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Voorwoord

Op 16 november 1956 opende minister-president Willem Drees het nieuwe
researchlaboratorium van Unilever in Vlaardingen. Onderzoek dat eerst plaatsvond
bij de afzonderlijke fabrieken, werd gecentraliseerd. Er ontstond in Vlaardingen een
centrum van wetenschappelijke en technologische kennis. Tijdens het
onderzoeksproject URDV Capabilities, a Business Asset is ingezoomd op de expertises
en kernkwaliteiten die door de jaren heen in Vlaardingen werden opgebouwd. Dit
heeft geresulteerd in de volgende vijf thematische cahiers:

- Marktleider met R&D: Zichtbare en onzichtbare innovaties in Unilever-margarines
- Vernieuwend wassen: R&D in Vlaardingen en de detergents-business van Unilever
- Versnellen en veranderen: Unilever, katalyse en margarinegrondstoffen

- Gesmeerde kennis: Een halve eeuw geschiedenis van Unilevers Becel

- Biotechnologie: Van Wetenschap naar Winkelschap Revisited

De cahiers laten zien op welke wijze Unilevers kennis en kunde tot stand zijn
gekomen, welke rol het researchlaboratorium in Vlaardingen daarbij speelde en hoe
dit het innovatief vermogen van Unilever als consumentenbedrijf beinvloedde. Ook
blijkt hoe de verworven kennisbasis het bedrijf steeds weer in staat stelde in te
spelen op veranderingen in de markt en op maatschappelijke uitdagingen.

De cahiers bouwen voort op een in 2006 uitgevoerd onderzoeksproject. Het
destijds verzamelde materiaal werd gebruikt voor het door URDV Communication
uitgegeven Bringing great ideas to life. URDV 50 years. Het historisch onderzoek
leverde een overzicht op van de wijze waarop het centrale laboratorium tot stand
kwam en zich in de jaren zestig en zeventig van de twintigste eeuw ontwikkelde tot
de ‘universiteit van Vlaardingen. Het toonde de toenemende vervlechting met
andere concernactiviteitenvanaf1970 ende urgentie aaninnovatieve ontwikkelingen
in het begin van de 21e eeuw. Dit onderzoek wierp wel een aantal interessante
vragen op: Welke expertisegebieden kwamen tot ontwikkeling en op welke wijze?
Hoe droegen deze bij aan de innovativiteit van Unilever?

Dergelijke vragen leidden tot het project URDV Capabilities, a Business Asset, dat
liep van 2008 tot 2012. Het doel van het project was tweeérlei. Ten eerste het
opbouwen van interne ‘memory building’ over URDV. Ten tweede vormen de
verzamelde informatie en analyses voor bedrijfs- en techniekhistorici input voor het
wetenschappelijk debat over R&D en innovatie.
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Wij zijn verheugd dat Unilever Research & Development Vlaardingen besloten
heeft de publicatie van de onderzoeksresultaten mogelijk te maken. Daarmee komt
dit unieke onderzoek voor een breed publiek beschikbaar. Een toekomstige
generatie zal deze werken downloaden of uit de boekenkast pakken. Zij zullen
ongetwijfeld geinspireerd raken door de schat aan informatie over innovatie-
processen binnen een multinational en de rol van R&D daarin. Met ons zullen ze
concluderen dat investeren in kennis loont.

Mila Davids (Technische Universiteit Eindhoven), projectleider
Eindhoven, oktober 2016

Biotechnologie

Introductie

In 1988 werd door wetenschappers en technologen van het Unilever Research
Laboratorium Vlaardingen het boekwerkje Biotechnologie: Van Wetenschap naar
Winkelschap uitgebracht.” In deze speciaal op consumenten gerichte publicatie
gaven zij met trots rekenschap van de doorbraken op betreffende terrein.
Internationaal biotechnologisch onderzoek - met name in de Verenigde Staten,
Engeland, Zwitserland en Nederland - maakte het mogelijk om erfelijke
eigenschappen van levende organismen te modificeren. Daarmee werden nieuwe
fundamentele ‘wetten’ uit de levenswetenschappen opgehelderd. Tevens vonden
deze ontdekkingen toepassing binnen bijvoorbeeld de geneeskunde, de land-
en tuinbouw en de daarop gebaseerde industrieén. In Van Wetenschap naar
Winkelschap legden de Vlaardingse wetenschappers deze wapenfeiten op
inzichtelijke wijze uit en verhaalden ze hoe dit alles werd aangewend bij de
consumentenproducten van het voedings- en wasmiddelenbedrijf Unilever.

