach der Identifizierung der wahrscheinlichen Vitamin- B12- Produzenten wird deren Vitamin- B12-
Bildungskapazitat typischerweise durch eine mikrobiologische Bestimmung mit Lactobacillus leichmannii
ATCC 7830 (=L. delbrueckii subsp. lactis DSM 20355) [10,21,22] oder chromatographische Methoden
(Flussigkeitschromatographie -Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) [23] und ultraschnelle
Flussigkeitschromatographie mit Diodenarray-Detektor (UFLC-DAD) [20]) Uberprdft. Die mikrobiologische
Vitamin- B12 -Bestimmung basiert auf diesem Vitamin- B12- auxotrophen Indikatorstamm, der mit einem
definierten Probenvolumen in einem Vitamin- B12-freien Bestimmungsmedium inkubiert wird. Das Wachstum des Indi
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Der Stamm, bestimmt durch die optische Dichte (OD), ist ein MaR fur die vorhandene Konzentration von
Vitamin B12 . In erndhrungsphysiologischer Hinsicht ist es wichtig, die Moglichkeit zu berticksichtigen,
dass Mikroorganismen Formen von Cobalamin produzieren kénnen, die beim Menschen keine
physiologische Funktion haben (Pseudocobalamin). In Mikroorganismen kdnnen diese Analoga jedoch
die gleiche funktionelle Eigenschatft erfiillen wie das echte Vitamin B12 [23]. Wahrend der Indikatorstamm
nicht zwischen dem im Menschen aktiven Vitamin B12 und den inaktiven Pseudovitaminen unterscheiden
kann, ermdglichen chromatographische Verfahren wie LC-MS/MS die Unterscheidung zwischen den Formen [23].
Die aktiven und nicht-aktiven Vitamin- B12 -Formen beim Menschen unterscheiden sich in ihrem unteren axialen
Liganden. Der untere axiale Ligand von Pseudovitaminen ist Adenin, wéahrend DMBI in der aktiven Form des
Menschen vorhanden ist [7,23].
Ziel dieser Studie war die Isolierung und Identifizierung neuartiger Cobalamin produzierender Stamme aus
komplexen Fermentationsprodukten und Mischkulturen unter Verwendung eines Vitamin B12-freien Mediums.
Das Isolat muss in der Lage sein, das physiologisch aktive Vitamin B12 zu produzieren und eine Toleranz
gegeniiber niedrigen pH-Werten aufweisen. Die Anwendung zur Biofortifizierung von Lebensmitteln wurde an
Apfelsaft getestet, um deklarierbare Vitamin B12 -Konzentrationen zu erreichen, ohne dass eine pH-Anpassung
oder die Zugabe wachstumsfoérdernder Substanzen (z. B. Hefeextrakt) erforderlich wére. Es wurde eine
Konzentration von mindestens 1,9 pg Vitamin B12/L angestrebt, da dies die Anforderung fur gesundheitsbezogene
Angaben gemaf der Verordnung (EG) Nr. 1169/2011 des Européischen Parlaments und des Rates (Version vom 1. Oktobe

2. Materialien und Methoden
2.1. Verwendete Kulturmedien zur Anreicherung und

Isolierung mMMBA (modifiziertes mikrobielles Vitamin B12-Testmedium): Insgesamt wurden 42,3 g
des mikrobiellen Vitamin B12 -Testmediums (M036, HiMedia, Thane, Indien) mit 5 mg/l Kobalt- (II)-chlorid-
Hexahydrat (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 5 g/l Glycerin (VWR Chemicals, Darmstadt,
Deutschland) fiir die Anreicherungskultur erganzt. Vor dem Autoklavieren (121 yC, 15 min) wurden 9 mL
des Mediums in 12 mL-Kulturréhrchen mit Schraubverschluss aliquotiert.

Zum Ausstreichen der Platten wurden 1,5 % Agar hinzugefugt.

PAB (Propionibacterium-Agar): Zur gezielten Anreicherung von Propionsaurebakterien
wurde DSMZ-Medium 91 verwendet (10,0 g Caseinpepton, vitaminfrei (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland); 5,0 g Hefeextrakt; 10,0 g Na-Lactat (60 %-w/v, ThermoScientific, Geel, Belgien);
und 15,0 g Agar (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in 1000 mL demineralisiertem H20). In
einem Anaerobiergefal? wurden Agarplatten unter anaeroben Bedingungen mit Anaerocult A
(Merck, Darmstadt, Deutschland) inkubiert .

