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Udnyttelse af biernes
obakterier til udvikling

af innovative
plantebaserede fedevarer

Forskere undersgger, hvordan moelkesyrebakterier fra honningbier kan

bruges til at udvikle nceste generation af plantebaserede fedevarer. Ved
hjcelp af avanceret droplet microfiuidics kan tusindvis af bakteriestammer
hurtigt screenes for deres evne til at fermentere plantebaserede ré&varer og
producere vecerdifulde vitaminer og bioaktive forbindelser. Mdlet er at forbedre
smag, tekstur og ernceringsvaerdi i plantebaserede produkter og samtidig
skabe mere boeredygtige fedevarer. Biernes unikke mikrobiom kan dermed
dbne dgren til innovative fadevarer med naturligt forhgjet vitaminindhold.

Af Claus Heiner Bang- Bier huser i naturen et overraskende rigt set plantebaserede miljeer. I dette studie
Berthelsen og Hang Xico, mikrobielt samfund, herunder mange undersggte vi potentialet for at anvende
Fedevareinstituttet, unikke melkesyrebakterier (LAB) i de- bi-relaterede bakterier til udvikling af
Danmarks Tekniske Universitet res tarmsystem, som naturligt er tilpas- nye plantebaserede fodevarer, der kunne

understotte den grenne omstilling af
vores fodevaresystem. Ved hjelp af
avanceret droplet microfluidics tekno-
logi identificerede vi malkesyrebakte-
rier fra bier, som er i stand til naturligt
at producere vitamin B2 (riboflavin)
under fermentering af soja og andre
balgfrugter.

Dette gor det muligt at fremstille
fermenterede drikke beriget med
vitamin B2 uden behov for tilsatning
af vitaminer. Genomanalyser afslorede
desuden mutationer, der er forbundet
med reguleringen af vitaminbiosyn-
tesen. Arbejdet demonstrerer en high
throughput-metode til identifikation af
malkesyrebakterier fra bier og andre
naturlige kilder, og understreger deres
potentiale til at bidrage til udviklingen
af mere naringsrige og baeredygtige
plantebaserede fodevarer.

Fermentering som
redskab til bedre
plantebaserede fgdevarer

Figur 1. Bakterieceller dyrket i dréber. Hver lille drébe indeholder en enkelt bakteriecelle, Markedet for plantebaserede alternati-
som vokser og udvikler sit eget karakteristiske udseende over tid. Ved at skabe tusindvis . Jorp .
af disse miniaturemiljger kan forskere dyrke og studere mange mikroorganismer ver tl'l mejerlprOQukter vokser stadigt,
parallelt, hvilket afslgrer skjult mikrobiel diversitet og hjcelper med at opdage sjceldne men ikke s& hurtigt som ensket. Dette
bakteriestammer. kan skyldes flere ting, sdsom smag,
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Foto: Unsplash.
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Jagt p& nye bakterier. Billede af bi fra Unsplash, gverst. Nederst, billede af Hang Xiao, der
indsamler insekter fra naturen.
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folks vaner samt den ern@ringsmaes-
sige profil, som traditionelle mejeripro-
dukter tilbyder, herunder essentielle
vitaminer og aminosyrer. B2-vitamin
er et eksempel herpd. Da mennesker
ikke selv kan syntetisere B2-vitamin,
skal vitaminet tilfores gennem kosten,
hvor ked- og mejeriprodukter tradi-
tionelt er vigtige kilder. Mangel pé
B2-vitamin kan fore til treethed, inflam-
mation, blodmangel og neurologiske
symptomer.

I dag tilsaettes vitaminer ofte til plan-
tebaserede drikke under produktionen.
Samtidig eftersperger forbrugerne i
stigende grad produkter med en sakaldt
“clean label”, dvs. faerre tilsetnings-
stoffer og mere naturlige ingredienser.
Her tilbyder fermentering et lovende
alternativ, hvor mikroorganismer anven-
des til naturligt at forbedre fadevarers
ern@ringsmassige kvalitet uden behov
for manuel vitaminberigelse.

Naturen som

ressource - humlebier

P& DTU Fodevareinstituttet undersogte
vi vilde bier som en naturlig kilde til
gavnlige mikroorganismer til fermen-
tering af plantebaserede fodevarer.
Biernes mikrobiom er overraskende rigt
pa planteassocierede bakterier. Fordi
bier konstant er i kontakt med blomster
og pollen, indeholder deres tarmmikro-
biota mikroorganismer, der allerede er
tilpasset plantebaserede miljoer, og kan
derfor besidde interessante egenskaber,
der potentielt kan forbedre plantebase-
rede fodevarer.