In de media was in de tweede helft van de jaren zeventig van de 20ste eeuw de
biotechnologie neergezet als even revolutionair als de computertechnologie. Ook
wetenschappers hadden hooggespannen verwachtingen. Een biotechnologische
revolutie was echter uitgebleven. Zo was in 1988 de biotechnologie nog maar
mondjesmaat in het winkelschap terug te vinden. In de op een breed publiek
gerichte brochure illustreerden de Unilever wetenschappers dat dat niet alleen
kwam dooreen zekere aversie tegen ‘genetische manipulatie’ onder de consumenten.
Vooral binnen de voedings- en genotmiddelenindustrie voldeden bestaande
bereidingswijzen - gewoonlijk gebaseerd op chemische of fysische technieken - nog
steeds waardoor de noodzaak ontbrak om de nieuwe biotechnologische technieken
toe te passen. Ook bleken de in het laboratorium ontwikkelde biotechnologisch
processen minder eenvoudig naar fabrieksniveau op te schalen dan de op chemische
en fysische processen gebaseerde werkwijzen. Bij biotechnologie werkt men
namelijk vaak met levende cellen of organismen die zich bij opschaling anders
zullen gaan gedragen. Tenslotte worden aan de veiligheid en risico’s van
voedingsmiddelen hoge eisen gesteld en het was niet meteen duidelijk of de nieuwe
biotechnologie aan deze randvoorwaarden voldeed. Dit aspect was specifiek voor
voedingsmiddelen. Het is dus begrijpelijk dat de nieuwe biotechnologie wel snelle
toepassing vond bij de bereiding van wasmiddelen, bijvoorbeeld als geheel nieuwe
of sterk verbeterde wasmiddelenzymen. In de jaren zeventig waren deze te nemen
hindernissen door zowel de wetenschappers zelf als door het grote publiek vaak
niet te voorzien. De weerbarstige wetenschappelijke werkelijkheid was onvoldoende
onderkend. Dat had sterk bijgedragen aan de te rooskleurige verwachtingen van
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de biotechnologie. Ook dergelijke teleurstellingen werden in Biotechnologie:
Van Wetenschap naar Winkelschap uitgelegd aan de hand van de ervaring met
de biotechnologie in Vlaardingen.

Als producent van voedings- en wasmiddelen had Unilever altijd al gebruik-
gemaakt van de ‘klassieke’ biotechnologie: van fermentaties door micro-
organismen en van enzymatische omzettingen. In de jaren zeventig van de 20ste
eeuw was daar een nieuwe technologie bijgekomen: genetic engineering. In het
Nederlands werd daarbij eerst gesproken van genetische manipulatie en later van
genetische modificatie.? Genetische modificatie is het veranderen van de
eigenschappen van eiwitten, enzymen, cellen en organismen door het bewerken
van de genetische informatie - het desoxyribonucleinezuur of DNA - die voor die
eigenschappen codeert. Voor die verandering kan een drietal werkwijzen worden
gehanteerd. Allereerst kan men bij genen die al aanwezig zijn de genetische
informatie vermenigvuldigen of stilleggen. Voorts kan de gen van het ene organisme
naar het andere worden overgebracht. Tenslotte kan de DNA-sequentie van een gen
worden gemodificeerd teneinde een genproduct te produceren dat is voorzien van
gewenste en verbeterde functionele eigenschappen. Dit laatste wordt protein
engineering genoemd. Modificatie kan door het uitsplitsen van stukjes genetisch
DNA-materiaal en dat in te brengen in het DNA van een ander gastheerorganisme
bijvoorbeeld via een ‘vector’ die in dat gastheerorganisme wordt ingebracht.
De gemodificeerde cel wordt dan getransformeerd genoemd. Dergelijke werkwijzen
worden in algemene zin aangeduid als recombinant-DNA-technologie
of rDNA-technieken.

Nu wordt het aanpassen van erfelijke kenmerken van planten en dieren door
kruisen en fokken natuurlijk al sinds jaar en dag toegepast. Maar de rDNA-
technologie - die we hier in algemene zin ook aanduiden als Biotech - bracht wat
nieuws. Het kruisen en fokken van respectievelijk planten en dieren lukt alleen
tussen soortgenoten. Het kenmerk van de recombinant-DNA-technologie was nu
juist dat daarmee de soortbarriére kon worden doorbroken en dat mogelijke
veranderingen gericht konden worden aangebracht.

