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Ausgangssituation

Kultiviertes Fleisch bietet eine umwelt- und tierfreundliche Alternative zu konventionellem Fleisch. Die Pro-
duktion von kultiviertem Fleisch im industriellen MaRstab ist derzeit allerdings noch eine groRe technische
Herausforderung, da es keine etablierten Prozesse fiir die Produktion von lebensmittelkonformen Stiitzstruk-
turen gibt, die es Myozyten ermoglichen, effektiv zu adharieren, zu proliferieren und komplexe Fleischstruktu-
ren zu bilden. In den letzten Jahrzehnten wurden allerdings deutliche Fortschritte im Bereich 3D-Biodruck und
Gewebeziichtung geschaffen, was die Herstellung praziser Gewebe(mikro)strukturen mit veganem Kulturme-
dium ermoglicht.

Eine etablierte Herangehensweise zur Erzeugung veganer proteinreicher Strukturen in industriellem MaRstab
bietet die thermoplastische Kochextrusion und High-Moisture-Extrusion. In den vergangenen Jahren wurden
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mit dieser Technologie zahlreiche vegane Fleischalternativen auf dem Markt eingefiihrt. Das Potential derart
hergestellter Extrudate als Stlitzstruktur fur kultiviertes Fleisch wurde bisher allerdings nicht untersucht und
genutzt.

3D-Druck wird in der Lebensmittelindustrie bislang v.a. zur Produktion von Spezialprodukten (z.B. Stiwaren)
eingesetzt. Der 3D-Biodruck bietet den Vorteil, Mikrostrukturen von Fleisch prazise in Kombination mit pCT
und CAD nachbilden zu kénnen. Fiir einen breiteren Einsatz dieser Technik sind allerdings noch Fragen zum
Einfluss der Zusammensetzung der Biotinte und der Kultivierungsbedingungen auf die mogliche Herstellung
von kultiviertem Fleisch zu kldren. AuBerdem sind die im 3D-Biodruck verwendeten Materialien und Prozesse
oft lebensmitteluntauglich oder beinhalten mit Tierleid assoziierte Komponenten (z.B. Fotales Kalberserum,
Matrigel).

Stitzstrukturen, die zur Zellbesiedelung und Kultivierung von kultiviertem Fleisch herangezogen werden, ms-
sen eine hohe mechanische Stabilitdat wahrend der Kultivierung, eine hohe Porositdt und eine hohe Biokompa-
tibilitdt haben. Die Stabilitdt der Stitzstrukturen kann durch die Denaturierung und/oder durch Vernetzung
der Proteine und Polysaccharide bei der Kochextrusion, High-Moisture-Extrusion oder beim 3D-Biodruck ge-
wahrleistet werden. Die erhdhte Porositat der Stiitzstrukturen ist fiir die erfolgreiche Besiedlung der Zellen
und eine ausreichende Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen wichtig. Eine hohe Porositat kann bei der Koch-
extrusion durch die Extrusionsbedingungen realisiert werden, da die Extrudate nach dem Verlassen der Dise
expandieren. Zusatzlich ist davon auszugehen, dass die Porositdt durch eine gezielte Einsetzung von thermo-
dynamisch inkompatiblen Protein-Polysaccharid-Mischungen verstarkt werden kann. Zusatzlich kann eine an-
schlieBende Nachbehandlung (mechanisch, chemisch, thermisch oder enzymatisch) dazu beitragen die Poro-
sitdt weiter zu erhéhen. Beim 3D-Druck kann die Versorgung der Zellen durch die sog. Vaskularisierung (d.h.
Nachbildung blutgefaBahnlicher Strukturen) gewahrleistet werden. Eine hohe Biokompatibilitat der Stitz-
strukturen wird erreicht, wenn diese (ber sog. Zelladhasionsmotive verfligen. Dies sind Aminosduresequen-
zen, an denen Myozyten adhérieren und proliferieren kénnen. In pflanzlichen Proteinen aus Soja, Weizen oder
Mais wurde eine hohe Biokompatibilitdt nachgewiesen.

