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Forord

Denne vidensyntese er udarbejdet for Food & Bio Cluster Denmark. Den har til formal at preesentere status
for cellebaseret produktion af mcelkebestanddele ved brug af to forskellige teknologier; Prcecisionsfermen-
tering og kultiveret mcelk. Heri udlcegges den nuvcerende viden og de muligheder og udfordringer, der kan
veere ved de to systemer i forhold til fremtidig produktion af mcelkebestanddele og deres anvendelse i
fedevarer. Syntesen praesenterer ogsd igangvcerende forskning pd omrédet udfert pd Institut for Fedevarer,

Aarhus Universitet.
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Indledning

Som en del af den grenne omistilling er der p& verdensplan et betydeligt momentum for at finde nye stra-
tegier for produktion af mcelk og ked. Alternative proteiner til brug i mcelke- og mejeriprodukter som erstat-
ning eller supplement til de animalske proteiner kan udgeres af planteprotein, proteiner fra mikrobiel fer-
mentering sdsom prcecisionsfermentering eller mcelkekomponenter udtrykt af kultiverede yverceller (Pe-
dersen, Maller, and Dalsgaard 2023; Eisner 2024). Praecisionsfermentering af maelkeproteiner omfatter bru-
gen af rekombinante mikroorganismer (bakterier, gcer og svampe), mens kultiveret meelk er baseret p&
dyrkning af animalske celler fra mcelkekirtelvcev. Teknologien til prcecisionsfermentering er veletableret,
mens cellesystemer til produktion af kultiveret mcelk stadig er pd udviklingsstadiet (Pedersen, Mgller, and
Dalsgaard 2023). Med fortsat udvikling kan disse teknologier potentielt bidrage til fremstilling af nye og
innovative fedevareprodukter med lavere klima- og miljgaftryk, samt blandingsprodukter med optimeret
smag, funktionalitet og nceringsveerdi (Ferrocino, Rantsiou, and Cocolin 2022; Roadmap ProteinFrontiers
2024).

Denne rapport starter med en gennemgang af bestanddelene i komceelk for at give en baggrund for meel-
bestanddelenes rolle og betydning for mcelkens veerdi og egenskaber og dermed ogsd@ bedre at kunne
forstd vigtigheden af de beskrevne teknologier i forhold til det mulige cellebaserede slutprodukt. Herefter
beskrives teknologien bag prcecisionsfermentering og der gives et overblik over forskningslitteraturen inden
for produktion af rekombinante mcelkeproteiner med mikroorganismer. Derncest adresseres de nuvcerende
udfordringer og fremtidsperspektiver i forbindelse med anvendelsen af prcecisionsfermentering til produk-
tion af mcelkeproteiner med fedevareformdl. Efterfelgende beskrives teknologien bag kultiveret meelk og
hvor den nuvcerende forskningsindsats ligger. Derncest adresseres aktuelle udfordringer og fremtidsper-
spektiver foroundet med brugen af denne metode til fremstilling af mcelkeproteiner med fedevareformail.
| den sidste del af denne syntese praesenteres igangvaerende forskning inden for de to omrdader udfert pd

Institut for Fedevarer, Aarhus Universitet.



1 Komceelk

Komcelk er en kolloid oplasning bestdende af en sammenhcengende vandfase, hvori kaseinmiceller og
ovrige proteiner (valleproteiner) er oplast. Derudover indeholder komeelk fedtstoffer, som er organiseret i
mcelkefedtkugler, laktose, mineraler og vitaminer m.m. En stor del af mineralerne findes bundet i kasein-
micellerne. Hovedbestanddelene i komcelk omfatter ca. 87,1% vand, 4,8% laktose, 4,0% fedt, 3,5% protein,

0,18 % salt og 0,7 % vitaminer og mineraler (Fox and Kelly 2012).

De bestanddele, som findes i mcelk, kan enten vcere udskilt fra mcelkekirtlens epithelveey, fra celler der
findes naturligt i maelk (immunceller og enkelte epithelceller), vaere overfert fra blodet via blod-mcelkebar-
rieren i mcelkekirtlen eller stamme fra mikroorganismer i mecelken. Det sterste bidrag til mcelkens indholds-
stoffer kommer fra mcelkekitlens epithelceller, hvor udskillelsen kan foregd ad felgende veje: 1) over cel-
lemembranen, 2) via fusion af vesikler dannet i Golgiapparatet, 3) via mcelkefedtet og fedtkuglerne, 4)
ved transcytose og 5) via de para-cellulcere transportveje, som er af betydning for komponenter, som over-

fores fra blodet (Shennan and Peaker 2000).

Mcelkeproteiner klassificeres i to hovedtyper: Kaseiner og valleproteiner. Kaseinerne repraesenterer i ko-
meelk ca. 80% af det totale protein og bestdr af a,-, ag,-, B- 09 k-kasein. De mest fremherskende vallepro-
teiner i komeelk er a-lactalbumin og g-lactoglobulin, men der findes ogs& en lang rcekke @vrige proteiner

og enzymer i vallen (Fox and Kelly 2012; Hui et al. 2006).

Kaseinerne indeholder en rcekke modifikationer (fosforylering, glykosylering, disulfidbroer), som under ét
kaldes for post-translationelle modfikationer (PTMer). Disse er, sammen med forekomsten af de forskellige
genetiske varianter af mcelkens fremherskende proteiner, med til at gere mecelkeproteinerne heterogene
(Jensen et al. 2015; N.A. Poulsen et al. 2013; Nina Aagaard Poulsen and Larsen 2022). Alle kaseinerne er
fosfor-proteiner grundet deres ester-fosfatgrupper knyttet til hydroxylgrupperne pd aminosyrerne serin (Ser)
oqg threonin (Thr) (Belitz, Grosch, and Schieberle 2008; Nina Aagaard Poulsen and Larsen 2022). Som falge
heraf binder a,, -, a,,-, 0g f-kasein stcerkt til divalente ioner som Ca?* (Walstra, Wouters, and Geurts 2006).
Derudover er k-kasein glykolyseret i varierende grad hvad angdr bade antal og type af sukkermolekyler.
En stor del af mcelkeproteinernes funktionalitet og interaktioner med andre mcelkekomponenter, f.eks.
micelledannelse, skyldes PTMerne (E. Bijl et al. 2014). Kaseinmiceller er sfceriske strukturer med en diameter
pd typisk 140-230 nm (De Kruif et al. 2012). De bestdr af de fire kaseiner foroundet med calciumfosfat
nanoclusters, som danner en makromolekylcer struktur bestdende af flere tusinde kaseiner (Dewan et al.

1974). Kaseinerne binder calciumfosfatsalte, hvor ag;- 0g a,,-kaseinerne danner de staerkeste bindinger,



da disse er de mest fosforylerede. Omkring 65% af mcelkens totale calciumindhold er bundet til kasein-
micellerne (Sandra et al. 2012). Fosforylering af kaseiner er katalyseret af kinase enzymer, som binder en
fosfatgruppe til enten Ser eller Thr, i et Ser/Thr-XXX-Glu/pSer/Asp motiv, hvor XXX reprcesenterer en hvilken
som helst aminosyre. Glykosyleringerne pd k-kasein sker p& Thr, og katalyseres af glycosyltransferase-en-
zymer via O-glykosidbindinger, hvor enten mono-, di-, tri- eller tetrasaccharider vedhceftes (Etske Bijl, Hol-
land, and Boland 2020).

Ndar meelk indtages, sker der en nedbrydning og fordgjelse af mcelkeproteinerne til peptider. Her dannes
blandt andet kaseinfosfopeptider, som spiller en vigtig rolle for optagelse af calcium fra mcelken (Clare and
Swaisgood 2000). Proteinerne i maelk har en fordgjeligheds-korrigeret aminosyreveerdi (protein digestibi-
lity-corrected amino acid score, PDCAAS) pd& over 1, hvilket er kriteriet for en meget god proteinkilde (Miller,
McBean, and Jarvis 2006). Blandt valleproteinerne spiller a-lactalbumin en vigtig rolle for biosyntesen af
laktose (Layman, Lénnerdal, and Fernstrom 2018), hvorimod b-lactoglobulin har egenskaben til at binde
en lang rcekke andre neceringsstoffer, herunder lipider og vitaminer (Z. Teng, Xu, and Wang 2015). Blandt
spcedbern, er B-lactoglobulin dog betragtet som et allergen, da det ikke findes i modermcelk og kan give

anledning til allergi blandt spaedbarn (Chatterton et al. 2013).

Ud over meelkens mest fremherskende proteiner, som er ncevnt ovenfor, er der i mcelken en lang rcekke
komponenter, som findes i lavere maengder, omfattende fx metabolitter, enzymer, vaekstfaktorer og andre
bioaktive stoffer, som har biologiske funktioner, og som kan have betydning for mcelkens holdbarhed, funk-
tionalitet og sundhedsfremmende egenskaber. Mcelkens komponenter kan variere med en lang rcekke
forhold (fodring, laktationsstadie, race, somatisk celletal, produktionsformer) og er med til at give stor vari-
ation i meelkens sammenscetning (Réin et al. 2023; Sundekilde, Larsen, and Bertram 2013; Tenori et al.
2018).