2.2. Proben

Handelsiibliche Proben eines Sauerteigs (Seitenbacher Natur Sauerteig, Seitenbacher Naturkost, Buchen,
Deutschland), eines Sauerkrautsafts (dmBio, Karlsruhe, Deutschland) und eines fermentierten Brottrunks (Original
Kanne Brottrunk, Kanne Brottrunk GmbH und Co. Betriebsgesellschaft KG, Selm-Bork, Deutschland) wurden in
lokalen Superméarkten gekauft; vier Rohmilchproben wurden von lokalen Milchviehbetrieben (Gebiet in und um
Fulda, Deutschland) bezogen; und vier Probiotika wurden online bestellt. Die enthaltenen Arten sind nachstehend
bei den einzelnen Produkten aufgefuihrt; wenn sie bei der taxonomischen Neuorganisation im Jahr 2020 [27] neu
klassifiziert wurden, wird die neue Artbezeichnung angegeben: « ,Symbio Extra RedCare“, Shop-Apotheke BV,
Sevenum, Niederlande: Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus paracasei, Lactococcus

lactis, Bifidobacterium lactis; * ,OMNi-BiOTiC® 10, APG Allergosan Pharma GmbH, Graz, Osterreich: L. Acidophilus
W55, L. Acidophilus W37, L. Plantarum W1, B. Lactis W51, Enterococcus Faecium W54, L.

Paracasei W20, Lacticaseibacillus Rhamnosus W71, Ligilactobacillus Salivarius W24, L. Plantarum W62, Bifidobac
Terium bifidum W23;

« ,BactoFlor 10/20%, Dr. Wolz Zell GmbH, Geisenheim, Deutschland: B. bifidum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum, L. acidophilus, L. paracasei, Limosilactobacillus reuteri, L. rhamnosus, L. plantarum,
E . faecium;
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« ,Darmflora plus select”, Dr. Wolz Zell GmbH, Geisenheim, Deutschland: L. Acidophilus, ¢ ,Darmflora plus
Seleaica3eiMelrusatbsenat rraiseaiaim. DeatesAlancs LoAwidostiéitococcus thermophilus,
B. bielirageiRagius casei, L. rhamnosus, L. plantarum, B. breve, Streptococcus thermophilus,

B. bifidum, B. lactis.

Vier Proben von selbstfermentiertem Sauerteig und eine Probe von selbstfermentiertem Kimchi wurden

Vier Proben von selbsﬁfermelatiertem Sauertﬁ)ig lhnd eine Frobe von selbit/fer mentiertem Kimchi wurden
getestet. Die Proben wurden nicht von den Autoren selbst hergestellt, sondern zur ung gestellt .

erfu
ge}estet. Die Proben wurden nicht von den Aut%ren selbs%hergvest lIt, sondern z r\/g?rfugun%gestellt.
auf Anfrage von personlichen Kontakten. Diese sechzehn Proben wurden auf Vit- auf Anfrage vo
_#ersonllchen Kontakten. Diese sechzehn Proben wurden auf Vit- . .
amin B12 und Vitamin B12-produzierende Stamme. Limosilactobacillus reuteri DSM 20016 (ATCC Vitamin
B12 und Vitamin B12-produzierende Stamme. Limosilactobacillus reuteri DSM 20016 (ATCC
23272:2 wurde W(?hre,nd dea I(follerupgsverfahr?ns als positive Kontrolle Vﬁrwendet. ieser Stamm wurde sg—
| 2 2t72 \l/<vurte I\vaahren gsllsgl rungsver ahrltlansve\tlls po%mve Kfogtro e\’(ﬂeé\xen eti Dle?je&_Stgmm Wll.lr e
als positiyve Kontrolle ausgewat es eln schnelles Wachstum auf dem m erzielt, und die Pseu- als
pposmve I?ontrol?e ausggev?egwﬁt, (?a es ein sc nel?es aghstum auf (?em mMBA emeﬁt, und die
Die Synthese von Docobalamin ist in der Literatur gut beschrieben [7,23]. Die Synthese von nicht inokuliertem mMBA- Pseudocobalamin ist
in der Literatur gut beschrieben [7,23]. Die Synthese von nicht inokuliertem mMBA-Pseudocobalamin ist in der Literatur gut beschrieben [7,23].
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Abbildun? 1. Isolierungs- und Scr_eening?verfahrgn fir Cobalaminproduzenten in verschiedenen Lebensmittelproben
Abbildung 1. Tsolierungs- und Screeningverfahren fur Cobalaminproduzenten in verschiedenen Lebensmittelproben
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nachdem es 48-72 h lang bei 30 °C inkubiert worden war. Die letzte Subkultur wurde fur das MBA verwendet, um
mMBA nach Inkubation bei 30 °C fur 48—72 h. Die letzte Subkultur wurde fur die MBA verwendet, um das

