B BIOTEKNOLOGI

Proecisionsfermentering

Mikroorganismer i store staltanke kan producere medicin,
kemikalier, fadevareingredienser og brcendstof uden brug
af dyrehold og med et markant lavere forbrug af CO,, vand
og land i forhold til traditionel produkfion.

Af Majse Ndfisi, science
manager, Advanced Protfein
Solutions, Novonesis A/S

Fermentering har varet kendt i mange
ar, for eksempel ved fremstilling af vin
og ol, hvor mikroorganismer omdanner
sukkerstoffer til en reekke andre stof-
fer, deriblandt alkohol og smagsgivere.
Praecisionsfermentering adskiller sig fra
traditionel fermentering ved, at de mikro-
organismer, der indgar, er blevet desig-
net til formalet, for eksempel ved hjelp
af genmodificering i et laboratorium.
Vertsorganismen bliver derved en “cel-
lefabrik”, der producerer store mangder
af det enskede protein eller molekyle.

Hvilke muligheder er der?
Preacisionsfermentering gor det muligt
at producere proteiner fra andre orga-
nismer i mikroorganismer, og man kan
derved opné store mangder rent protein
fra ellers sveert tilgaengelige kilder. Et
eksempel pa dette er insulin. Uden brug
af preecisionsfermentering skulle der

Proteiner fremstillet ved proecisionsfermentering finder blandt andet anvendelse i
vegansk is.

bruges mere end 1 milliard svinekirtler
arligt for at dekke den globale efter-
sporgsel. Et andet eksempel er enzymet
ostelabe, der bruges til at koagulere
melk under osteproduktion. Tidligere
blev ostelabe oprenset fra kalvemaver,
men produceres nu i mikroorganismer,
hvorved animalsk produktion undgas.
Det er allerede i dag muligt at produ-
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Figur 1. Fermenteringsproces. DNA indscettes i veertsorganismen, der dyrkes i

geeringstanke under optimale forhold. Efter endt geering, hastes proteinerne og adskilles

fra voertsorganismen, og resultatet er et oprenset protein med hgj renhed, der kan
bruges som ingrediens i for eksempel fgdevarer.

cere malke- eller @ggeproteiner, som
vil kunne bruges i foedevarer og dermed
erstatte de konventionelle animalske
kilder. Et eksempel er malkeproteinet
B-lactoglobulin, der hos amerikanske
Perfect Day fermenteres i svampeceller
og bruges til fremstilling af vegansk is.
De nye proteiner kan vere identiske i
forhold til den oprindelige sekvens eller
have forbedrede egenskaber sdsom lavere
allergenicitet eller bedre naeringsindhold.
Ved brug af praecisionsfermentering er
det nemlig muligt at eendre pa proteinets
aminosyresammensatning, hvorved
nye egenskaber kan opnas. Dermed er
det ogsa muligt at endre pa enzymers
aktivitet, substratspecificitet og stabilitet,
hvilket kan have stor betydning for deres
robusthed i forskellige processer.
Pracisionsfermentering kan ogsa bru-
ges til at udtrykke en raekke proteiner,
der danner en hel biosyntesevej, hvorved
mikroorganismen kan producere stoffer
som antibiotika, lipider, farvestoffer
samt smags- og aromastoffer. Afhengig
af biosyntesevejen kan det vaere en kom-
pliceret proces, hvor mange komponen-
ter skal spille sammen pé en koordineret
made for at kunne danne et produkt.
Som eksempel er der ved mikrobiel
produktion af ”human milk oligosaccha-
rides” (HMOs) i E. coli indsat fire nye
gener og muteret 14 endogene gener [1].

Processen
Nér en mikroorganisme skal omdannes
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til en “cellefabrik”, foregar det i praksis
ved, at genet, der koder for det enskede
protein indsattes i vartsorganismens
DNA, som nu kan producere det nye
(heterologe) protein enten konstitutivt
(hele tiden) eller ved inducering. Mikro-
organismerne dyrkes i store gerings-
tanke, der indeholder n@ringsmedium
(substrat), og vaekstbetingelser sdsom
temperatur, pH og iltmetning holdes
under neje kontrol. Nér garingen er slut,
og hgje koncentrationer af det enskede
protein er opnaet, bliver proteinerne ha-
stet og oprenset (figur 1). Under oprens-
ningen adskilles proteinet fra vertscel-
len, og det oprensede protein indeholder
derfor ikke DNA.