En starre rapport er for relativ nyligt udarbejdet omkring variationer i sammenscetning og egenskaber af

mcelk fra Dansk Holstein og Dansk Jersey (Nina Aagaard Poulsen and Larsen 2022).



2 Fermentering i fedevareproduktion

Fermentering til produktion af alternative proteiner kan deles op i tre forskellige kategorier, 1) biomasse-

fermentering, 2) traditionel fermentering, og 3) prcecisionsfermentering (Good Food Institute 2020).

2.1 Biomasse- og traditionel fermentering

Ved biomasse-fermentering udnyttes det hgje proteinindhold og den hurtige vaekst af mikroorganismer til
effektivt at fremstille store maengder proteinrige fedevarer. Med denne tilgang udger selve mikroorganis-
merne den alternative proteinkilde. F.eks. dyrkes filamentase svampe som den primcere ingrediens i Quorn
mycoprotein, hvor biomassefermentering bruges til at fremstille et protein- og fiberrigt fedevareprodukt, der
bl.a. kan bruges som substitut for hakkeked i gryderetter og baffer. Et andet eksempel er Solar Foods’ dyrk-
ning af gasfermenterende bakterier, der kan leve af hydrogen-ioner, CO2 og mineraler, og ved filtrering og
terring af dyrkningsmediet opnds et pulver bestdende af ~65-70% protein’, som kan bruges som ingrediens
i fedevarer. Modsat biomassefermentering, er det ved traditionel fermentering ikke mikroorganismernes
protein-indhold, der er i fokus, men deres evne til at cendre en fadevare gennem fermentering. Brugen af
mikrobielle kulturer til at konservere, fremstille alkoholiske drikke og forbedre ernceringsveerdien og biotil-
gcengeligheden af nceringsstoffer har vaeret kendt i drtusinder og er blevet anvendt i en bred vifte af fede-
varer, der spcender fra f.eks. yoghurt til @l og sojaproduktet tempeh. Inden for alternativ proteinproduktion
kan traditionel fermentering f. eks. anvendes til at forbedre smagen eller funktionaliteten af planteingredi-
enser (T. S. Teng et al. 2021). For gjeblikket foregdr der en del forskning og udvikling med henblik p& at
fremstille plantebaserede syrnede produkter, som ligner yoghurt, herunder afsegning af kulturer, der egner
sig til fremstilling af plantebaserede substrater sa produktet opfylder ensker til nceringsindhold, tekstur, smag

og ovrige sensoriske egenskaber (McNabb 2021).

2.2 Prcecisionsfermentering

| forhold til produktion af mcelk i keer forventes prceecisionsfermentering at muliggere produktion af hgj-
veerdi fedevareproteiner i mikrobielle cellefabrikker med potentiale for et lavere klimaaftryk, vand- og are-
alforbrug og en lavere udledning af miljgbelastende nceringsstoffer. Ved prcecisionsfermentering indscettes
et eller flere snskede gener i mikroorganismer, typisk bakterier, gcer og filamentase svampe (Chai et al.
2022; Hettinga and Bijl 2022; Williams 2021), som derefter producerer det/de snskede protein(er). Protei-

ner, der produceres i en anden veert end deres oprindelige gennem genmanipulation kaldes rekombinante

! Derudover indeholder produktet 5-8% fedt (primcert umcettede), 10-15% kostfibre og 3-5% mineraler. https://solar-
foods.com/
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proteiner. Samme overordnede fremgangsmdde kan anvendes med vecerter, der ikke tilherer mikroorga-
nismerne, men s& kaldes det ikke praecisionsfermentering. Benyttes f.eks. planter, kaldes det molecular far-

ming. | denne vidensyntese omtaler vi kun prcecisionsfermentering.

| teorien kan enhver mikroorganisme anvendes, men valget er af afgerende betydning for ens produktion
0q tcet koblet med hvilket protein man gnsker udtrykt. Hver af de primecert anvendte grupper af mikroorga-
nismer har sine overordnede fordele og ulemper, men variationen inden for hver gruppe er samtidig enorm.
Derudover er der stor forskel pd, hvor meget vi ved om de enkelte arter og stammer, og kun en brgkdel af
potentialet for rekombinant proteinproduktion i mikroorganismer er udforsket. Typisk tages der udgangs-
punkt i stammer, vi kender relativt godt, som er lette at arbejde med i laboratoriet og som allerede i nogen
grad er blevet genetisk tilpasset til produktion af rekombinante proteiner. Selvom produktionsprocessen
involverer brugen af genetisk modificerede organismer (GMO) vil det oprensede produkt typisk vaere fri for
GMO-organismer (Williams 2021). Teknologien er velkendt fra medicinalindustrien til produktion af f.eks.
insulin, men ogsa fra fedevareomradet til produktion af f.eks. specifikke vitaminer, pigmenter, proteiner og
fedevareenzymer. Et eksempel pd dette er ostelobe, der er baseret pd kalveenzymet chymosin, og som i

en lang &rrcekke har veeret produceret af virksomheden Novonesis (tidl. Chr. Hansen).

Produktion af fedevareproteiner, som f.eks. mcelke- eller cegprotein i stor skala via prcecisionsfermentering
er bl.a. motiveret af en rapport fra teenketanken RethinkX, som forudser udfasning af traditionel mcelkepro-
duktion i 2030 (Tubb and Seba 2021). | rapporten er der fremfart en raekke scenarier, hvor fedevareprotein
fremstillet via preecisionsfermentering overtager det animalske omrdde indenfor ked, mcelk og ceq. Her
anvendes de producerede proteiner bdde til fremstilling af fedevarer, der skal ligne traditionelle animalske
fedevarer og som ingredienser i nye fedevareprodukter. Proteinerne i disse fedevarer kan bdde stamme
udelukkende fra preecisionsfermentering og veere hybridprodukter bestGende af et mix af mikrobielle, ani-
malske og planteproteiner. | denne sammenhceng er de animalske proteiner eftertragtet grundet deres

gode ernceringsmcessige og funktionelle egenskaber.

Prcecisionsfermenteringsomrdadet er i dag prceget af internationale startupvirksomheder (Tabel 1), som ofte
har meget store investeringer i ryggen, og som potentielt kan disrupte dele af den danske fedevareproduk-
tion. Den indsigt har medfert, at store eksisterende mejerivirksomheder ligeledes foretager investeringer og
indgdr partnerskaber inden for dette omrdde. Bl.a. har Nestle og Friesland-Campina annonceret, at de vil
investere i praecisionsfermenterede eller ko-frie maelkeproteiner. Derudover har Perfect Day allerede lan-
ceret et mcelkeprodukt, hvor de anvender rekombinant p-lactoglobulin og General Mills scelger friskost
fremstillet ved brug af Remilks rekombinante g-laktoglobulin frem for komcelk. Her i Danmark har Arla Food

Ingredients og Novozymes annonceret et partnerskab pd omradet.
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Tabel 1. Liste over udvalgte virksomheder, som ger brug af praecisionsfermentering.

Virksomhed Target gen Strategi Produkt Land
Perfect day' B-lactoglobulin Svampe, Mejeriprodukter = USA
. (p& markedet) qcer
Perfect Day @vrige mcelke-
proteiner
Clara food? Albumin Geer /AQgprotein USA
EVEB' Pepsin Enzym
by Clara Foods
Conagen?® Rebaudiosider Geer Sedestoffer USA
MCON AGEN' F]oyonmder bakterier Vltomlner og
Lipider kosttilskud
Aminosyrer
‘Tiosi WEGAN), These Vegan | Mcelkeproteiner | Svampe Mejeriprodukter | Belgien
LCowBOYS) Cowboys*
~ Geltor® Kollagen Geer, bak- = Gelatine USA
(lelt()l‘ terier
'. ggll_lb Bond Pet Muskel-gen fra Geer Hundemad USA
o )
" Foops: Foods® kylling
New culture’ | Kaseiner Geer, bak-  Mejeriprodukter | USA
New Culture -
svampe
L ] g . 8 . . .
l'em]]k. Remilk Mcelkeproteiner | Geer Mejeriprodukter | Israel
Nutropy? Mcelkeproteiner = Geer Ost Frankrig
NUTROPY
SEIA\II: Real deal Kaseiner og val- | Geer Mejeriprodukter | Spanien
milk'® leproteiner
MILK
N TurtleTree!! Laktoferrin Geer Mejeriprodukter = Singapore
Y Turtietree USA

' https.//perfectday.com; (Terefe 2022), *https.//theeverycompany.com, 3https.//conagen.com/markets-we-
serve/specialty-industrial-chemicals/; https.//conagen.com/press-item,/conagen-successtully-develops-an-

tioxidant-kaempferol-by-precision-fermentation, *https.//thosevegancowboys.com, °https.//gel-

tor.com:(Elaine Watson 2022: Terefe 2022) . *https.//www.bondpets.com/our-mission, “https.//www.newcul-

ture.com, éhttps.//www.remilk.com, *https.//nutropy.com, "°https.//'www.realdealmilk.com/how.
" httos://www.turtletree.com
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2.3 Produktionsprocessen

Farste trin i preecisionsfermentering involverer valg af protein og dermed det gen, der skal udtrykke protei-
net (for eksempel genet kodende for en af mcelkens kaseiner), se figur 1. Nceste trin er indscettelse af genet
i en veertsspecifik vektor som overferes til vaertsorganismen, der herefter kan udtrykke genet (Williams
2021). For at @ge produktionen af det enskede protein indscettes typisk mange kopier af det kodende gen.
Efter selektion af celler med det udtrykte gen flyttes cellerne til en fermenteringstank, hvor selve proteinpro-
duktionen foregar. Herefter skal de rekombinante proteiner ekstraheres og oprenses. Dette gares lettest hvis
proteinerne er blevet udskilt af veertsorganismen, s& veertscellerne ikke skal lyseres. | nogle tilfcelde kan
produktionen optimeres til en sddan grad, at oprensning via filtrering er tilstraekkeligt (Oliveira and Domin-
gues 2018; Pringels et al. 2018). Oftest er en mere teknisk oprensning nedvendig, fx ved affinitetskromato-
grafi og sterrelseskromatografi (gel filtrering), og renheden af proteinet skal altid undersages ved protein-

kemiske teknikker (Le, Deeth, and Larsen 2017).