Vorhandensein von Co alaminprodlgeg]t?n in derénikrobiell.en Gemein chﬁn‘t z bestimnﬁn Die positive
bestimmen Sie das Vorhandensein'von Cobalaminproduzenten in der mikrobiellen Gemeinschaft. Die
positiven MBA-Proben wurden auf mMBA-Agar und PAB (anaerobe Inkubation) ausgestrichen mit
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Die Kolonien wurden in verschiedenen Verdinnungen kultiviert und 72 bis 96 Stunden bei 30 °C inkubiert. Eine

zuféllige Anzahl von Kolonien wurde auf dem jeweiligen Medium ausgestrichen und unter denselben Bedingungen inkubiert.
Einzelne Kolonien der isolierten Kolonien wurden in das mMBA uberfihrt und erneut auf das Wachstum des
Indikatorstamms getestet. Cobalamin-positive Isolate wurden in 200 mL des mMBA kultiviert und LC-MS/MS-Analysen
unterzogen, um den vorhandenen Cobalaminspiegel zu bestimmen.

2.4. Probenvorbereitung

Zur Untersuchung der festen (Lebensmittel-)Proben und Probiotika wurden 0,1 g der Probe bzw. der
Inhalt einer Kapsel in 9 ml Kochsalzlésung geldst; die folgende Vorbereitung war fur die geldsten, flissigen
und Fermentationsproben identisch.

Ein Teil der Probe (4 ml) wurde in ein bernsteinfarbenes Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und nach Zugabe
von 50 ul 0,1%iger KCN-LOsung (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) 10 min gekocht. Durch diese Behandlung
werden die mikrobiellen Zellen aufgebrochen, das Cobalamin in den Extrazellularraum freigesetzt und in seine
stabilste Form, Cyanocobalamin, umgewandelt [1]. Nach 10-mintiger Zentrifugation bei 4000 U/min (Megafuge
1.0R, Heraeus, Hanau, Deutschland) wurde 1 ml des Uberstands in 9 ml des Vitamin- B12 -Testmediums
Uberfuhrt, das durch Auflésen von 42,3 g/l des Testmediums (M036, HiMedia, Indien) unter Hitze hergestellt
wurde. Falls der Uberstand nach der Zentrifugation trilb war, wurde die Probe vor dem Uberfiihren in das
Testmedium durch einen Spritzenfilter (0,45 um, PES 25 mm, WICOM, Heppenheim, Deutschland) gefiltert.

Nach dem Autoklavieren (121 yC, 15 min) und Abkuhlen wurden die Proben mit 50 puL des gewaschenen und
verdunnten Indikators beimpft.

2.5. Modifizierter mikrobieller Vitamin- B12- Test (MBA)

Fir den modifizierten Vitamin- B12- Test wurde L. delbrueckii subsp. lactis DSM 20355 als Indikatorstamm
verwendet, um das Cobalaminvorkommen in den Proben, der Mischkultur und den sequenziell isolierten Kulturen zu
bestimmen. Der Indikatorstamm wird bei y80 °C gelagert und in 9 mL Mikroinokulumbriihe, bestehend aus 5,0 g
Pepton, 2,0 g Hefeextrakt, 10 g D-(+)-Glucose, 2 g KH2PO4 und 0,1 g Tween 80 in 1000 mL demineralisiertem
Wasser (alle Komponenten von Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), reaktiviert (30 °C, 48—72 h). Vor der Verwendung
in den mikrobiologischen Untersuchungen wurde die Indikatorkultur dreimal in Kochsalzlésung (0,85 % NacCl, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) gewaschen (4000 U/min, 5 min; Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau, Deutschland) und
10-fach verdunnt.

Mit einem Spektralphotometer (DR6000, Hach Lange, Diisseldorf, Deutschland) wurde das Wachstum des
Indikators bei y = 600 nm (OD600) nach 48-stiindiger Inkubation bei 30 °C gemessen. Proben mit einer optischen
Dichte von mindestens dem Doppelten des Leerwerts wurden als positiv fur Vitamin B12 angesehen.