De basistechniek voor recombinant-DNA-technologie werd in 1973 gepubliceerd
door twee wetenschappers in de Verenigde Staten: Stanley Cohen van Stanford
University en Herbert Boyer van de University of California te San Francisco. Daarbij
maakten zij gebruik van pas ontwikkelde moleculair-biologische technieken zoals
het zuiveren van DNA-fragmenten, het analyseren van DNA-sequenties
en - niet in de laatste plaats - het splitsen van DNA op specifieke plaatsen met
restrictie-enzymen en het verbinden van fragmenten met behulp van ligasen met
zelf-replicerende DNA extrachromosomale plasmiden. Vervolgens vonden er drie
gebeurtenissen plaats die de ontwikkeling van de Biotech voor een belangrijk
deel zouden bepalen. In de eerste plaats octrooieerden Cohen en Boyer hun
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technologische vinding. Daarmee kwam de vraag op de agenda wie het intellectuele
eigendom van een dergelijke uitvinding toekwam: de uitvinders, de instituten waar
zij werkten of de overheidsinstellingen die de fondsen hadden verschaft om dat
werk te doen. De tweede gebeurtenis was de oprichting van een commercieel bedrijf
door Boyer. Samen met de ondernemer Bob Swanson en een bedrijf met venture
capital richtte Boyer in 1976 Genentech op.® Hiermee werd voor de Biotech een
trend gezet. Academische onderzoekers splitsten zich af van hun instellingen en
begonnen spin-off bedrijven. Ondernemers en wetenschappers die een gat in de
Biotech-markt zagen begonnen start-ups. Venture capital werd een manier om de
aanvangsverliezen van de nieuwe bedrijfstak, die de Biotech nu eenmaal was, te
dragen. Een kenmerkend voorbeeld hiervan was Amgen. Dit bedrijf werd door
George Rathmann opgericht. Bij investeerders harkte hij het benodigde venture
capital bijeen. Op 14 oktober 1980 ging Amgen als eerste Biotech-bedrijf naar de
beurs. Aan het eind van de eerste beursdag was de waarde van het Amgen-aandeel
verdriedubbeld.* De derde gebeurtenis die van invloed bleek op de ontwikkeling van
Biotech was de onrust die ontstond rond de veiligheid van de rDNA-technologie.
Immers met de rDNA-werkwijze kon men soortgrenzen doorbreken die binnen de
natuur onverbrekelijk waren. De veiligheid van de Biotech was daarmee niet op
voorhand duidelijk. Bovendien had een groep hoofdzakelijk academische
wetenschappers in de Verenigde Staten zichzelf een onderzoeksmoratorium
opgelegd om eerst te evalueren wat de risico’s van de nieuwe technologie waren. De
druk om het moratorium op te heffen was groot omdat er commerciéle belangen op
het spel stonden. Toen de nieuw ontwikkelde technologie algemeen bekend werd,
leidde dat tot grote onrust onder het grote publiek en met name bij omwonenden
van de laboratoria waar dergelijk onderzoek gedaan zou gaan worden.®> Uiteindelijk
kon de maatschappelijk onrust grotendeels weggenomen worden, onder andere
doordat veiligheidscommissies werden in gesteld, maar vooral ook omdat er
richtlijnen werden ontwikkeld ten aanzien van de fysische inperking waaronder de
experimenten plaatsvonden en van de soorten micro-organismen waarmee mocht
worden gewerkt.

Recombinant-DNA-technologie was dus cutting-edge-science en uiteraard wilden
ook Nederlandse onderzoekers van universiteiten, semi-publieke onderzoeks-
instituten en bedrijven zich daarin specialiseren. Maar net als in de Verenigde
Staten leidde de nieuwe technologie ook hier tot publieke discussies over de
veiligheid, de risico’s en de maatschappelijke wenselijkheid ervan. Gaandeweg
ontstonden er procedures hoe veilig om te gaan met recombinante organismen en
over hoe het toezicht zou worden geregeld. Wel bleef er uitgebreide discussie onder
de Nederlandse bevolking over de wenselijkheid van producten die met de Biotech
werden geproduceerd. Toepassingen van de Biotech binnen bijvoorbeeld de
geneeskunde worden algemeen aanvaard. Dat geldt ook wanneer Biotech wordt
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toegepast binnen de industrie, bijvoorbeeld omdat dat een milieuvoordeel oplevert.
Deze vormen van toepassing worden resp. de rode en de witte biotechnologie
genoemd. De acceptatie van de groene Biotech - de toepassing ervan binnen de
landbouw en voeding - ligt echter veel gecompliceerder. In Europa en met name in
Nederland staat men in het algemeen negatief ten opzichte van genetisch
gemodificeerde enzymen, eiwitten en organismen (genetically modified organisms of
gmo’s) voor voedsel.

Tegelijkertijd waardeert het grote publiek bepaalde eigenschappen van de
biotechnologie. Zij staat veel positiever ten opzichte van natuurlijke c.q.
biologische processen waarbij gebruik wordt gemaakt van levende organismen of
onderdelen daarvan zoals microben of enzymen, dan tegenover werkwijzen die tot
de chemie in strikte zin behoren. Bij deze laatste wordt vaak veel energie gebruikt
omdat het proces plaatsvindt bij hogere temperatuur en/of hoge druk; ook kunnen
er veel restproducten ontstaan. Daarentegen vinden biologische processen bij
voorkeur plaats bij kamertemperatuur. Door gebruik te maken van enzymen kan
men reacties specifiek laten verlopen waardoor er minder afvalproducten
ontstaan. De perceptie van de Biotech bij het grote publiek is altijd een Janus-kop
geweest. De geschiedenis van deze onderwerpen is echter uitgebreid bediscussieerd
en we zullen die dan ook veelal buiten beschouwing laten.®* We dienen ons wel te
realiseren dat die algemene beeldvorming ook een rol speelde voor de wijze waarop
de Biotech zich bij Unilever ontwikkelde.