/
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Figur 1: Overordnede trin i forbindelse med praecisionsfermentering. Lavet ved hjcelp af BioRender og Flat/-
con.

Hvis rekombinante kaseiner skal bruges til fremstilling af ost og andre mejeriprodukter ved brug af traditio-
nelle metoder for komcelk og med samme forventede resultat, er det afgerende at kaseinerne samles i

kaseinmiceller. Her tilfgjes calcium og fosfat typisk i kombination med andre ioner til en vanding oplasning
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med de rekombinante proteiner. Dette er dog ikke en triviel proces, og udfordringerne hermed vil blive

behandlet ncermere i afsnit 2.5.

2.4 Produktion af mcelkeproteiner

| denne sektion ser vi ncermere pd& de videnskabelige artikler, der rapporterer udtryk af rekombinante mcel-
keproteiner i mikroorganismer. En liste over udgivelserne, der b&de daekker bovine og humane mcelkepro-

teiner, findes i tabel 2.

Udtryk af rekombinante bovine mcelkeproteiner i mikroorganismer blev skudt i gang i 1988, hvor Kang og
Richardson lykkedes med at udtrykke k-kasein i £ coli (Kang and Richardson 1988) og Nagaos gruppe
lykkedes med at udtrykke os1-kasein i £ co/i (Nagao et al. 1988). Et &r senere blev det vist hvorledes bovint
a-laktalbumin kan udtrykkes i £ coli (Wang et al.,, 1989) ogi 1990 blev B-kasein og B-laktoglobulin udtrykt
i hhv. S. cerevisiae og E. coli (Batt et al. 1990; Jimenez-Flores, Richardson, and Bisson 1990). Kort efter blev
det vist, at mcelkeproteinernes primcerstruktur kan modificeres, da tre methionin-aminosyrer blev tilfgjet til

bovint k-kasein inden det blev udtrykt i £ colifor at @ge proteinets ernceringsmaessige veerdi (Oh 1990).

Af de to primcere valleproteiner og de fire kaseiner i komeelk, er det saledes kun as2-kasein, der ikke er
rapporteret udtrykt som et rekombinant protein i forskningslitteraturen. Rekombinant bovint asz2-kasein er

dog kommercielt tilgeengeligt produceret i savel £ coli som geer (http://cusabio.com & www.mybio-

source.com), og patenter tilharende Perfect Day, New Culture m.fl. rapporterer produktionen af rekombi-
nant bovint as2-kasein sammen med de andre tre kaseiner (Beauchamp et al. 2019; Gibson, Radman, and
Abo 2023). Det er veerd at bemcerke, at patentet tilharende Perfect Day primeert beskriver brugen af gcer
og filamentgse svampe som vcertsorganismer, hvorimod patentet tilherende New Culture primeert beskri-
ver brugen af forskellige gram-positive bakterier som vcertsorganismer tilhgrende slcegter som Bacillus, Lac-
tococcus, og lactobacillus, hvilket muligger sekretion af de rekombinante proteiner til veekstmediet. Det er
dog kun Bacillus, der kan respirere aerobt, hvorfor det mé formodes, at denne er den primcere veert for
ekspression af rekombinante proteiner. Med undtagelse af asz-kasein er alle fire bovine kaseiner og de to
primcere bovine valleproteiner rapporteret udtrykt i £ coli i forskningslitteraturen (Kang and Richardson
1988; Nagao et al. 1988; Simons et al. 1993). | gcer gcelder dette kun for bovint B-kasein samt de to primaere
bovine valleproteiner, hvis man ser bort fra kommercielle kilder (Choi and Jiménez-Flores 2001; Jimenez-
Flores, Richardson, and Bisson 1990). Ingen af de bovine kaseiner er rapporteret udtrykt i filamentase
svampe, men effektiv produktion af valleproteinet B-laktoglobulin er blevet rapporteret udtrykt i
Trichoderma reseeii 2023 (Aro et al. 2023), og denne filamentase svamp er samtidig den foretrukne veert

til produktion af B-laktoglobulin i stor skala i Perfect Days kommercielle produktion.
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Blandt de primcere humane mcelkeproteiner er det kun k-kasein, som ikke er rapporteret udtrykt mikrobielt
i forskningslitteraturen. Brugen af veertsorganismer udgeres af de samme overordnede grupper, som be-
nyttes til produktionen af de bovine mcelkeproteiner. Antallet af eksempler fra forskningsartikler er dog en
smule mindre og fordelingen af resultater pd tveers af organismer mere ujcevn. Eksempelvis er det humane
valleprotein a-laktalbumin kun rapporteret udtrykt i Kornagataella phaffii(Deng et al. 2022), imens det hu-
mane valleprotein laktoferrin er rapporteret udtrykt i tre forskellige stammer af filamentase svampe: Asper-
gillus nidulans, Aspergillus oryzae og Aspergillus awamori (P. P. Ward et al. 1997; P. P. Ward, Lo, et al. 1992;
P.P. Ward, May, et al. 1992). For udtryk af rekombinante humane mcelkeproteiner er det kommercielle sigte

primeert som brug i modermcelkserstatning.

Tabel 2: Liste over rapporterede studier, hvor forskellige mikroorganismer har vaeret brugt som veert til pro-
auktion af de primaere bovine og humane maelkeproteiner.

Protein Vcertsorganisme Primcere resultater Reference

Bovine mcelkeproteiner

Bovint as1-ka- Escherichia coli | Ekspression af asi1-kasein i £ coliC600 og (Nagao et
sein C600 & JM103 | JM103. Oprensning efter lysering af cellerne. al. 1988)
Ekspression af bovint as1-kasein i £ colib&de
Escherichia coli | som nativ homolog og i modificeret version, (Goda et al.
BL21(DE3) hvor Phe er fravcerende tilteenkt patienter med | 2000)

Phenylketonuri.

Lactococcus. Ekspression af GFP-fusioneret as1-kasein i L. /ac- | (Shigemori
Lactis tis. Oprensning ved lysering af cellerne. etal.2012)
Bovint os-ka- Escherichia coli Ikke rapporteret i videnskabelige artikler, men

kan kebes online: https://www.cusabio.com/ -

sein / yeast & https://www.mybiosource.com/
Eschertichia coli Ekspression af bovint k-kasein ved kloning af (Kang and
Bovint k-kasein cDNA i £ coliunder kontrol af trc og /ac promo- | Richardson
RR1 and JM105 torer 1988)

Ekspression af modificeret bovint k-kasein i £

isl‘?c(‘sfger/ch/a col coli; hvor tre methionin-aminosyrer var tilfgjet for | (Oh 1990)
at @ge proteinets ernceringsmaessige veerdi.
Saccharomyces . . » (Jlmene.z—
Bovint B-kasein | cerevisiae Ekspression af B-kasein i S. cerevisiae. Oprens- | Flores, Rich-
(AB116) ning ved lysering af cellerne. ardson, and

Bisson 1990)
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Ekspression af B-kasein i £ cofj, hvor lysering af