2.6. Wachstumsbedingungen und Bestimmung bioaktiver Formen von Vitamin B12

Fir die LC-MS/MS-Analysen wurden die sechs Isolate in 200 mL des mMBA (1%-
v/v Inokulum nach Anzucht auf drei Subkulturen in 9 mL des mMBA) in einem
Erlenmeyerkolben flr sieben Tage bei 30 yC kultiviert. Acidipropionibacterium
acidipropionici DSM 20273 wurde identisch als Referenzstamm kultiviert. Die
Probenpréparation erfolgte nach Literatur [28]. Hierzu wurde 15N-Cyanocobalamin als innerer &
Der Standard wurde von Lenz et al. [28] nach dem von Wang et al. [29] beschriebenen Schema hergestellt und
bereitgestellt. Die Proben wurden mit Taka-Diastase aus Aspergillus oryzae und Papain aus Papaya-Latex (beide
Enzyme von Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) vorverdaut . Die Reinigung erfolgte Giber Immunaffinitatssaulen
(EASI-EXTRACT®
Vitamin B12; R-Biopharm, Darmstadt, Deutschland).

Die Unterscheidung zwischen dem beim Menschen aktiven Vitamin und dem Pseudovitamin wurde von
den Autoren der Methode [28] mithilfe eines UHPLC- Systems (Ultrahochdruck-Flussigkeitschromatographie),
das an ein lonenfallen-Massenspektrometer gekoppelt war, sichergestellt.
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2.7. Identifizierung der isolierten Produktionsstéamme Eine

Analyse der Isolate erfolgte mittels MALDI-TOF MS (Matrix-unterstutzte Laser-Desorption-lonisation-
Flugzeit-Massenspektren) durch DSMZ Services, Leibniz-Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig , Deutschland.

A. orientalis wurde erstmals 2001 von Lisdiyanti et al. beschrieben [30]. Der Stammtyp der Art ist
21F-2T (= NRIC 0481T = IFO 16606T = JCM 11195T ), isoliert aus Canna-Bliten.
Der Stamm produziert 2-Keto-D-gluconsaure aus Glucose, jedoch keine 5-Keto-D-gluconsaure oder 2,5-Diketo-
D-gluconséaure und wéchst zwischen einem pH-Wert von 3,5 und 8,0 [30].

A. malorum wurde erstmals 2002 von Cleenwerck et al. beschrieben [31]. Der Stammtyp der Art ist LMG
1746T (= DSM 14337T ), isoliert aus faulen Apfeln. Er produziert 2-Keto-D-gluconséure aus Glucose, jedoch
keine 5-Keto-D-gluconséaure. Das pH-Optimum liegt zwischen pH 4,5 und 7,0 [32].

Berichte Uber die Arten A. orientalis und A. malorum sind selten und keine davon steht mit der Vitamin

-B12- Synthese in Zusammenhang. Die PubMed-Suche nach ,Acetobacter orientalis* liefert 20 Ergebnisse,
wahrend die Suche nach ,Acetobacter malorum*“ 23 Ergebnisse liefert.

2.8. Prifung auf Wachstum bei niedrigem pH-Wert in Apfelsaft

Die Bestimmung der Wachstumskapazitat bei niedrigem pH-Wert wurde mit Apfelsaft durchgefthrt,
der auf verschiedene pH-Werte eingestellt wurde (pH 2,85, 3,05, 3,30 (urspringlicher pH-Wert des
Apfelsafts), 3,55 und 3,80). Apfelsaft wurde gewabhlt, weil es sich um ein regionales Produkt handelt,
das weltweit konsumiert wird und das ganze Jahr iber zu einem relativ niedrigen Preis erhéltlich ist.
Daruber hinaus hemmt der niedrige pH-Wert das Wachstum der meisten Bakterien und stellt daher ein
anspruchsvolles Medium dar. Diese pH- Werte wurden gewahlt, um die unteren Grenzen der
Wachstumskapazitat und des Produktbildungspotenzials zu untersuchen, da man davon ausgehen
wirde, dass dies die Essigsaurebakterien von den LAB und PAB unterscheidet. Der Apfelsaft wurde in
einem ortlichen Supermarkt (,rio d'oro”, Aldi Sud, Fulda, Deutschland) gekauft und der pH-Wert mit
Salzsaure oder Natriumhydroxid (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingestellt. Vor dem Autoklavieren
(121 °C, 15 min) wurden 30 ml des zubereiteten Apfelsafts in 100-ml-Laborglasflaschen aliquotiert. Die
beimpften Proben wurden in Dreifachbestimmung und die Leerproben in Zweifachbestimmung durchgefiihrt.