Mikroorganismer bruges ofte som
vartsorganismer, da disse nemt kan
dyrkes i geeringstanke, har en kort
fordoblingstid og forholdsvis nemt kan
udtrykke proteiner, der er nye for dem.
Populare vartsorganismer er bakterier
(som for eksempel Bacillus sp, Esche-
richia coli), ger (Pichia sp, Saccha-
romyces sp) og filamentigse svampe
(Aspergillus, Trichoderma). Mange ars
forskning har gjort disse organismer til
gode vearter ved at forstd og optimere
processer inden for blandt andet gen-
modificering, proteinudtrykkelse og gee-
ring. Der er dog ogsé fokus pa at udvikle
nye vertsorganismer, hvor produktion
i planter har interessante perspektiver
i forhold til at kunne bruge sollys, og
dermed fotosyntesen, som kulstofkilde.

Flere faktorer er vigtige ved valg af
vaertsorganisme, men en af de afgeren-
de er vaertsorganismens mulighed/evne
til at udfere post-translationel modifi-
kation (PTM). Mange proteiner bliver
@ndret efter translationen, hvorved der
for eksempel paseattes sukkermoleky-
ler eller sker phosphorylering og dette
kaldes post-translational modifikation
(PTM - se faktaboks). PTM kan modu-
lere et proteins aktivitet, lokalisering
samt interaktion med andre cellulere
komponenter som proteiner, lipider og
DNA.

Baseret pa vertsorganismens PTM-
maskineri, kan der ske a&ndringer i det
udtrykte protein; aminosyresekvensen
vil vaere ens, men glycosyleringsmeon-
stret kan for eksempel vere forskelligt.
Det kan veere, at der er pasat andre
sukkermolekyler, end der var pa det
oprindelige protein, eller maske er der
slet ikke sket en glycosylering, hvor der
skulle have vearet. For eksempel er det
humane glycosyleringsmeonster forskel-
ligt fra det i mikroorganismer, hvilket
kan vere en udfordring, da mange af
de proteiner, der bruges til medicinske
formal, er glycosylerede.

Hvilke proteiner kan udtrykkes?
Det kan vere svert at vide pa forhand,
hvilke proteiner der kan udtrykkes i he-
terologe systemer. Proteinerne skal bade
udtrykkes 1 heje koncentrationer, men
ogsa i en funktionel form, hvor korrekt
foldning og PTM spiller vigtige roller.
Som tidligere naevnt er det vigtigt at
kende behovet for PTM for det enskede
protein. Et andet aspekt er nedvendig-
heden af intracellulare forhold som
blandt andet pH og redoxpotentiale. Det
kan ogsa vere, at der er brug for serlige
cofaktorer til dannelse af proteinet,

som vertsorganismen ikke selv kan
producere. Membranproteiner kan vere
serligt vanskelige, da de sidder forank-
ret i cellemembraner, hvor for eksempel
lipidkomposition kan vere afgerende for
funktionaliteten.

Hvilke begrcensninger er der?
Som navnt er valg af vertsorganisme
en vigtig parameter i forhold til, hvilke
proteiner og stoffer der kan produceres.
En anden begransning er relateret til
pris, da det i dag er dyrt at producere
proteiner ved fermentering. Hvis brugen
af pracisionsfermentering skal bredes
ud til helt nye former for proteiner og
maske erstatte proteiner fra animalske
produkter, kan det vere, at der skal fin-
des nye produktionsorganismer og pro-
duktionsmetoder, der kan levere store
mangder rent protein af god kvalitet.
Nar brugen af pracisionsfermentering
beveger sig fra enzym/farma-omradet
til fedevareingredienser, kreeves meget
storre produktionskapacitet, hvilket
kraever betydelige investeringer. I den
sammenhang er der formentlig behov
for alternative finansieringsmulighe-
der gennem statslig eller privat stotte
fra store investorer (se faktaboks for
eksempel pa sddan et projekt). Derud-
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over er der pa nuverende tidspunkt ogsa
udfordringer med at fa nye proteiner
hurtigt pd markedet pé grund af en
langsommelig godkendelsesproces for
nye fedevarer i EU (novel food). Det

vil seerligt vaere en stor udfordring for
mindre virksomheder.

E-mail:
Majse Nafisi: MNAF@novonesis.com
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B Fra CO, til
fedevareproteiner

I et konsortium, stettet af Novo
Nordisk Fonden og Bill & Melinda
Gates Foundation, undersegges mu-
lighederne for at bruge fermentering
til at producere proteiner pa en mere
baredygtig made. Ved hjelp af bio-
logiske og elektrokemiske processer
vil partnerne i konsortiet forarbejde
CO, og omdanne det til acetat (ed-
dike), der kan bruges fra kulstofkilde
for mikroorganismer under fermen-
tering. Mikroorganismerne kan
derved, via pracisionsfermentering,
bruge acetat og producere nye pro-
teiner til brug i fedevarer. Konsortiet
bestar af felgende partnere: Novo-
nesis A/S, Topsoe A/S, Washington
University og Novo Nordisk Founda-
tion CO, research Center ved Aarhus
Universitet. For yderligere infor-
mation: CO, as a sustainable raw ma-
terial in our future food production

- Novo Nordisk Fonden.
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