Ziel des Forschungsvorhaben war es, in einem Top-Down-Ansatz durch Extrusion und in einem Bottom-Up-
Ansatz durch 3D-Biodruck vegane Stutzstrukturen fir kultiviertes Fleisch gezielt herzustellen. Im Top-Down-
Ansatz sollten hochporése bzw. faserartige Strukturen extrudiert werden, in denen mikrophasenseparierte
Protein-Polysaccharid-Mischungen verwendet wurden. Eine der Komponenten sollte in einer Nachbehandlung
zielgerichtet durch thermische oder enzymatische Verfahren herausgelost werden. Eine hohe Porositat sollte
die anschlieBende Zellbesiedelung mit Hihnermuskelzellen und eine Kultivierung erméglichen. Im Bottom-Up-
Ansatz sollten (als Referenz fir die mithilfe der Extrusionsverfahren zu erzeugenden Mikrostruktur) vaskulari-
sierte Stitzstrukturen aus zuvor entwickelten veganen Biotinten 3D-gedruckt und besiedelt werden. Durch
den kombinierten Bottom-Up- und Top-Down-Ansatz sollte mechanistisches Wissen zur Biokompatibilitat und
zum Phasenverhalten der Rohstoffe sowie zur erforderlichen Porositat der Stiitzstrukturen und zu den Kulti-
vierungsbedingungen erarbeitet werden, um gezielt kultivierte Fleischprodukte herstellen zu kénnen, die als
Zielprodukte den Texturen und Strukturen von Hiihnerfilet und Geflligelhackfleisch entsprechen. Das Vorha-
ben miindete in der technofunktionellen und wirtschaftlichen Bewertung der Erzeugung von kultiviertem
Fleisch mithilfe des Top-Down-Ansatzes.

Forschungsergebnisse

Im Rahmen des ersten Arbeitspakets wurden verschiedene Alginat-Pflanzenprotein-Formulierungen hinsicht-
lich ihres Mikrophasenverhaltens untersucht und geeignete Systeme identifiziert. Die Charakterisierung der
Gelierung zeigte, dass die Proteinzugabe antagonistische Effekte auf makroskopische Stabilitat, Gelstarke und
Gelierungsgeschwindigkeit ausilibt. Fiir den extrusionsbasierten 3D-Biodruck wurden eine automatisierte
Mischeinheit sowie unterschiedliche Mischelemente evaluiert, um Homogenitat und Druckfahigkeit der Bio-
tinten zu optimieren. Entscheidend fiir eine gute Druckbarkeit erwiesen sich eine schnelle Strukturerholung,
eine ausgepragte FlieRgrenze sowie ein ausreichend hohes Speichermodul. Ein reduzierter Proteingehalt
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fihrte zu einer beschleunigten Gelierung und verbesserten Druckergebnissen. Erste Zellversuche zeigten viel-
versprechende Resultate.

Im zweiten Arbeitspaket wurden mikrophasenseparierte Nassextrudate auf Basis von Alginat-Erbsenprotei-
nisolat und Alginat-Sojaproteinkonzentrat hergestellt und strukturell sowie rheologisch charakterisiert. Beim
Erbsenprotein flihrte die Alginatzugabe zu einer erhéhten Faserigkeit und einer Auflockerung der Struktur, was
sowohl visuell als auch im Bruchverhalten erkennbar war. Beim Sojaprotein resultierte die Alginatzugabe in
einer leichten Erweichung der Extrudate, ohne die Faserigkeit signifikant zu beeinflussen. Die anschliefende
Zellbesiedelung zeigte liber einen Zeitraum von sieben Tagen Zellwachstum auf allen nachbehandelten Extru-
daten, trotz unterschiedlicher Mikrostrukturen.

Im dritten Arbeitspaket wurden geeignete tierische Zelllinien, Materialformulierungen und Bioprinting-Strate-
gien identifiziert. Das Einbett-Bioprinting erwies sich dabei als besonders geeignet und effizienter als beispiels-
weise Direct Ink Writing. Auf Basis von uCT-Daten konnten komplexe Fleischmodelle (Schwein, Rind, Fisch)
reproduziert werden, einschliellich der Nachbildung eines steakdahnlichen Aufbaus mit getrennten Muskel-
und Fettgewebestrukturen. Die Zugabe von Erbsenprotein zu 2 %igen Alginat-Biotinten fiihrte vermutlich in-
folge erhdhter Scherbelastung zu einer reduzierten Zellviabilitdt unmittelbar nach dem Druck. Uber einen Kul-
tivierungszeitraum von 14 Tagen zeigte sich jedoch kein Unterschied im relativen Anstieg der Zellviabilitat zwi-
schen reinen Alginat- und Alginat-Erbsenprotein-Biotinten.