Vor der Inokulation wurden die Kulturen aus der Lagerung (-80 °C, Glycerin) in Apfelsaft mit 5 g/l
Hefeextrakt und einem auf 5,6 eingestellten pH-Wert von 5,6 reaktiviert (72 h, 30 °C).

Die reaktivierten Kulturen wurden zweimal mit 0,1 L auf 9,9 mL reinem Apfelsaft (pH 3,30, 72 h, 30 °C)
subkultiviert, bevor 300 pL (1 %-v/v) auf 30 mL des Fermentationsmediums tUbertragen wurden .
Subkulturen des Apfelsafts wurden durchgefiihrt, um eine Anpassung an den niedrigen pH- Wert des
Apfelsafts zu ermdglichen. Die Kulturen wurden 7 Tage bei 30 °C in einem linearen Schittelwasserbad
(1083, GFL, Burgwedel, Deutschland) inkubiert. Die optische Dichte OD600 (DR6000, Hach Lange,
Dusseldorf, Deutschland), der pH-Wert (InLab Flex-Micro und SevenExcellence, Mettler Toledo, GielRen,
Deutschland) und die Vitamin- B12- Konzentration (MBA) wurden nach der Inkubation bestimmt.

2.9. Quantifizierungsverfahren mittels mikrobieller Vitamin- B12 -Analyse (MBA)

Zur Quantifizierung wurde das mikrobiologische B12 -Testmedium von Millipore (B3801, Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Die Anweisungen des Herstellers wurden mit einigen Modifikationen befolgt.

Insgesamt wurden 20 ml der Proben und 50 pl KCN (1 %) mit 50 ml der
Aufschlusspufferlésung (1,29 g Dinatriumhydrogenphosphat, 1,1 g Zitronenséure und 1,0 g
Natriummetabisulfit in 200 ml destilliertem Wasser) gemischt und dann autoklaviert (121 °C, 15
min). Nach dem Abkuhlen wurde der pH-Wert auf 6,0 eingestellt und das Volumen mit Wasser
auf 100 ml aufgefullt . Insgesamt wurde 1 ml der zentrifugierten (4000 U/min, 10 min) Probe in
5 ml des Testmediums Uberfuhrt und mit Wasser auf 10 ml aufgefllt. Die
Kalibrierungskonzentrationen des Vitamin- B12- Standards (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
wurden auf 25, 50, 75, 100, 125, 150 und 175 pg/ml eingestellt .

Vor dem Waschen, Verdunnen und Inokulieren wurde 1 ml der Indikatorkultur inkubiert
in 9 ml des Testmediums fiir 48 Stunden, um die Kultur von Cobalamin zu befreien.
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Die Bestimmung wurde fir die Proben und Standards in dreifacher Ausfertigung durchgefiihrt. Die optische Dichte
(OD600) der Proben wurde gegen Wasser gemessen. Die Probenkonzentration wurde anhand der halblogarithmischen
Auftragung der optischen Dichte Uber der Standardkonzentration ermittelt .

3. Ergebnisse
3.1. Isolierung von Cobalaminproduzenten Sieben

der sechzehn Produktproben reagierten beim ersten MBA positiv (Tabelle 1), darunter alle Milchproben (n = 4), der Brottrunk,
ein Probiotikum, eine Probe aus selbst fermentiertem Sauerteig sowie die positive Kontrolle. Bei der Uberpriifung der mikrobiellen

Gemeinschaft dieser Proben war nur die Sauerteigprobe positiv auf Cobalamin.

Das Eliminieren einiger Proben im Stadium der mikrobiellen Gemeinschaft war fur die meisten Produktkategorien keine

Uberraschung.

Tabelle 1. Zusammenfassung der von MBA in den verschiedenen Isolierungsphasen positiv und negativ gescreenten Proben .

Indikator Wachstum Anzahl der Produkte Mikrobielle Gemeinschaft Isolate
Negativ 9 6 15
Positiv Iy 1 (Sauerteig) )
L. reuteri DSM 20016 L. reuteri DSM 20016 6 L. reuteri DSM 20016