Escherichia coli | cellerne undgds i oprensningen ved i stedetat | (Simons et
BL21 (DE3) fraktionere den ydre cellevaeq, hvilket frigiver al. 1993)
proteiner i periplasma.
Komagataella | Ekspression af B-kasein i K. phaffii, med mutatio- | (Choi and
phaffii (formerly | nerne Leuro --> Ser7o og Leuro-Proz1 --> Serzo- Jiménez-
Pichia pastoris) | Serz. Sidstncevnte ledte til glykolysering af Asnes | Flores 1996)
Ekspression af B-kasein i K. phaffii; hvor 30% af .
. . (Choi and
Komagataella | proteinerne er glykosyleret med mannose pd o
haffii Asné8. Fosforyleringsgrad svarer til bovint B-ka- Jimenez-
P R Flores 2001)
sein.
Bovint B-lakto- | Escherichia coli El<spre53|or7 eipig ] 5 Goi o”.‘e”d med en (Batt et al.
lobulin (B-Ig) 161 strgktur afvigende fra den notlve_og ien uople- 1990)
g selig form grundet manglende disulfidbroer.
saccharomyces Ekspression af B-Ig i gcerstammen S. cerevisiae (Totsuka et
cerevisiae P g'q ‘ " 1 al. 1990)
Ekspression af et modificeret bovint B-Ig i K (Kalidas
Komagataella | phaffii hvor tre glycolsyleringssites er indsat for Joshi on, d
phaffii at efterligne glykosyleringsmenstret i humant ’
; Batt 2001)
glycodelin (homolog af B-1g).
toctcoceus | Eoreen el Lictundenioniolof e | (ool
LactisNz9000 | . pre A 9 al. 2001)
signal peptide Usp45 fusioneret til N-terminus.
Lactobacillus E!(gpr§35|on af B-1gi L caseyunder kontrol af det ILlamalsmudk
. nisin-inducerbare ekspressionssystem og med
caseiBL23 . . . ; . et al. 2007)
signal peptide Usp45 fusioneret til N-terminus.
Ekspression af B-Lg med disulfid-broer i en pro-
Escherichia coli | karyot ved co-ekspression af cytoplasmatisk iso- | (Ponniah et
BL21(DE3) merase. Methionin ved N-terminus var ikke klg- | al. 2010)
vet.
Ekspression af B-Ig i £ colisom i Ponniah et al.
Escherichia coli | (2010), men med indfersel af mutationerne (Loch et all.
BL21(DE3) L1A/12S, der sikrer klgvning af methionin i N-ter- | 2016)
minusen.
Escherichia coli Ekspression af B-Lgi £ co_//med o9 uden mutati- (Keppler et
onerne L1A/I2S. Deres fysisk-kemiske egenska-
BL21(DE3) : . . al. 2021)
ber var meget sammenlignelige med nativ B-1g.
Ekspression af B-Ig i 7. reesei. Samme sekun-
Trichoderma re- | deere struktur og emulgerende egenskaber som | (Aro et al.
eseiM1908 det native protein. Enkelte mannose-molekyler | 2023)

pd proteinet.
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Ekspression af bovint a-laktalbumin fusioneret

Bovu:mt a-laktal- | Escherichia coli med fragment af humant cathepsin D | £ coli (Wang et al.
bumin BL21(DE3) L . 1989)
S-S broer etableret /n vitro efter oprensning.
Ekspression og sekretion af bovint a-laktalbumin | ., .
Saccharomyces fusi 4l . ¢ tina factor i S (Vicene et
cerevisiae usioneret til preproregion af a-mating factori S| | "y991)
cerevisiae.
. . ) . . . . (Garcia-
Bovint laktofer- | Escherichia coli | Ekspression af bovint laktoferrin fusioneret med
. . - , Montoya et
rin BL21(DE3) thioredoxin i £ col
al. 2013)
Ekspression af bovint laktoferrin i K. phaffiiunder | (Iglesias-
Komagataella : :
O KM 1-H AOXT1 promoter kontrol. Oprenset udbytte pd Figueroa et
P 3,5 g/L. al. 2016)
Bacullus subtilis Ekspression af laktoferrin 'N-lobe' i B. subtilis un- Uin et al.
der Pveg promoter kontrol. Oprenset udbytte p&
168 2019)
16.5 mg/L.
Bacillus subtilis Ekspression af laktoferrin 'C-lobe' i B. subtilis un- Ui etal
der Preg promoter kontrol. Oprenset udbytte pd
168 2022)
7.5 mag/L.
Humane mcelkeproteiner
Ekspression af humant as1-kasein i £ coli. Op-
Humant asi-ka- | Escherichia coli | renset udbytte udgjorde 25% af total protein- (Kim et al.,
sein BL21(DE3) meengde i cellen. Dog var methionin i N-termi- | 1997)
nus uklgvet.
Saccharomyces | Ekspression af humant as1-kasein i gcerstam- (Y.-K. Kim et
cerevisiae men S. cerevisiae. al. 1999)
Humant B-ka- Escherichia coli . o . (Hansson et
sein BL21 (DE3) Ekspression af humant B-kasein i £ coli al. 1993)
Escherichia coli | Ekspression af fosforyleret humant pB-kasein ved | (Thurmond
BL21 (DE3) co-ekspression med human kasein kinase |I. etal. 1997)
Humanti-ka- | Ingen rapporterede -
sein 9 PP
Ekspression og sekretion af humant a-laktablu-
Humant a-lak- | Komagataella | mini K phaffiiunder AOX1 promoter kontrol og | (Deng et al.
talbumin phaffii co-ekspression med humant disulfidisomerase | 2022)

AS.
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Humant lakto- Aspergillus Ekspression og sekretion af humant laktoferrini | (P. P. Ward,

ferrin nidulans Aspergillus nidulans under kontrol af a/cA pro- May, et al.

moter. 1992)

Aspergillus EI<spres§|on og sekretion af humant laktoferrin i (Ward, Lo, et
Aspergillus oryzae under kontrol af A. oryzae a-

oryzae al, 1992)
amylase promoter.
Ekspression og sekretion af humant laktoferrin

Aspergillus som glucoamylose fusionsprotein i 4. awamori, | (P.P. Ward

awamori Proteinet blev modnet ved Kex-2 peptidase etal. 1997)

klgvning /n vivo.

Undersggelser af kemiske og funktionelle egenskaber af rekombinant B-lactoglobulin syntetiseret af £ coli
(Keppler et al. 2021) viste, at rekombinant B-lactoglobulin med hgj renhed, men uden PTMer, til en vis grad
havde en funktionalitet lignende den native bovine B-lactoglobulin. Funktionaliteten af kasein-proteinerne
afhcenger imidlertid af deres evne til at danne kasein-miceller, og den videnskabelige konsensus er, at
fravceret af PTMer pd de bovine kaseiner forhindrer korrekt micelledannelse, hvilket resulterer i en mineral-

binding og funktionalitet, der afviger fra den vi kender fra komcaelk (Antuma et al. 2023).

Ved produktion af proteiner i gcerceller og svampe ses typisk PTMer, der minder om dem vi kender fra keer
i type og niveau, da de har et eukaryotisk synteseapparat. Samtidig er det ofte brugen af gcerceller og
svampe, som giver det hgjeste udbytte (Chai et al. 2022; Mapelli-Brahm et al. 2020). Ved brug af gcerceller
kan der dog ogsd dannes PTMer, som ikke ses i det oprindelige protein, eksempelvis en @get mannosylering
eller fosforylering pd andre positioner end i det native protein (Hettinga and Bijl 2022; Kalidas, Joshi, and
Batt 2001; O. P. Ward 2012). | et studie af Choi and Jimenez-Flores (2001), blev bovint B-kasein udtrykt i
gcerorganismen Komagataella phaffii (tidl. Pichia Pastoris), hvor fosforyleringsgraden svarede til den for -
kasein i komeelk (Choi and Jiménez-Flores 2001). | dette studie illustreredes ogsd geercellers egenskaber til
glykolysering ved udskiftning af to aminosyrer (L70S/P718), hvilket ledte til en Asnes-vedhceftet glykan pd
30% af det udtrykte B-kasein, som ikke findes pd& B-kasein i komeelk. Udover en hej grad af fosforylering kan
K. Phaffiimanipuleres til at udskille rekombinante proteiner. Samtidigt har den en begrcenset produktion af
egne sekretionsproteiner, hvilket gar oprensning af det rekombinante protein markant lettere (Karbalaei,

Rezaee, and Farsiani 2020).

Mange stammer af gcer og filamentase svampe udskiller naturligt store maengder protein, f.eks. enzymer til
ekstracellulcer nedbrydning. Dette er en eftertragtet egenskab, da rekombinante proteiner er meget lettere

at oprense, hvis de er udskilt til dyrkningsmediet frem for at blive ophobet intracellulcert. De gram-negative
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bakterier egner sig ikke til effektiv sekretion af rekombinant protein med deres dobbeltmembran, men
gram-positive bakterier har kun en enkelt membran og en mere simple mekanisme til sekretion og kan

derfor manipuleres til at udskille rekombinante proteiner.

Det skal ncevnes, at hovedparten af studierne hidtil er udfert med det formdl at optimere og undersage
selve bakterierne, svampene og gcercellerne som ekspressionssystemer. Formdlet i de tidlige studier har
altsd ikke veeret med fokus pd at optimere udbytte, funktionalitet eller anvendelse af de udtrykte proteiner

i fodevarer.

2.5 Udfordringer

Dannelsen af kaseinmiceller fra rekombinante kaseiner udger en af de starste udfordringer mht. kaseiner-
nes videre anvendelse i fedevarer (Hettinga and Bijl 2022). | denne sammenhceng er manglen pd PTMer
eller cendringer i deres type og placering pd rekombinante kaseiner en central hcemsko, da det medferer,
at proteinernes fysisk-kemiske egenskaber, ernceringsveerdi og funktionalitet cendres (Hettinga and Bijl
2022; Che et al., 2025). For eksempel vil cendret proteinfoldning potentielt have effekt pd opleselighed eller
mineralbinding, hvilket pavirker kaseineres egenskaber til at danne kaseinmiceller (Liu et al. 2016; Lucey
and Horne 2018).

Derfor arbejdes der ogsd med at modificere diverse veertsceller, sa de bliver i stand til at efterligne de ani-
malske PTMer pd f.eks. mcelkeprotein. En lasning pd manglende PTMer i bakterier kan veere at co-udtrykke
det PTM-ansvarlige enzym sammen med proteinet. Generne til disse enzymer kan bdde tages fra samme
organisme som target-genet, men kan ogsd udvcelges fra en hvilken som helst anden organisme alt efter

hvad veertsorganismen tillader (Clegg and Holt 2009).