Im vierten Arbeitspaket wurde ein Proof-of-Concept entwickelt. Dieser bestand aus zusammengepressten, be-
siedelten Extrudat-Scaffolds, die zu Nugget-dhnlichen Strukturen verarbeitet wurden. Die Nuggets wurden an-
schlieBend gebraten und der Wasserverlust wurde nach dem Bratprozess evaluiert. Dabei konnte kein Unter-
schied zwischen besiedelten und unbesiedelten Nuggets festgestellt werden.

Wirtschaftliche Bedeutung

Die wirtschaftliche Bedeutung des Marktes fiir Fleischalternativen zeigt sich in dessen rasanter Entwicklung:
Laut dem Statistischen Bundesamt (Destatis) stieg der Produktionswert in Deutschland zwischen 2020 und
2024 von 374,9 Mio. € auf rund 647,1 Mio €. Dieser sprunghafte Anstieg innerhalb weniger Jahre unterstreicht
das hohe Innovations- und Wachstumspotenzial des Sektors. Da ca. 80 % der Hersteller in diesem Segment
kleine und mittlere Unternehmen (KMU) sind, bendtigen diese Unternehmen belastbare wissenschaftlich-
technische Grundlagen, um sich strategisch in einem internationalen Wachstumsfeld positionieren und neue
Produkte, einschlieRlich pflanzlich-kultivierter Hybride, entwickeln zu kénnen.

Dieses Projekt liefert hierfiir zentrale Erkenntnisse zur Herstellung veganer, lebensmitteltauglicher Stltzstruk-
turen flr kultiviertes Fleisch. Durch die Kombination von Extrusion und 3D-Biodruck wurden das Mikrophasen-
verhalten von Alginat-Protein-Systemen, die rheologischen Eigenschaften druckfahiger Biotinten sowie deren
Einfluss auf Strukturstabilitdt und Zellviabilitat eingehend untersucht. Im 3D-Druck konnten auf Basis von uCT-
Daten steakdhnliche Mikrostrukturen erfolgreich nachgebildet werden.

Ein weiterer wichtiger Erfolg war der Nachweis, dass tierische Muskelzellen auf Erbsenprotein- und Sojapro-
tein-Nassextrudaten adharieren und proliferieren konnen. Die daraus herstellbaren nugget-dhnlichen Struktu-
ren zeigen das Potential rein pflanzlicher Extrudate als Scaffolds. Allerdings traten hierbei haufig mikrobielle
Kontaminationen auf, die eine Sterilisierung der Extrudate erforderlich machten, ein im Labormalstab I6sba-
res, im industriellen Scale-up jedoch herausforderndes Thema. Diese Erkenntnisse sind fiir KMU besonders
wertvoll, da sie friihzeitig auf notwendige Hygienekonzepte und Prozessanpassungen hinweisen.

Die Ergebnisse versetzen KMU in die Lage, Nischenprodukte mit hohem wirtschaftlichem Entwicklungspoten-
tial zu entwickeln. Durch die Kombination pflanzlicher Rohstoffe mit kultivierten Zellen kénnen hochwertige
Fleischalternativen entstehen, die besonders fiir nachhaltig orientierte Konsumentinnen und Konsumenten
attraktiv sind. Auch Hersteller rein pflanzlicher Fleischersatzprodukte profitieren von den Erkenntnissen: Das
im  Projekt gewonnene mechanistische Verstandnis der Mikrophasenseparation und der
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Verfestigungsmechanismen kann zur Optimierung bestehender Produkte genutzt werden und verbessert die
technologische Basis zukiinftiger Entwicklungen.

Insgesamt schafft das Projekt damit eine wesentliche Grundlage fiir skalierbare, nachhaltige und wirtschaftlich
relevante Prozessketten im Bereich kultivierten Fleisches und starkt insbesondere die Innovations- und Wett-
bewerbsfahigkeit von KMU.
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