Vitamin B12 in der Milch wird von der Pansenmikrobiota der Kuh synthetisiert und im Gewebe
akkumuliert [1]. Es ist noch umstritten, ob die Milchdriise ein steriles Organ ist, ob Mikroorganismen
in der Rohmilch durch Kontamination bei der Probenentnahme entstehen oder ob es ein
Milchmikrobiom gibt [33]. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass die Zusammensetzung des
Pansenmikrobioms vielféltiger ist und sich deutlich von den Mikroorganismen in der Milch
unterscheidet [34]. Die Bestimmung von Cobalamin in der Milch wurde erwartet, die Ermittlung der
verantwortlichen Hersteller jedoch nicht. Das eine Probiotikum (,Darmflora plus select”), das positiv
auf Cobalamin getestet wurde, ist mit 2,5 pg Vitamin B12 pro Kapsel erganzt . Das positive Ergebnis
der mikrobiellen Gemeinschaft des fermentierten Brottrunks war zu erwarten, da auf der Flasche
ein Vitamin- B12- Gehalt von 1,36 ug/L angegeben ist . Das Vitamin wird durch Sauerteigstarter
produziert , die im Endprodukt nicht deaktiviert werden. Die fir die Vitamin- B12- Bildung im
Brottrunk verantwortlichen Mikroorganismen konnten sich in der zweiten Phase allerdings nicht so
stark durchsetzen, dass Vitamin B12 messbar war.

Da nur die mikrobielle Gemeinschaft eines Sauerteigs positiv fir das Vitamin war, wurden nur
Kolonien dieser Proben auf Agarplatten isoliert. Sechs der einundzwanzig zuféllig gesammelten
Kolonien waren bei der MBA-Analyse positiv und wurden daher von der DSMZ nach Bestimmung
der vorhandenen Vitamin- B12- Form identifiziert.

3.2. Identifizierung der isolierten Stamme Die

Analyse der sechs an die DSMZ eingesandten Isolate ergab, dass sich funf Isolate stark ahneln und der Art
Acetobacter malorum zugeordnet werden kdnnen. Das sechste Isolat hingegen wird als Acetobacter orientalis HFD 3031
identifiziert. Demnach ist davon auszugehen, dass es sich bei den Isolaten von Acetobacter malorum um einen einzigen
Stamm handelt, der mehrfach isoliert wurde. Daher wird in den folgenden Betrachtungen nur ein Stamm, A. malorum
HFD 3141, betrachtet.

3.3. LC-MS/MS-Nachweis der Vitamin B12 -Bildung

Mittels LC-MS/MS wurde die vorliegende Form des Vitamin B12 bestimmt . Die
Fragmentierungsmuster des Vitamin B12 lassen sich in der Massenspektrometrie deutlich von
denen des Pseudovitamins unterscheiden (Abbildung 2).
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harakteristisches m/z 359,05. Die Rauten markieren das Mutterion von Vitamin B12 (m/z 678,00). Enthalt
charakteristisches m/z 359,05. Die Rauten markieren das Mutterion von Vitamin B12 (m/z 678,00).
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Isolate. Bei einem pH-Wert von 3,80 produziert A. orientalis 18,89 g/l Vitamin B12 und A. malorum 7,97
pg/l. Eine weitere Steigerung des Wachstums und der Vitamin- B12 -Synthese bei hdheren Ausgangs-pH-
Werten kann angenommen werden, da der optimale pH-Wert von Acetobacter sp. bei 5,0-6,5 liegt [35].
Der pH-Abfall wahrend der Fermentation ist wahrscheinlich auf die Bildung von Gluconséure aus Glucose
zuriickzufuihren [30,31]. Trotz der ungiinstigen Wachstumsbedingungen im Apfelsaft (niedriger pH-Wert
und schlechte Aminosédurezusammensetzung) konnten beide Stamme auch beim urspriinglichen pH-Wert
wachsen und betréchtliche Mengen des Vitamins produzieren.

4. Diskussion

Es wurde nachgewiesen, dass die Verwendung eines Vitamin- B12-freien Mediums zur Isolierung
von Cobalaminbildnern aus komplexen Fermentationsprodukten praktikabel ist. Obwohl die Anreicherungs-
und Isolierungsexperimente auf PAB und LAB abzielten, wurden zwei neue potente Vitamin- B12- Stamme
isoliert, die zu AAB gehdren. Diese Stamme wurden durch MALDI-TOF MS als A. malorum und A. orientails
identifiziert . Die Identifizierung von AAB ist jedoch aufgrund des hohen Ahnlichkeitsgrads zwischen den
16S-rRNA-Gensequenzen eng verwandter Arten besonders schwierig .