Bakterier har et andet synteseapparat til PTMer end eukaryoter og man finder generelt feerre PTMer i pro-
teiner fra bakterier sammmenlignet med eukaryoter. Derudover kan de samme typer af PTMer findes p& an-
dre positioner, og der kan findes andre typer af PTMer end dem, vi ser i eukaryoter. Resultatet er, at rekom-
binante proteiner udtrykt i bakterier typisk ikke vil baere de PTMer vi ser p& det native protein. Dette medfe-
rer, at funktionalitet af de rekombinante mcelkeproteiner afviger fra den funktionalitet, vi observerer, nér
proteinet er udtrykt af animalske celler (Antuma et al. 2023). Disse kan introduceres /n vitro ved tilscetning
af kinase-enzymer eller /in vivo ved at co-udtrykke kinaser i cellen. Sidstnaevnte strateqgi blev anvendt til at
udtrykke humant B-kasein i £. colived co-udtryk af human kasein kinase I, hvilket ledte til fosforylering aof

det rekombinante protein (Thurmond et al. 1997).

Der er dog noget vej endnu, for vi effektivt kan producere rekombinante kaseiner med PTMer der efterligner

dem vi ser i deres oprindelige vcerter fuldstcendigt. Derfor har private selskaber segt at skabe forsimplede
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kaseinmiceller af rekombinante kaseiner, som fortsat opndr en funktionalitet, der egner siqg til produktion af
diverse mcelkeprodukter. Det tidligere ncevnte patent tilherende Perfect Day doekker eksempelvis fremstil-
ling af kaseinmiceller kun bestdende af rekombinant B- og k-kasein, hvorimod patentet tilherende New
Culture deekker fremstilling af kaseinmiceller kun bestdende af rekombinant a- og k-kasein (Beauchamp
et al. 2019; Gibson, Radman, and Abo 2023).

Med den nuvcerende prcecisionsfermenteringsteknologi udtrykkes typisk ét rekombinant protein per pro-
duktionsstamme og produktet fra fermenteringen af en enkelt mikroorganisme bliver dermed ikke den
komplekse blanding af diverse komponenter og nceringsstoffer, som findes i maelk (Williams 2021). Undta-
gelsesvist har New Culture udviklet en bakterie, der er i stand til at udtrykke b&de a- og k-kasein og udskille
disse til det omgivne medium. Bakterien dyrkes i et serum, som fordrer dannelse af kaseinmiceller ud fra
disse to mcelkeproteiner, s& snart de er udskilt fra cellen. Bakterierne bliver herefter adskilt fra serum ved
filtrering, proteinmcengden opkoncentreres ved centrifugering og herefter benyttes serum til produktion af
mejeriprodukter uden videre raffinering (Gibson, Radman, and Abo 2023). Mcelk indeholder dog mange
hundrede forskellige komponenter, heraf mange bioaktive stoffer, og det er ikke forventningen, at preecisi-
onsfermentering kan bruges til at fremstille en komplet efterligning af den naturlige mcelk, men derimod,
at prioritere de specifikke komponenter, der er vigtigst for funktionaliteten, nceringsvcerdien og de sund-

hedsfremmende kvaliteter.

Udbyttet kan ogsd veere en begraeensende faktor (Vestergaard, Chan, and Jensen 2016), og for K. phaffii
bliver vaekstcyklus specifikt ncevnt som en mulig begraensende faktor ved produktion af rekombinante pro-
teiner (Heyland, Blank, and Schmid 201 1). Derfor er det vigtigt at vaelge det rette nceringsmedium for orga-
nismerne, og at serge for at stremline vcertsorganismens synteseveje imod maksimal produktion af det re-
kombinante protein (Lovmar and Ehrenberg 2006). En stor del af udbyttet kan ogsd gd tabt i oprensnings-
processen. Dette gcelder iscer, hvis det rekombinante protein ikke udskilles af cellen, da det nedvenddigger
lysering af cellen efterfulgt af en avanceret oprensning fra et meget heterogent medium. Derfor foretroek-
kes mikroorganismer, der kan udskille det rekombinante protein, hvilket ger oprensning fra et meget sim-
plere medium muligt. Oprensningsprocessen kan yderligere effektiviseres ved inkorporering af et séikaldt
HIS-tag i det rekombinante protein. Et His-tag bestdr af seks til ni histidin-aminosyrer, som binder stcerkt til
metal-ioner. Efter at det rekombinante protein er ‘fisket’ ud af mediet ved at lade det passere gennem en
kolonne belagt med metal-ioner, kloves HIS-tag’et med et specifikt enzym /n vitro (Y. K. Kim et al. 1997), s&

det ikke findes i det feerdige produkt.

Udbyttet hcenger uncegtelig sammen med produktionsomkostningerne, hvilket ogsé udger en veesentlig

udfordring ved produktion af rekombinante proteiner til fedevare, som skal kunne produceres relativt billigt
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for at kunne kommercialiseres (Takefuji 2021). Fremstillingen af deciderede fedevareproteiner ved preeci-
sionsfermentering er stadig relativt nyt, og vi ved endnu ikke hvor stor en effektiviseringsgevinst, der gem-
mer sig i videreudvikling og opskalering af teknologien. Derfor er det endnu uklart om produktionen vil veere
okonomisk baeredygtig (Good Food Institute 2020; Terefe 2022). Fremtidige afgifter pd eksternaliteter som

CO:z2 kan vise sig at veere en vigtig faktor i denne afgerelse.

Intracellulcer ophobning af rekombinante mcelkeproteiner er ofte en udfordring, og ger sig gceldende i
mange af de artikler, der findes i tabel 2. Dette gcelder iscer med £. coli som vecert og scerdeles hvis protei-
nerne indeholder svolvbroer. Det skal dog tilfgjes, at £ coliikke anses for at veere den endelige veert i pro-
duktion i stor skala, men blot bruges som eksperimentel trcedesten pd vej mod anvendelse af organismer,
der er bedre egnet til produktion i stor skala. Som veertsorganismer i stor skala gér man efter mikroorganis-
mer, der er i stand til at udskille proteiner, dvs. gram-positive bakterier, gcer eller filamentase svampe. Intra-
cellulcer ophobning af rekombinante proteiner ses dog ogsd uden for £ colj, eksempelvis i gcer, hvor re-
kombinante proteiner kan samles i vakuoler, hvilket tilmed kan medfare proteinnedbrydning (Hettinga and
Bijl 2022; O. P. Ward 2012). Intracellulcer ophobning af rekombinante proteiner skyldes fejlagtig foldning,
som leder til eksponering af hydrofobe regioner, som deraf fordrer sasmmenklumpning af misdannede pro-
teiner. Co-ekspression af chaperone-proteiner (hjcelper med korrekt foldning), isomeraser (hjcelper med
dannelse af disulfid-broer og genfoldning af proteiner med disulfid-broer, der ikke er blevet rigtigt foldet)
og kinaser (kan phosphorylere proteiner, hvilket kan have betydning for dets foldning og oplaselighed) har
vist sig at veere effektive redskaber til at reducere mcengden af intracellulcert ophobede rekombinante

proteiner (Deng et al. 2022; Ponniah et al. 2010; Thurmond et al. 1997).

Ved ekspression af eukaryote gener som mcelkeproteiner i prokaryoter mangler klevning af N-terminus
signal peptid ofte. Det kan lgses ved enzymatisk klevning /n vitro, men det er ogsd vist at introduktion af
bestemte mutationer i denne sekvens kan muliggere klavning /n vivo, hvilket blev vist ved ekspression af
bovint B-laktoglobulin i £ co/i med mutationen L1A/12S, som sikrede den enskede klgvning (Loch et al.

2016).

Brugen af GMO er stadig meget kontroversiel, ndr det kommer til forbrugere (T. S. Teng et al. 2021). Der er
desuden behov for en erhvervsmaessig konsensus omkring nomenklatur og definition af de nye produkter,
samt forbrugeroplysning og -accept. Praecisionsfermentering kan opfattes som en kunstig proces, da det
involverer biologisk syntese af GMO, men korrekt adskillelse af den genmanipulerede vcertsorganisme og
det rekombinante protein resulterer i et rent produkt uden GMO-rester. Lovgivningen af GMO indenfor fo-
devarer varierer pd tveers af lande og regioner, hvilket komplicerer udviklingen af ensrettede retningslinjer
og regulativer (Chai et al. 2022; Mallapaty 2019; Mertens et al. 2019; Van Wyk et al. 2020). For eksempel

gcelder GMO-mcerkningen ikke naturcekvivalente molekyler fremstillet af praecisionsfermentering i nogle
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lande som USA og Australien. Hvis ikke der holdes styr pd& sddanne forskelle, s& nomenklatur m.v. er tilpasset
til det enkelte land, kan forskellene danne grobund for mistillid til produkterne fra nogle forbrugere (Terefe
2022).

Retningslinjerne for gkologisk produktion omfatter et forbud mod brugen af GMO, hvorfor brugen af rekom-
binante proteiner i fedevare er uforenelig med ekologisk produktion. Derimod vil proteinerne, hvis de ad-

skilles fra GMO-organismerne inden de anvendes, kunne deklareres som veganske.