In Nederland was een flink aantal industriéle bedrijven en onderzoeks-
instellingen geinteresseerd in de recombinant-DNA-technologie. In de eerste plaats
ging het daarbij natuurlijk om die bedrijven waar men werkte met micro-
organismen zoals bacterién, gisten en schimmels. Voorbeelden daarvan waren
Gist-Brocades, Heineken, het Nederlands Instituut voor Zuivelonderzoek (NIZO),
Avebe en Unilever. Voorts hadden, omdat het voordelig kon zijn om chemische
werkwijzen voor de bereiding van chemicalién te vervangen door biotechnologische,
ook bedrijven als Shell, DSM en Akzo belangstelling (zie tabel 1). In
deze studie richten wij ons op de omarming van de Biotech door multinational
Unilever.

Biotechnologie

Tabel 1 Een overzicht van de onderwerpen, technieken en bedrijven die in Nederland in 1982 bij

de nieuwe biotechnologie waren betrokken

Bed rIJf

Voeding/genotmiddelen

Bier G Vervanging moutproces; continue Heineken
vergisting
Brood G Rendementsverbetering gistproductie Gist-Brocades
Yoghurt en karnemelk B Verbetering zuursel; continue proces NIZO
Kaas B Beter microbieel streemsel; snellere rijping; | NIZO
nieuwe soorten
Hulpstoffen
Aminozuren (eiwitverrijking, | B Efficiénter produceren -
smaarverbeteraars)
Polysacchariden B Efficiénter produceren; benutting zetmeel Unilever
(stroperig-makers)
Geur/smaakstoffen Diversen Efficiénter produceren -
Technische enzymen
Eiwitsplitsers B Efficiénter produceren Gist-Brocades
(onder meer wasmiddelen)
Suiker/zetmeelsplitsers S, G Efficiénter produceren; innovatie O.a. Gist-
zetmeelindustrie Brocades
Diverse anderen B,S,G Procesverbetering voeding, genotmiddelen, | O.a. Unilever en
farma-industrie Gist Brocades
Veevoereiwitten
Veevoereiwitten G Eiwit uit afval papier en kartonindustrie Avebe
G, B Eiwit uit aardolie en aardgas
Industriéle chemicalién
Ethanol (alcohol) G Energie (brandstof) uit biomassa Shell en Gist
Brocades
Aceton; butanol B Benutten biomassa Shell en Gist
Brocades
Citroenzuur S Benutten biomassa Shell en Gist
Brocades

Introductie
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Geneesmiddelen

Antibiotica B, G Verbetering productie Gist-Brocades
Steroiden B,S Verbetering productie Akzo-Pharma en
(geslachtshormonen) (stroomlijning proces) Gist-Brocades
Eiwithormonen B Vernieuwing (interferon) respectievelijk -
efficiénter produceren (bijv. insuline)
Enzymen B Urokinase, bijv. tegen bloedstolsels; -
verbetering productie
Vaccins Diversen Nieuwe producten dan wel verbeterde Akzo-Pharma
productie en Rijksinstituut
voor de Volks-
gezondheid
Monoclonale antistoffen Diversen Nieuwe producten Rijksinstituut
voor de Volks-
gezondheid
Diagnostica Diversen Nieuwe dan wel verbeterde producten Akzo-Pharma en
Uniliver
Alkolaiden Diversen Tegen virussen (wellicht tegen tumoren); -
uit planten
Diversen
Afvalwaterzuivering B Efficiéntere, beter beheerste procesvoering | CSM, DSM,
Avebe, Unilever
en Gist-Brocades
Bio-Insectiden B Milieuvriendelijke, zeer specifieke Shell
bestrijding
Secundaire winning aardolie Microbiéle omvorming tot winbare ‘olie Shell
pasta’
Microbiéle mineralogie Microbe als concentreerder -
Luchtstikstofbinding Plant krijgt ingebouwde kunstmest- -
fabriekjes
Gerichte plantenveredeling Gunstigere eigenschappen O.a. Unilever
(bijv. hogere opbrengsten)

* G = gist, B = bacterie, S = schimmel

Bron: R. Sijmons, ‘Gisten, schimmels en bacterién als redders des vaderlands’, Vrij Nederland

(10 april 1982).

Vanaf de jaren 1980 waren de verwachtingen bij Unilever rond de opbrengsten van
de Biotech hoog gespannen. In 1992 schatte de Chemicals Coordination van
Unilever in dat de verkoop van Biotech-gelieerde producten aan het eind van de
eeuw zou zijn opgelopen tot 1 miljard dollar per jaar. Unilever-bedrijven zoals
National Starch, Quest en Unichema die onder Chemicals Coordination vielen,
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produceerden in belangrijke mate producten die waren gebaseerd op natuurlijke,
vernieuwbare materialen. Daarbij zou, zo was de verwachting, de rol van Biotech
enorm toenemen. De doelstelling was enerzijds wereldleiderschap op het terrein
van met de Biotech geproduceerde voedingsingrediénten en anderzijds een sterke
groei in het marktaandeel bij Personal Products, Detergents en specialty chemicals/
intermediates waarbij de nieuwe biotechnologie voordelen zou opleveren.