Wieme et al. (2014) konnten A. malorum LMG 1746-Stdmme nicht von Acetobacter cerevisiae -Stammen
durch MALDI-TOF-MS-Analyse unterscheiden [36]. Selbst ein Vergleich der 16S rRNA von A. malorum
und A. cerevisiae reicht nicht aus, um diese Arten eindeutig zu identifizieren. Folglich werden in der
Literatur andere Methoden zur Identifizierung von AAB empfohlen , wie etwa die ITS-Region (internal
transcribed spacer) zwischen den 16S- und 23S-rRNA-Genen . Mit dieser Technik kann man zwischen
diesen eng verwandten Arten unterscheiden [37]. Folglich ist es mdglich, dass die aktuellen Isolate, wenn
sie durch besser auf AAB zugeschnittene Methoden identifiziert werden, neu klassifiziert werden miissen .
Wenn ahnliche Versuche durchgefiihrt werden sollten, sollte das Versuchsprogramm mit Essigsaure
fermentierte Nahrungsmittelquellen und speziell fir AAB entwickelte Fermentationsmedien wie das dafir
vorgesehene Medium mit einem pH-Wert von 3,5 umfassen [38]. Obwohl eine Isolierung und Identifizierung
Uber das Vitamin B12-freie Medium mdglich ist, ist eine anschlieBende Analyse zur Bestimmung der
vorhandenen Cobalaminform erforderlich, um eine Pseudocobalaminsynthese auszuschliel3en.

Der Grund, warum vor unserer Veréffentlichung nur zwei weitere AAB [7,8] identifiziert wurden, liegt
darin, dass die gescreenten Isolate vor dem Screening nach Gattung oder sogar Art vorselektiert werden. Die
Vorauswabhlschritte umfassen die Verwendung leicht genotypisch identifizierter Stamme (PAB und LAB) [6,20],
Gram-Farbung [9,20,22], morphologisches Erscheinungsbild unter dem Mikroskop [ 9,22], Katalase-Aktivitat
[20,22] und den Nachweis von Milchsaure- und Ethanolbildung [ 9]. PAB sind Gram-positiv, nicht beweglich,
anaerob bis aerotolerant [39] und Katalase- positiv. LAB sind Gram-positiv, fakultativ anaerob und Katalase-
negativ [40]. Da AAB Gram-negativ, Katalase-positiv und obligat aerob sind und Essigséure durch
Ethanolverwertung produzieren [ 41], werden sie vorab herausgefiltert. Das bevorstehende Screening leicht
isolierbarer AAB-Stamme oder die gezielte Isolierung aus Lebensmittelmatrizes mit den oben genannten
Strategien (z. B. Vitamin -B12-freie Medien und cbiK- oder bluB/cobT2-Gene als Marker) wird wahrscheinlich
zur ldentifizierung weiterer Cobalaminproduzenten innerhalb der AAB-Gruppe flihren. Das Screening nach
den spezifischen Genen, die an der Vitaminsynthese beteiligt sind, sollte idealerweise die Sequenzvariationen
der Homologen beriicksichtigen. Es wurde gezeigt, dass Sequenzvariationen in den cobU/T-ahnlichen
Homologen fir die Selektivitat verschiedener niederer Liganden verantwortlich sind, die in das Cobamid
eingebaut werden [42—44]. Obwohl DMBI allgemein bevorzugt wird, kdnnen je nach vorhandenem Homolog
und Umgebungsbedingungen auch andere niedere Liganden in das Cobamid eingebaut werden [43]. Wenn
DMBI nicht durch das Fermentationsmedium oder die Produktionsstimme bereitgestellt wird, kdnnen daher
Cobamide gebildet werden, die beim Menschen keine Vitamin- B12- Funktion erfullen. Screening und
Identifizierung auf der Grundlage des Vorhandenseins der spezifischen Enzyme der Vitamin -B12- Synthese
sollten daher Kenntnisse uber die Synthese von DMBI und die Selektivitat der Homologen umfassen.