Fedevaresikkerheden omkring produkter fremstillet ved prcecisionsfermentering er, som for alle evrige fo-
devare, essentiel. Dette gcelder iscer kontrol af kontaminering med patogene mikrober, som kan optrcede i
fermenteringstanken og producere skadelige metabolitter, som ikke nedvendigvis frasorteres i den efter-
felgende oprensning. Derfor er en streng risikovurdering af slutprodukterne afgerende for et produkt bringes
pd markedet (T. S. Teng et al. 2021). Iscer i EU er der lang vej fer disse produkter opndr godkendelse, da de
skal igennem godkendelse som Novel Food (European Union 2018). Dette bliver sandsynligvis den starste

flaskehals i forhold til at f& produkterne pd det europceiske marked.

P& trods af potentielt store fordele mht. forbedring af klimaaftryk, nceringsstofudledning, afskovning, antibi-
otikabrug, dyrevelfcerd, sygdomme koblet til dyrehold, og landareal for fremstilling af proteiner til fedevarer
ved prcecisionsfermentering, er der fortsat udfordringer, der skal lgses for disse fedevarer kan udbredes

kommercielt i stor skala.

2.5 Fremtidsperspektiver

| takt med, at interessen for fedevareproteiner fremstillet ved bioteknologi stiger, forventes det ogsd at an-
tallet af nye startupvirksomheder indenfor praecisionsfermentering vil stige. Tabel 1 viser en liste over for-
skellige start-ups indenfor omrddet. Der var ni nye start-ups indenfor praecisionsfermentering i 2020 (Terefe
2022).

Indenfor alternativ kedproduktion har prcecisionsfermentering veeret brugt til at skabe the Impossible Bur-
ger, hvor genet for leghcemoglobin proteinet fra soyabenner blev klonet ind i gcerceller og efter oprensning
tilsat en plantebaf for at ege smag og udseende i det alternative kedprodukt (Impossible Foods 2020; Wil-
liams 2021).

Hvor man i &r 2000 kunne producere rekombinant protein til en pris pd 1 mio $ pr kg kunne man i 2019
gere det for 100 S pr kg (Tubb and Seba 2021). Ifalge forfatterne kan det forventes at omkostningerne til
proteinproduktion ved prcecisionsfermentering fortsat vil falde frem mod 2025, hvor prisen forventes at

veere 10 $ pr kg, og i 2030 forudses det, at produkterne vil vcere halvt sa dyre som ked- og mejeriprodukter.
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Der har dog vist sig at vcere store udfordringer iscer mht. effektivitet og opskalering, hvorfor det er et af de
primcere fokusomrdder i den kommercielle sektor. Lige nu genererer en sdkaldt "large”-scale praecisions-
fermentering fra gram til f& kg per batch. | 2019 var den starste fermenteringstank brugt til syntese af enzy-
mer ved brug af praecisionsfermentering pd omkring 5000 liter (Tubb and Seba 2021), og manglen p&
infrastruktur til fermentering samt den ngdvendige viden om hvorledes en fermenteringsprocess tilpasses

til starre skala er fortsat en flaskehals i udviklingen.
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3 Fremstilling af mcelkebestanddele i kultiverede yverceller

Udover prcecisionsfermentering er kultiveret mcelk, hvor meelkebestanddele fremstilles i kultiverede yvere-
pithelceller, en mulig fremtidig strateqi for produktion af maelkekomponenter. Ved prcecisionsfermentering
anvendes gensekvenser af specifikke maelkeproteiner og dermed ikke egentligt veev fra koen. Ved frem-
stilling af kultiveret mcelk anvendes derimod yverepithelceller, som krcever, at der isoleres celler fra yver-
vaevet fra en ko eller celler direkte fra mcelken, hvor der naturligt findes et mindre antal epithelceller (Take-
fuji 2021). Denne metode er beslcegtet med metoden for fremstilling af kultiveret ked, hvor muskelceller
(sakaldte satelitceller) udtages fra specifikke dyr og dyrkes i laboratoriet. Teknologien for fremstilling af kul-
tiveret ked er dog betydeligt lcengere fremme end for kultiveret meelk, og kultiverede kadprodukter er i
langt hejere grad toettere p& markedet i en reekke lande. Ved fremstilling af kultiveret meelk dyrkes og
differentieres cellerne fer hastning af de udskilte mcelkekomponenter. Omrddet er, ligesom preecisionsfer-
mentering til produktion af mcelkeproteiner, praeget at en raekke internationale startupvirksomheder (Tabel
3).

Tabel 3: Liste over forskellige virksomheder indenfor omrddet kultivering af maelkekirtelepithelceller til
produktion af mcelkebestanddele.

Virksomhed Celler Produkt Lande

@BlOMlLQ BioMilQ’ Humane brystepitelceller Modermcelkserstatning  USA

N Bade humane brystepi- . .
)))@\ TUTUBTFBB TurtleTree?  telceller og bovine yvere- Mcelk og maslkeingre-  Singa-

pithelceller dienser pore/USA

Opalia? Bovine yverepitelceller Mejeriprodukter Canada

»
1 Bade humane brystepi- Meelk o meelkeinare-
Wilk? telceller og bovine yver- dienserq 9 Israel
epitelceller

THE SEVOLUTION OF MILK
Thttps://www.biomilg.com/our-science. Vcekst af mcelkekirtel-celler foregar i et 3D mikromilje.

2https:/ /turtletree.com/; https://www.greenqueen.com.hk/turtletree-cellbased-milk-30-million/

Shttps://www.opaliafoods.com/
“hittps.//wilkismilk.com/behind-the-revolution/

3.1 Celler, medier og systemer til kultivering

Koens yver bestdr bl.a. af epithelceller, lumen og bindevecev. Epithelceller er celler, der daekker kroppens

overflader som f.eks. hud, tarmvaev og veev i andre indre organer. Mcelkekirtlernes evne til at producere og
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udskille meelk i yveret afhcenger bade af maengden af epithelceller og deres aktivitet. Maengden af epi-
thelceller afhcenger af koens laktationsstadie. Bade veekst og differentiering af cellerne samt udskillelsen
af mcelk er under hormonel kontrol. Det er de mcelke-syntetiserende epithelceller, der anvendes til /n vitro
kultivering. Epithelcellerne til kultiveret mcelk kan vcere udtaget fra mcelkekirtlen i forbindelse med slagt-
ning eller fra mcelken, hvor 1-2 % af mcelkens somatiske cellepulje udgeres af epithelceller. For at dyrke
yverepithelcellerne skal veevet ferst findeles og fordejes med enzymer, som bidrager til at epithelcellerne
frigares fra bindeveevet (Figur 2). Derefter oprenses og karakteriseres cellerne for at sikre, at de rigtige typer
af celler overferes til dyrkningsmediet. Hvis mcelken bruges som ophav for epithelcellerne, isoleres disse fra
frisk mcelk, der centrifugeres, hvorved mcelkens cellepulje isoleres. Herfra skal epithelcellerne isoleres fra

mcelkens avrige cellepulje (Figur 2).

Udskillelse af mcelkekomponenter
» Udveelgelse af I
celler fra meelk | |

@

s

i .. Celleveekst og -differentiering S @’; 7:;;
i iy
“.'_.'.; Udveelgelse af 1 </ o

7 ‘ celler fra veav - -
[0 o o o
Produktion

Figur 2: Overordnede trin i forbindelse med udtagning og kultivering af yverepithelceller med henblik pd
vaekst og udskillelse af maelkekomponenter. Lavet ved hjcelp af BioRender og Flaticon.

Dette gares ved at dyrke cellerne p& et medium, der, udover de nadvendige nceringsstoffer, indeholder
laktationshormoner, som muligger celledifferentiering. For at haste de komponenter, der udskilles, er der
behov for et teknologisk system, som kan sikre at mcelkekomponenter kan opsamles adskilt fra det tilgd-
ende nceringsmedie, ultimativt i et kontinuerlig flow. En sGddan adskillelse er dog endnu ikke mulig. | Figur 3
er det vist hvordan dyrkningsteknikken for nuvcerende udfolder sig ved brug af en "scaffold” baseret dyrk-
ning, hvor dyrkningsmediet (pd cellernes basolaterale side) er adskilt fra den sekretoriske side (cellernes
apikale side) (Hillreiner et al. 2017). Cellerne gror p& en matrix eller "scaffold” bestdende af biologiske hy-
drogeler, der svarer til den extracellulcere matrix som cellerne normalt vokser pd i koens yver. Den kan bestd
af materialer som f.eks. kollagen eller gelatine. Kollagen og gelatine er animalske produkter, hvorimod al-
ginat er et muligt fremtidigt plantebaseret alternativ i denne produktion (Okamoto et al. 2020). Udover de

biologiske hydrogeler findes der ogsé& materialer som polyethylene glycol eller hyaluronsyre. Mediet pd den
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basolaterale side vil indeholde aminosyrer, vitaminer og mineraler, som er nedvendige for cellernes vaekst
og syntese. Desuden skal der ogsd veere laktationshormoner til stede, som f.eks. prolaktin eller et hypofyse-
ekstrakt indeholdende prolaktin. Der anvendes normalt animalsk serum og ofte fetal kalveserum (FBS), til
at dyrke og opformere cellerne i kultur, da dette serum indeholder en rcekke nedvendige komponenter,
som veekstfaktorer, der er nedvendige for cellernes vaekst. Nye undersegelser har peget pd muligheden for
at nedskalere indholdet af FBS (Sattari, Kjcerup, et al. 2024), hvilket kan veere gnskveerdigt i et baeredygtig-
hedsperspektiv. Mcelkekomponenterne bliver udskilt p&d den apikale side, hvorfra de kan opsamles. P& den
apikale side skal der saledes ikke vaere aminosyrer og andre nceringsmedier til stede, men kun et medie

med opleste salte.