De moderne biotechnologie vormde tijdens het laatste decennium van de 20ste
eeuw inderdaad een belangrijk aspect in de concurrentie om het aandeel in de
wereldmarkt. Bedrijven als Nestlé, Kraft/General Foods, Ajinomoto en Kao
investereerden intensief in de Biotech door eigen R&D, terwijl bedrijven zoals
Procter & Gamble en Henkel researchverbanden waren aangegaan met derden
zoals Calgene/Genencor respectievelijk Sandoz. Calgene, Monsanto, Dupont en
Plant Genetic Systems waren indertijd wereldleiders in planten en zaden die met
genetic engineering waren aangepast. ICI deed veel aan Biotech bij planten,
diagnostiek, fermentatieproducten, biologisch afbreekbare kunststoffen en zaden.
Het Deense Novo-Nordisk was wereldleider industriéle enzymen en was met
biotechnology op dat gebied zeer actief.” Het was in dit concurrentieveld dat
Unilever zich op biotechnology ging richten. De geschiedenis van de Biotech bij
Unilever is helaas te veelomvattend om in haar geheel te worden beschreven. De
klassieke en de nieuwe biotechnologie worden bij zoveel processen en producten
toegepast dat daar moeilijk een compleet beeld van te geven valt. We zullen ons hier
noodgedwongen moeten beperken tot een analyse van de wijze waarop een
technologie die buiten Unilever werd gestart, door de Centrale Research van het
bedrijf werd opgepakt, verder ontwikkeld en tenslotte vercommercialiseerd. Aldus
omschreven lijkt het op het lineaire proces dat is omvat in de titel van het eerder
genoemde boekwerkje Biotechnologie: Van Wetenschap naar Winkelschap. In het
vervolg van dit cahier zal blijken dat dat niet het geval was. Wel speelde de
wetenschappelijk onderzoek een belangrijke rol.

Sinds de jaren zeventig van de 20ste eeuw was er de overheid veel aan gelegen om
het wetenschappelijk onderzoek aan de universiteiten van groter nut te laten zijn
voordeeconomie. Innovatie - in de betekenisvan hetomzetten van wetenschappelijke
kennis in commerciéle producten - werd daarbij een ‘toverwoord. Toen werd
overigens al snel duidelijk dat die vertaalslag van wetenschappelijke
bevinding naar een commercieel product waarnaar marktvraag bestond (of die kon
worden opgeroepen) niet eenvoudig was. Maar er bestonden duidelijk verschillen
tussen wetenschapsgebieden voor wat betreft de mogelijkheden tot toepassing.
Bijvoorbeeld, van disciplines zoals sterrenkunde en hoge-energiefysica zou op korte
termijn weinig commercialisering verwacht kunnen worden. Drie terreinen echter
leken in de jaren zeventig en tachtig als het ware ‘rijp’ voor commercialisering te
zijn. Dat waren materials science (dat instrumenteel was geweest bij
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de opkomst van de micro-elektronica), informatiekunde en de biotechnologie.

Op zich waren biotechnologische processen al eeuwen oud maar de moderne
biotechnologie was erin geslaagd om de ‘werkpaarden’ van biologische processen,
de eiwitten, te manipuleren en te modificeren. Inmiddels was opgehelderd dat de
uit aminozuren bestaande eiwitten worden gesynthetiseerd uitgaande van
genetische informatie die is vastgelegd in nucleinezuur, de erfelijke informatie.
De manipulatie van erfelijke informatie van biologische organismen was niets
nieuws onder de zon: al eeuwen werden door kweken, kruisen en fokken nieuwe
rassen en variéteiten gecreéerd. Maar verwacht werd dat vanuit de moderne
biotechnologie genetische modificaties voortaan te voorspellen waren en heel
precies uitgevoerd zouden kunnen worden. Men voorzag dat eiwitten voortaan in
grote hoeveelheden en in extreem zuivere vorm geproduceerd zouden kunnen
worden, dat fouten in de genetisch aanleg van een organisme misschien gecorrigeerd
konden worden (gentherapie) en dat eigenschappen van organismen - variérend
van virussen, bacterién, schimmels, schapen en stieren - gemodificeerd zouden
kunnen worden.

De eerder vermelde ‘wilde ideeén’ uit het begin van de jaren zeventig leken
realiteit te kunnen worden. De recombinant-DNA-technologie uit 1974 maakte het
verplaatsen van een stukje DNA van het ene type micro-organisme naar een ander
type mogelijk. Daaruit werd gespeculeerd dat het misschien mogelijk was om een
gen voor een menselijk eiwit, zoals insuline over te brengen naar een bacterie en het
die bacterie te laten produceren. Op dergelijke - op dat moment nog -
gedachtenexperimenten was de explosie aan Biotech-bedrijven in de laatste kwart
eeuw van de 20ste eeuw gebaseerd.