Die Bioanreicherung von Lebensmitteln durch Acetobacter sp. bietet ein hohes Potenzial fir traditionelle
Lebensmittelfermentationen. Da die Stoffwechselkapazitaten weniger eingeschréankt sind als die von LAB,
kénnen sie in weniger nahrstoffreichen Medien wachsen, haben eine hohe Toleranz gegenuber niedrigem pH-
Wert und Pseudocobalamin wurde in unseren Proben nicht nachgewiesen. Diese Eigenschaften qualifizieren
A. orientalis HFD 3031 und A. malorum HFD 3141 fir die Anreicherung von Vitamin B12 in Fermentationsmedien
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fur andere Produzenten ungeeignet. Ihre Fahigkeit, in Apfelsaft zu wachsen und Vitamin B12 zu
produzieren , wurde in dieser Arbeit erfolgreich nachgewiesen. Die fur gesundheitsbezogene Angaben
ausreichende Konzentration von 1,9 pg/L wurde von A. orientalis HFD 3031 (3,19 pg/L) beim urspriinglichen
pH-Wert von Apfelsaft und von A. malorum HFD 3141 bei pH 3,55 mit 3,81 pg/L Gberschritten. Die
Wachstums- und Endkonzentrationen waren jedoch relativ gering, und MaRnahmen zur Erhéhung der
Konzentrationen sollten untersucht werden. In Experimenten zur Anreicherung von Vitamin B12 durch L.
reuteri in Furu (fermentiertem Tofu) [25,45] und Sojamilch [25] wurden Konzentrationen von 141,7 pg/kg
Frischgewicht bzw. 132,2 pg/L erreicht. Bei der Fermentation von reifem Kokoswasser mit L. plantarum
DW12 konnte eine Vitamin B12- Konzentration von 14 pug/mL erreicht werden [46]. Durch die Ko-Kultivierung
von P. freudenreichii und Bifidobacterium animalis subsp. lactis erreichte der Vitamin B12 -Gehalt in
Sojamolke bis zu 8,93 pg/L, wahrend bei der Einzelkulturfermentation von P. freudenreichii 5,72 pg/L
nachgewiesen wurden [47]. Die Fermentation von solubilisierter Weizenkleie mit P. freudenreichii fihrte
durch Ko-Fermentation mit Milchséurebakterien und Hefen zur Produktion von 55 pg/L Vitamin B12 [48].

Die von uns erreichten Vitaminkonzentrationen entsprechen in den meisten Féllen den in der Literatur bei
der Anreicherung von Lebensmitteln angegebenen Werten, auch wenn in einigen Fallen deutlich héhere
Werte gefunden werden. Die durchgefuihrten Versuche zur pH-Toleranz der Isolate im niedrigen Bereich
deuten jedoch darauf hin, dass das maximale Potenzial fur die Vitamin- B12- Synthese noch nicht erreicht
ist . Weitere Untersuchungen miissen durchgefiihrt werden, um den Einfluss unterschiedlicher
Fermentationsparameter wie hoherer pH-Wert, unterschiedliche Fruchtsaftsorten, Fermentationstemperaturen
und Beluftungsraten auf die Synthese zu ermitteln. Studien dartiber, ob die Zugabe von Vorstufen (DMBI,
Riboflavin, Nicotinamid usw.) einen &hnlich férdernden Effekt wie PAB hat [49], wirden ebenfalls einen
tieferen Einblick in die Syntheseeigenschaften der Stamme liefern.

Die Anreicherung pflanzlicher Lebensmittel durch Fermentation kann in veganen und vegetarischen
Diaten relevante Konzentrationen liefern . Die Verwendung von Stammen ohne die Féhigkeit, Analoga zu
produzieren, stellt eine zuverlassige Quelle der physiologisch aktiven Form dar. Die Einbeziehung von A.
malorum HFD 3141 und A. orientalis HFD 3031 in Fermentationsstarterkulturen, die natirlicherweise AAB
enthalten, ist vielversprechend. Scoby (Kombucha), Kefirkérner (Kefir und Wasserkefir), Essigmutter
(Essig) [50] und Sauerteig [51] kdnnten Beispiele fur die Anwendung der isolierten Stdmme sein. Da AAB
bereits Teil dieser Fermentationsprozesse ist, sollten die Produkteigenschaften nicht drastisch verandert
werden. Daruber hinaus sollten diese aufgefuhrten mit AAB fermentierten Lebensmittel auf ihren Vitamin-
B12- Gehalt getestet werden, da die verfiigbaren Daten in diesem Bereich als unzureichend angesehen werden.

Diese Studie zeigt, dass die Suche nach potenziellen Stammen fir die Bioanreicherung von
Lebensmitteln mit Vitamin B12 ausgeweitet werden muss. Friihere Autoren konzentrierten sich auf das
Screening von LAB und PAB auf ihre Fahigkeit zur Cobalaminbildung. Unsere Ergebnisse sowie die von
Bernhardt et al. [7] und Keto et al. [7,8] lassen vermuten, dass die Entdeckung weiterer Vitamin- B12-
Produzenten innerhalb der AAB-Gruppe wahrscheinlich ist. Die Isolierung weiterer AAB wird eine groRere
Vielfalt an Produktionsmerkmalen ermdglichen, wie z. B. unterschiedliche Lebensmittelarten, Ertréage, pH-
Toleranz, Zuckerverwertung und Nahrstoffbedarf.
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