=st— Mcelkekomponenter

Di8IDjosSPg

apls

» Ekstracellulcer matrix

~

° o,
Chal R B T~ Membran

Veekstmedium

Figur 3: /llustration af forsogsopsaetningen ved brug af “transwell” to-kammersystem til dyrkning af bovine
epithelceller i laboratoriet med henblik pd at inducere produktion af meelkekomponenter. Lavet ved
hjcelp af BioRender og Flaticon.

Syntese af mcelkeprotein, laktose og triglycerider er blevet pdvist i et sédant system (Walter et al. 2020) og
3D kulturer af bovine mcelkeceller er rapporteret i flere studier (Che et al. 2024; Hillreiner et al. 2017; Sattari
et al. 2023; Sattari, Kjcerup, et al. 2024; Sattari, Rasmussen, et al. 2024; Tsugami et al. 2020; Walter et al.
2020) . De fé& studier, der er publiceret indenfor omrdadet har bl.a. pdvist, at en rcekke proteiner kan synteti-
seres, men at ikke alle komponenter bliver udskilt fra cellerne (Tsugami et al. 2020), og at indholdet af mcel-

kekomponenter er meget lavt (Che et al. 2024; Sattari et al. 2023). Det debatteres i ojeblikket inden for
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forskning om systemet krcever dannelse af organoider, dvs samling af flere typer celler, som udtages fra
bovint vaev og dyrkes, og som kunne forventes at vcere mere biologisk effektive. To-kammer systemet er
udelukkende til forskning og udvikling, da det ikke vil kunne understatte en kontinuerlig flux fra den baso-
laterale side, hvor nceringsmediet tilfajes og til den apikale side, hvor de producerede biomolekyler udskil-
les - det sakaldte sekretom. Der arbejdes, iscer i startupvirksomheder, som TurtleTree (Singapore og USA),
Biomilg (USA) og Wilk (Israel) med udvikling af biofiber/hule stra- eller bioreaktor-baserede teknologier for

at opskalere produktionen.

Ligesom de rekombinante proteiner syntetiseret ved prcecisionsfermentering kan de syntetiserede protei-
ner fra kultiveret meelk analyseres ved hjcelp af f.eks. LC-MS (Le, Deeth, and Larsen 2017). Hillreiner et all.
(2017) brugte blandt andet LC-MS/MS til at identificere proteiner i sekretomer fra 3D systemets apikale side
(Figur 3) og identificerede 56 proteiner, herunder a,,-kasein, f-kasein, a-laktalbumin og B-laktoglobulin
(Hillreiner et al. 2017). Proteinerne blev dog udelukkende identificeret og ikke kvantificeret, men arbejdet
viste, at mcelkeproteinerne kunne udskilles. | et nyt studie blev bovine epithelceller fra mecelkekirtelveev li-
geledes dyrket i et to-kammersystem (Figur 3), hvor syntesen af maelkekomponenter blev induceret ved
tilscetning af prolaktin p& den basolaterale side og sekretomerne blev hestet pd den apikale side. Proteo-
manalyse ved brug af sensitiv og kvantitativ nLC-timsTOF Pro MS/MS kunne identificere mere end 500 for-
skellige proteiner i sekretomerne, dog i meget lave koncentrationer. De identificerede proteiner omfattede
mange cellulcere proteiner, men ogsd karakteristiske mcelkeproteiner. Kaseinerne udgjorde blot 1% af det
totale protein i sekretomerne. Sekretomerne fra de prolaktin-behandlede celler viste signifikant (P<0.05)
opreqgulering af 351 forskellige proteiner, inklusive mcelkeproteiner som asi1-kasein, k-kasein, B-laktoglobu-
lin, laktotranferrin og osteopontin, hvilket indikerer en positiv requlering af laktation ved behandling med

prolaktin i systemet (Che et al. 2024).

In vitro produktion af mcelkekomponenter blev ogsd undersagt af Tsugami et al. (2020) i et studie, hvor der
blev brugt bovine epithelceller fra mcelkekirtlerne (BMECer). Disse celler blev isoleret fra ikke-lakterende
Holstein koer (Tsugami et al. 2020). De apikale og basolaterale sider blev adskilt ved at dyrke BMECer p&
en cellekulturindsats med en kollagengel tilsat bovint hypofyseekstrakt og dexamethason for at inducere
macelkeudskillelse. /n vitro modellen viste udskillelse af mcelkekomponenter, sGsom B-kasein, laktose og

triglycerider.

Walter et al. (2020) arbejdede med BMECer med henblik pd at studere lipidsyntese /n vitro. Studiet sam-
menlignede ogsd cellevaekst med hhv. ekstracellulcer 3D matrix kultur og 2D kulturer (Walter et al. 2020).
Desuden blev funktionaliteten af yverepithelceller isoleret fra mcelk sammenlignet med BMEC'er isoleret
fra bovint yverveev. For bade epithelceller isoleret fra yverveev og meelk viste det sig, at ekstracellulcer 3D

matrix var det mest egnede system til /n vitro kultivering af mcelkesyntetiserende celler. Der blev mait
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ogede niveauer af CSN3- og DGAT1-genekspression, som er gener relateret til mcelkeprotein- og fedtpro-

duktion, samt et @get intracellulcert niveau af triacylglycerol.

Et nyt studie (Sattari et al. 2023), viste at ekspressionen af gener for bl.a. a,,- og B-kasein kunne ages ved
brug af to-kammer systemet og ved tilscetning af et bovint hypofyseekstrakt, som erstatning for det meget
dyre prolaktin (Che et al. 2024).

Da "kultiveret mcelk” er baseret p& dyrkning af celler fra mcelkekirtel epithel, vil det i teorien kunne forventes,
at de komponenter som syntetiseres og udskilles fra mcelkekirtlen (de fleste proteiner, fedtsyrer, laktose,
nogle enzymer m.m.), vil kunne findes i sekretomerne, mens komponenter, som kommer ud i mcelken via
overfersel fra blodet (for eksempel enzymer som plasminogen) eller fra mcelkens celler (en rcekke enzymer)

ikke vil veere til stede.

Der er flere virksomheder p& verdensplan, der arbejder pd at kultivere humane brystepithelceller med hen-
blik p& produktion af mcelkekomponenter, der kan tilscettes modermcelkserstatning, fx BIOMILQ, Wilk, og
Turtletree (se tabel 3). Forskningen er dog fortsat pd et tidligt stadie, og giver ogsé& anledning til flere etiske

udfordringer end arbejdet med yverephitelceller fra keer.

3.2 Udfordringer

Inden for kultivering af epithelceller til fremstilling af maelkebestanddele er der store teknologiske udfor-
dringer i forhold til levedygtighed af de dyrkede celler, dyrkningssystem, medier og hormontilsaetning, syn-
tese, opskalering og opsamling. Desuden er der en stor udfordring med hensyn til de anvendte medier, som
p.t. indeholder animalske komponenter, som f.eks. FBS, der som ncevnt stimulerer epithelcellerne til vaekst
og syntese. Brugen af FBS er imidlertid kontroversiel, da det er et produkt, der stammer fra ufedte kalve. Der
er derfor en stor interesse for at finde alternativer til FBS saledes, at systemet for en fremtidig produktion kan
veere baseret pd baeredygtige medier, som sidestramme eller planteproteiner, herunder forskellige hydro-

lysater.

Mammale celler er langt dyrere at dyrke end mikroorganismer, da de mammale celler har brug for scerlige
veekstfaktorer og nceringsstoffer (Takefuji 2021). Derudover er vaekstcyklus for en batch af celler p&d mini-
mum 42 dage udfordrende, da det fordrer strenge produktionsstandarder for at holde kulturen steril
(McNabb 2021). P& nuvcerende tidspunkt skal der bruges en relativt stor meengde veekstfaktorer og lakta-
tionshormoner i cellekulturdyrkningen, og der er et gnske om og et behov for at reducere brugen af disse,
eller helt erstatte dem, da de er vanskelige og dyre at skaffe i store maengder (Takefuji 2021). Et eksempel

herpd kan vaere at erstatte brug af prolaktin (Che et al. 2024b) med hypofysekestrakt (Sattari et al. 2023).
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Hvis mange af udfordringerne kunne lgses, ville en fordel ved kultiveret mcelk, i sammenligning med pro-
duktion af mcelkeprotein ved prcecisionsfermentering, vcere, at der ved dyrkning af mecelkeceller kunne ske
en udskillelse af flere af de af mcelkens komponenter, som udskilles af mcelkeepithelet. Dette kunne vcere

veekstfaktorer og andre stoffer med bioaktive egenskaber.