De ontwikkeling van een innovatie verloopt anders dan het ontwikkelen van een
wetenschappelijke theorie. In het laatste geval is vaak sprake van werken binnen
een enkelvoudige discipline of binnen twee disciplines, worden de resultaten bjj
publicatie onderworpen aan de kritiek van medewetenschappers (peer review) en
wordt de status van de wetenschapper afgemeten aan de status van het tijdschrift
waarin wordt gepubliceerd (de impact factor van het tijdschrift). Wil men tot een
innovatie komen dan moet men omgaan met de complexiteit van de toepassing.
Daarom wordt gewerkt via processen van terugkoppeling, via trial-and-error en via
simpelweg leren-door-te-doen. De aanpak is vaak multidisciplinair en er wordt
gewerkt in teams.?

De receptie van de Biotech door Unilever Research was typerend voor de uitdaging
om een een science-based technologie om te zetten in een innovatie op een terrein
waarmee men bekend was vanuit de toepassing van de traditionele biotechnologie.
In de historische cassussen in dit cahier komen de dilemma’s naar voren die zich
voordoen bij innovatieprocessen welke voor een belangrijk deel zijn gebaseerd op
wetenschappelijke doorbraken. Het gaat dan om klassieke problemen zoals hoeveel
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basic-science moet je zelf doen, wat valt er daarbij te octrooieren, hoe en met wie kan
worden samengewerkt, wat kan er van buiten worden verworven door koop of
licenties, en hoe past dit alles in de business-strategie? De innovatie zal ook
beconcurreerd worden zodat de kracht van de concurrent moet worden ingeschat.

De ontvangst van de Biotech binnen Unilever in de tweede helft van de jaren
zeventig werd beinvloed door de teleurstelling die was ontstaan over de commerciéle
opbrengsten van de massieve investeringen in centrale Research & Development
sinds de jaren zestig. Vanaf de jaren veertig was de concernleiding van Unilever
overtuigd geraakt van het nut van R&D voor de business. Andere industrieén, met
name diegenen die actief waren op het terrein van de chemie en de elektronica
(denk in Nederland aan Shell en Philips), waren Unilever al enige decennia voor. In
het kader van de versterking van de Unilever-R&D was het laboratorium in Port
Sunlight in Engeland tijdens de Tweede Wereldoorlog sterk uitgebreid. Na de
oorlog was er in Zwijndrecht een centrale onderzoeksafdeling gekomen voor olién
en vetten. Vervolgens werden er plannen ontwikkeld voor zowel een laboratorium
nabij Londen - de latere Colworth House laboratoria - als een nieuw laboratorium
in Vlaardingen. In 1969 werd in Vlaardingen, na eerdere uitbreidingen met onder
andere een fors Biologisch Laboratorium, een imposante, negen verdiepingen
tellende laboratoriumvleugel in gebruik genomen.®

Kort daarna, in het begin van de jaren zeventig, werd duidelijk dat exploratief
wetenschappelijk onderzoek niet ‘vanzelf’ leidde tot product- en procesinnovaties.
Het antwoord hierop werd gezocht in een nauwere samenwerking tussen Research
en de Business. Unilever Research werd daarvoor gereorganiseerd tot een matrix-
organisatie. Om toch voldoende kans te geven aan nieuwe ontwikkelingen voor
zowel de bestaande business als voor nieuwe business-mogelijkheden, werd door
Unilever het Corporate Research & Engineering Fund (CREF) opgericht.
Medewerkers die op projectbasis werden aangesteld door CREF werden overigens
niet in een centrale organisatie geplaatst, maar in de bestaande researchorganisatie
opgenomen. CREF werd geleid door de Science & Technology Policy Group (STPG)
die verantwoording aflegde aan Corporate R&D. Dit was de context waarin de
Biotech binnen Unilever tot ontwikkeling kwam: enerzijds een institutionele
structuur van het CREF waarin een science-based technologie tot ontwikkeling kon
komen en anderzijds de behoefte aan meer concrete innovaties vanuit de
investeringen in Research & Development.

De verdeling van het aantal scientist-teams binnen het Corporate Research &
Engineering Fund (CREF) over de verschillende onderwerpen illustreert dat midden
jaren tachtig het Biotech-R&D behoorlijk op stoom was gekomen. In 1985 werkten
er een twintigtal scientist-teams met in totaal zo'n 70 medewerkers. Het was
daarmee één van de grootste R&D-inspanningen van Vlaardingen.'®
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Tabel 2 Verdeling naar onderwerp binnen het onderzoeksprogramma van het Unilever Corporate

Research & Engineering Fund (CREF) per 1985, uitgedrukt in scientist teams (3-5 personen)

Biotechnologie 20
Cellulaire activiteit en gezondheidswinst 12
Materials science 15
Manufacturing technology 20
Corporate ontwikkelingsprojecten 14
Sensoren 4
Oxidatieve chemie 3

Bron: AHK Rotterdam, reeks R&D, doos 99, map: 4; Minutes of meeting Special Committee 1984/6,
met Meeting with Special Committee Research & Engineering Division, 6 february 1986.