Drébebaseret dyrkning
af mikroorganismer
For at fa adgang til hele diversiteten i
biernes mikrobiom anvendte vi droplet
microfluidics; en teknologi hvor indivi-
duelle bakterieceller indkapsles i mikro-
skopiske draber, sa hver celle kan vokse
vafhaengigt af de gvrige. Traditionel
screening af mikroorganismer bygger
pa dyrkning pa agarplader og manuel
udvelgelse af kolonier. Denne metode
er arbejdskravende og favoriserer ofte
hurtigt voksende mikroorganismer.
Droplet microfluidics ger det
derimod muligt at dyrke enkeltceller i
separate mikromiljeer. Herved mini-
meres konkurrencen mellem forskel-
lige bakterier, samtidig med at tusind-
vis af mikroorganismer kan dyrkes og
screenes parallelt. I dette studie blev
der desuden udviklet et gennemsigtet
sojabaseret vakstmedium, som under-
stottede bakterievaekst og samtidig var
kompatibelt med det fluorescensbase-
rede detektionssystem.
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lterativ drébebaseret

mikrobiel adaptationspipeline
For at identificere bakterier med forhojet
B2-produktion blev roseoflavin, som

er en strukturel analog til B2-vitamin
anvendt som selektionsmiddel. Resistens
over for roseoflavin er en veletableret
strategi til at opna fedevaregodkendte
mikroorganismer med forbedret produk-
tion af vitamin B2.

Ved hjzlp af denne strategi blev
bakteriepopulationer udsat for fem suc-
cessive runder af adaptation og selektion
kombineret med drabebaseret micro-
fluidics dyrkning. Fluorescens blev
anvendt som indikator for B2-vitamin-
produktion, hvilket gjorde det muligt
automatisk at identificere og sortere de
mest produktive bakterier. Dette blev
opnaet ved, at draberne passerede forbi
en laser, der gjorde draber med hajt
B2-vitamin-niveau fluorescerende og
dette foregik med sa hgj hastighed, at vi
kunne sortere 100 draber per sekund.

Efter fem runder var fluorescens-
signalet steget 18 gange sammenlignet
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Figur 2. Fluorescensmaling af riboflavinproduktion gennem forskellige adaptations- og
sorteringsrunder. RO reproesenterer fluorescensen fra den oprindelige bakterie-
population uden adaptation, mens R1-R5 angiver de fem successive adaptations- og
sorteringsrunder. Foldoendringer blev beregnet ved at sammenligne fluorescens-
veerdierne fra RO med veerdierne fra henholdsvis R1-R5. Veerdierne er gennemsnit af

med den oprindelige bakteriepopulation, P> dubletmalinger, og statistisk signifikante stigninger (P < 0,05) er markeret med *.
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Figur 3. Bioinformatisk analyse af SNV'er identificeret i rib-operonet. (A) Viser genorganisationen i rib-operonet. Tallene under generne
angiver enten genlcengder eller loengden af mellemsekvenserne mellem generne. De sekundcere RNA-strukturer af riboswitch-
elementet i (B) referencegenomet og (C) de riboflavinoverproducerende mutanter er vist. Positionen, som er ansvarlig for den

cendrede struktur, er markeret med gule pile.

hvilket demonstrerede en betydelig
berigelse af B2-vitamin-producerende
bakterier med stort potentiale til sojaba-
seret fermentering.

Isolering af B2-vitamin
overproducerende mutanter
og identifikation af
ngglemutationer
Blandt de isolerede kandidater ud-
viste stammen Lactococcus lactis
NFICC2835 serligt lovende egenskaber
og som nu er blevet inkluderet i vores
stammesamling NFICC. Ved fermen-
tering af kommercielle sojadrikke
producerede stammen konsekvent op til
1,23 mg/L B2-vitamin uden yderligere
vitamintilsetning. Bemarkelsesvardigt
var det, at stammen fortsatte med at
producere B2-vitamin, selv i produk-
ter der allerede var tilsat vitamin B2,
hvilket vidner om en stabil og robust
produktionskapacitet.
Genomsekventering afslerede flere
mutationer relateret til riboflavin biosyn-
tesen. Serligt interessant var en muta-
tion i den sdkaldte FMN-riboswitch — en
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regulatorisk RNA-struktur, som normalt
nedregulerer B2-vitamin-produktionen,
nar der er tilstraekkeligt vitamin til

stede. Den identificerede mutation ser ud

til at svekke denne regulering, hvilket
gor det muligt for bakterien at fortsatte
produktionen af B2-vitamin, selv under
vitaminrige forhold.

Perspektiver for
fedevareindustrien

Studiet demonstrerer, hvordan droplet
microfluidics-teknologier kan accelerere
opdagelsen af funktionelle startkulturer
fra naturlige ressourcer til plantebase-
rede fodevarer, og dette er bare et lille
hjerne af de muligheder, der er med
denne teknologi. I stedet for at screene
tusindvis af bakterier enkeltvist kan
forskere nu analysere hele mikrobielle
samfund direkte under specifikke
betingelser.

Ud over riboflavin (B2) vitamin
produktion kan den samme arbejdsgang
tilpasses til at identificere bakterier, som
producerer andre enskvardige forbin-
delser eller enzymer. Efterhanden som

Kemisk
struktur aof
vitamin B2.

>

markedet for plantebaserede fodevarer
fortseetter med at vokse globalt, kan sa-
danne teknologier bidrage til at mindske
den ern®ringsmassige forskel mellem
mejeriprodukter og plantebaserede alter-
nativer ved hjlp af fermentering frem
for berigelse.

E-mail:

Claus Heiner Bang-Berthelsen:
claban@food.dtu.dk
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