3.3 Fremtidsperspektiver

Safremt teknologien videreudvikles og modnes vil det vaere muligt at anvende de syntetiserede mcelke-
komponenter til enten specifikke mejeriprodukter eller modermcelkserstatning afhcengig af den anvendte
celletype. Ultimativt kunne det vcere produkter rettet mod babyer, for tidligt fedte, celdre, eller forbruger-
segmenter med specielle behov, f.eks. ved kultivering af celler hvor specielle komponenter kunne induce-
res. | alle tilfeelde er der behov for oprensning og separation fra det tilferte nceringsmedie. Dyrkning af hu-
mane celler er kontroversielt pd grund af etiske overvejelser, men ved kultivering af humane celler er per-
spektivet, at der kan produceres skrceddersyet "'modermcelk” fra egen moder til babyen, med de potentielle

biologiske fordele, det kunne have.

De internationale startupvirksomheder inden for kultiveret mcelk har en betydelig kapital bag sig, hvilket
skaber momentum, men potentialet for fremtidig disruption af den nuvcerende meelkeproduktion er uvis.
Det vurderes, at der er gode muligheder for etablering og produktion af kultiveret meelk i Danmark, og der
vurderes ikke til at veere specielle barrierer i Danmark, frem for andre lande, rent produktionsmaessigt. Det

vil kreeve viden, kapital og reqgulatorisk godkendelse af kultiveret mcelk som fedevare.

Det forventes ikke, at kultiveret meelk vil erstatte amning, men have perspektiver indenfor modermcelkser-
statning samt ingrediensindustrien. Det er et omréde hvor Danmark og danske virksomheder kan have en
betydelig position, og hvis teknologien modnes, og omrddet etableres, vil der veere betydelige eksportmu-

ligheder.

Hvis de teknologiske og biologiske barrierer Igses, vil kultiveret maelk muligvis kunne produceres med lavere
klimaaftryk end komeelk, men det vil afhcenge af den endelige teknologi og mulighederne for opskalering
af produktionen. Der foreligger for nuvcerende ikke beregninger herpd, da teknologien er pd et tidligt sta-

die.

Selv hvis/nar selve bioreaktor eller organoid problematikken lases, er der stadig en raekke mere biologisk
baserede udfordringer, der mangler at blive last. Det skyldes bl.a. manglende viden om betydning af bio-
logisk variation for udtagning af cellerne, identifikation og oprensning af de rette celletyper fra vaevet/mcel-
ken, levedygtigheden af disse, eventuel kemisk eller anden transformation af de differentierede epithelcel-

ler tilbage til en form for stam-celle med bedre levedygtighed, krav til vcekstmedie og tilsatte hormoner.
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Der er behov for forskning og integrering med praesicionsfermenteringsomrdadet, da en del af udfordrin-
gerne med bceredygtige medier og hormoner muligvis kan lgses gennem synergi med denne teknologi
(Good Food Institute 2021). Der er er igangsat national forskning indenfor omrédet. Da omradet er preeget
af start-ups er der manglende vidensdeling, og dermed er der behov for fortsat og kontinuerlig forskning

for offentlige midler, der kan understatte national positionering og uddannelse af nye medarbejdere.

Sammenlignet med prececisionsfermentering, hvor der med den nuvcerende teknologi typisk produceres
enkelte proteiner, som efterfelgende skal blandes og potentielt samles i kaseinmiceller, forventer produktet
udskilt af kultiverede yverceller at vcere tcettere pd den komplekse matrix, som kendetegner meelk. Det skall
dog afklares i hvor hej grad cellebaseret mcelk vil indeholde de samme mcelkekomponenter og komplekse
strukturer, som er til stede i meelk, herunder kaseinmiceller, fedtkugler, laktose, vitaminer og mineraler. Der

forskes i det for gjeblikket, badde nationalt og internationait.
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4 Forskningsinitiativer indenfor cellebaseret produktion af
mcelkebestanddele ved Institut for Fedevarer, Aarhus Uni-

versitet

Der er for nuvcerende en rcekke forskningsprojekter i gang ved Institut for Fedevarer, Aarhus Universitet, i
samarbejde med iscer Institut for Husdyr- og Veterincervidenskab, AU-Viborg indenfor kultiveret mcelk samt
indenfor prcecisionsfermentering i samarbejde med forskere ved Novo Nordisk Foundation Center for Bio-
sustainability, DTU. Forskellige forskningsinitiativer, som AU-FOOD er med i, indenfor kultiveret produktion af
mcelkebestanddele gennemgds kort i dette afsnit. Desuden er AU FOOD leder af det nye AUFF-flagskib,

CellFood, som skal styrke forskningen indenfor kultiveret landbrug. (Institut for Fedevarer scetter skub i ud-

viklingen af cellulcere fadevarer (au.dk).

4.1 DECIPHER

DECIPHER projektet (https://pure.au.dk/portal/da/projects/paving-the-way-for-microbial-caseins--deci-

phering-the-importance-of-posttranslational-modifications--decipher(e63206c9-38d6-48b5-bfd3-

3dbae?1cdble).html) er et projekt stattet af Novo Nordisk Fonden (NNF) og udfares i et samarbejde mel-

lem DTU, Chalmers og AU-FOOD. DECIPHER projektet bestar af tilknyttede PhD projekter og to post docs og

omhandler mikrobiel produktion af bovine kaseiner og undersegelse af hvordan disse kan modificeres s&
de producerede kaseiner opndr en gnsket funktionalitet, som for eksempel calciumbinding, gennem de
rette PTMer. Desuden er mdlet at karakterisere de producerede proteiner og undersage deres funktionalitet
og ernceringsmaeessige kvaliteter; dette er en del af det PhD i projektet, som foregdr ved AU. Projektet laber

i perioden 01.04.2022 - 31.03.2025.

4.2 CleanPro

CleanPro projektet bestar af to dele, CleanMilk og CleanMeat (CleanMeat and CleanMilk - future sustai-

nable food production - Research - Aarhus University (au.dk)) er et projekt stettet af Landbrugsstyrelsen

under Ministeriet for Fedevarer, landbrug og fiskeri. CleanMilk projektdelen udgeres primcert at et PhD pro-

jekt, der har til formal at;

e FEtablere metoder til at dyrke epithelceller fra mcelkekirtelvaev under betingelser som medvirker til
at der udskilles meelkekomponenter

e Teste hvilke medier og hormoner der kan medvirke til denne udskillelse
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o Karakterisere sammenscetning af de udskilte komponenter i cellesystemerne
e Bidrage til udviklingen af en "life cycle assesment” (LCA analyse)
Projektet Igb i perioden 01.10-2019 - 30.6-2023.

4.3 CleanMilk

| et parallelt projekt, kaldet CleanMilk, stattet af Mejeribrugets ForskningsFond (Composition of "CleanMilk"

from in vitro grown milk cells - Research - Aarhus University (au.dk)) underseges parallelt metoder til at

isolere og dyrke epithelceller fra mecelkekirtelvaev, men til forskel fra CleanPro projektet, er cellerne isoleret
fra meelk og ikke fra slagtedyr. CleanMilk projektdelen udgeres iscer af en post doc og et tilknyttet PhD
projekt, der tilsammen har til formal at:
o Isolere mecelkekirtelepithelceller fra den somatiske cellepulje i mcelk, dyrke disse i robuste /in vitro
systemer, og heste deres mcelkelignende sekreter
e Atundersege de makromolekylcere strukturer i disse mcelkelignende sekreter, inklusive deres fedt-
kugler, kaseinmiceller og kalciumfordeling
e Atsammenligne sekreter fra celler isoleret fra den somatiske cellepulje med sammenscetningen af
komcelk, samt med de sekreter der opnds ved dyrkning af celler isoleret fra selve mcelkekirtlen

Projektet Igber | perioden 1.9.2021-31.12.2024.
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RESUME

Som en del af den grenne omistilling er der pd verdensplan et betydeligt momentum for at finde nye strategier for
produktion af mcelk og kad. | denne vidensyntese praesenterer vi én af disse strategier, nemlig cellebaseret pro-

duktion af meelkebestanddele ved brug af to forskellige teknologier: Prcecisionsfermentering og kultiveret meelk.
Vi beskriver hvordan teknologierne virker, og udlcegger den nuvcerende forskning om dem og de muligheder og
udfordringer, de kan have i forhold til fremtidig produktion af mcelkebestanddele og deres anvendelse i fede-
varer. For preecisionsfermentering prcesenterer vi de seneste godt 30 ars forskning i mikrobiel syntese af mcelke-
proteiner, og sd ser vi pd valg af veertsorganisme, og hvilken betydning dette valg har for anvendeligheden og
omkostningerne af de mcelkeproteiner, der produceres. For kultiveret mcelk, som er et nyere forskningsomrade,
men baseret pd tidligere viden omkring meelkekirtelcellers biologi, ser vi ncermere pd de typer af systemer, der
er testet, og deres respektive resultater. For begge omrdader redeger vi derudover for den industrielle aktivitet p&
omrdderne, der i hgj grad er preeget af startups, og vi diskuterer muligheder for effektiv ressourceudnyttelse i pro-
duktionen samt overvejelser om godkendelse af disse typer af fadevarer pd det Europceiske marked.
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