Hiermee zijn enkele belangrijke elementen uit onze analyse geintroduceerd;
allereerst een Unilever-business waarin de traditionele biotechnologie al een
belangrijke rol speelde, voorts een sterke concurrentie van bedrijven en
toeleveranciers die waren gespecialiseerd op het gebied van microben, gisten en
schimmels en daarvan afgeleide producten zoals peptiden, eiwitten, enzymen en
flavours. Ook zij begaven zich op het gebied van de nieuwe biotechnologie.
Vervolgens vormde een energieke academische wereld die had geleerd dat er met
basic-science goed geld was te verdienen wanneer zij een bedrijf als start-up of spin-
off begonnen een derde belangrijk element. De academische wereld kwam in de
jaren tachtig meer open te staan voor samenwerking met het bedrijfsleven, zowel
met betrekking tot advisering en contract-research als met de aanstelling van
bijzonder hoogleraren vanuit het bedrijfsleven. Tenslotte was er nog sprake van een
Biotech-industrie waarvan een paar bedrijven fenomenaal veel geld verdienden,
maar waarvan de meeste jarenlang rode cijfers zouden schrijven en alleen in leven
konden blijven op basis van venture capital dat volhardend bleef geloven in een
gouden toekomst.!

Biotechnologie

1. Het eigen maken van de tools: Thaumatine

In juni 1973 - het jaar dat de techniek van het recombineren van de drager van
erfelijke informatie, het DNA was ‘ontdekt’ - hadden moleculair-biologen zich in
kleine kring bezorgd uitgelaten over het gevaar van het overschrijden van natuurlijke
soortgrenzen. De grootste angst was het ontstaan van nieuwe pathogenen
waartegen geen afweer zou bestaan. In juli 1974 publiceerde het Amerikaanse blad
Science een brief van moleculair-bioloog Paul Berg en een aantal collega-
onderzoekers waarin zij opriepen tot een moratorium op rDNA-experimenten
totdat er duidelijkheid was over de gevaren. Een jaar later werd in het Californische
conferentieoord Asilomar een bijeenkomst gehouden over de risico’s. Aanwezig
waren een groot aantal wetenschappers, een handvol juristen en een twintigtal
wetenschapsjournalisten. Ook Nederlandse onderzoekers waren vertegen-
woordigd.*?

De Nederlandse wetenschappers, die zich de rDNA-technologie inmiddels
eigen hadden gemaakt, wilden die graag toepassen. Maar ook in ons land
lieten bezwaarden hun stem horen en vroegen om een periode van bezinning.
In het voorjaar van 1976 werd door de Koninklijke Nederlandse Akademie van
Wetenschappen (KNAW) een studiegroep ingesteld: de ‘Commissie belast
met het toezicht op Genetische Manipulatie’. Later nam ook de Nederlandse
Gezondheidsraad haar verantwoordelijkheid en ging op eigen initiatief over tot
advisering. De discussies beperkten zich niet tot de direct betrokkenen, dat wil
zeggen de wetenschappers. Ook in de Tweede Kamer werden vragen gesteld,
bijvoorbeeld over de plannen van de Universiteit van Amsterdam om aan de
kunstmatige recombinatie van genen te gaan werken. De regering wilde de
verantwoordelijkheid het liefst laten bij de deskundigen, in dit geval de DNA-
commissie van de KNAW. Om de mogelijkheden en gevaren van recombinant-
DNA te inventariseren, werden discussie- en inspraakrondes gehouden. Hier
konden belanghebbenden en het grote publiek hun mening naar voren brengen. Op
grond van die discussies zou de KNAW-commissie dan een advies
uitbrengen.!?

Eén van de actieve deelnemers aan het debat was Jan Boldingh, de toenmalige
voorzitter van de directie van het Unilever Research Laboratorium in Vlaardingen.
Boldingh stelde dat het terrein van het DNA-recombinatie-onderzoek een
betrekkelijk jong gebied van de zuivere wetenschapsbeoefening was. Hij stelde dat
diegenen die dat werk wilden doen slechts streefden naar ‘een vermeerdering van
kennis en inzicht in de chemische mechanismen die een rol spelen bij de overdracht
van DNA tussen verschillende micro-organismen en het tot uiting brengen daarvan
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in een eiwitsynthese, een proces dat zich bij vele micro-organismen in de natuur
om ons heen regelmatig - en door de mens ongecontroleerd voltrekt.” Men had dus
geen gevaarlijke toepassingen voor ogen! Boldingh zag in een dergelijk verleggen
van wetenschappelijke grenzen weinig gevaren, zij het onder de voorwaarde dat het
nucleinezuur waarmee men werkte geen ziekteverwekkende eigenschappen bezat.

Unilever Research had in Vlaardingen al de nodige voorbereidingen getroffen om
het DNA-recombinatie-onderzoek op te pakken. Zo was er een DNA-laboratorium
ingericht waarin volgens strikte veiligheidseisen van het zogeheten CII-regiem werd
gewerkt (afgeleid van Category of Containment). De faciliteit voldeed aan de structurele
eisen zoals werken bij onderdruk, filtratie van de lucht, noodstroom, ontsmetten van
afvalwater aanwezigheid van een dompelbad, een personensluis en douches. Tevens
werd al het materiaal afgevoerd via een autoclaaf. *

Werd er in die tijd in de politiek en de media nog uitgebreid gediscussieerd over
de wenselijkheid en risico’s van de rDNA-technologie, binnen Unilever was
inmiddels besloten dat men zich de nieuwe technieken in een leerproces eigen
wilde maken. Unilever Research Division had in het midden van de jaren zeventig
een twintigtal Science & Technology Strategy Groups ingesteld met de taak
onderzoeksvelden op beloftevolle ontwikkelingen te verkennen. Eén daarvan betrof
het genetisch onderzoek. Het rapport hierover, getiteld A strategy for genetic research,
verscheen in 1976 en was geschreven door Graham W. Gould vanuit Colworth
House en C. Theo Verrips vanuit Vlaardingen.¢

Verrips was in 1969 bij Unilever in dienst getreden en had eerst bij de afdeling
Microbiologie gewerkt waar hij onderzoek deed naar de fermentatie van melk, een
onderwerp waarop hij ook zou promoveren. Hij en Gould zagen voor Unilever
Research op genetisch terrein veel mogelijkheden. Ze deelden potentieel onderzoek
in twee groepen in. De eerste categorie betrof het modificeren van planten om
bijvoorbeeld de biosynthese van bepaalde secundaire stofwisselingsproducten te
beinvloeden. Zo was in planten een hogere weerstand tegen ziektes in te bouwen en
kon de voedingswaarde van bepaalde planteneiwitten worden verhoogd. De tweede
onderzoekscategorie had betrekking op een tweetal onderwerpen. Ten eerste
werden kansen gezien voor de productie in micro-organismen van enzymen.
Toepassingen daarvan lagen binnen de voedingsmiddelen- en binnen de
wasmiddelenindustrie. Als voorbeelden werd gedacht aan eiwit-, zetmeel- en
vetsplitsende enzymen. Ten tweede werd gekeken naar het gericht ingrijpen in de
genen als dragers van erfelijke eigenschappen, om zodoende de fysische en
biologische eigenschappen van enzymen te veranderen. In totaliteit zouden
dergelijke werkwijzen genetic engineering worden genoemd. In het Nederlands werd
aanvankelijk de term genetische manipulatie en later de term genetische modificatie
gebruikt.
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Om de tools voor genetische modificatie - zoals het naar een bacteriéle gastheer
overbrengen van een gen dat codeert voor een eiwit - te ontwikkelen en de benodigde
kennis op te doen, werd begonnen met werk aan het eiwit thaumatine. De reguliere
studie van de krachtige zoetstof thaumatine paste in het langjarig
onderzoeksprogramma van Vlaardingen dat aan het eind van de jaren 1960 was
gestart. Reuk en smaak waren namelijk twee thema’s waar Unilever al decennialang
een grote belangstelling voor had. Op het gebied van de smaak was Unilever
Research in de jaren 1950 succesvol geweest met de isolatie van delta-lactonen, die
een botersmaak leverden. Hierna wilde URL Vlaardingen beter inzicht krijgen in de
wijze waarop het fenomeen smaakperceptie plaatsvindt. Onderzoek naar krachtig
zoetsmakende stoffen zou kunnen verduidelijken om welke chemische signalen het
daarbij zou gaan.

Het eiwit thaumatine werd in Vlaardingen door H. van der Wel uit de vruchten
van de in West-Afrika inheemse plant Thaumatococcus daniellii geisoleerd.'’
Volgens Vlaardingen-directeur Boldingh was het, om door te dringen tot de
moleculaire achtergrond van de smaakperceptie, noodzakelijk om studie te maken
van het proces dat plaatsvindt wanneer een smaakstof in contact komt met het
biomembraan van een smaakcel.’® Voor Unilever was de studie van thaumatine
aantrekkelijk, omdat het eiwit thaumatine niet alleen een krachtige zoete smaak
bezat, maar daarnaast ook nog beschikte over andere voor een voedingsindustrie
aantrekkelijke eigenschappen: het is een natuurlijk product, het is laagcalorisch en
het kan fungeren als een smaakversterker.’® De zoetstof was dus om meerdere
redenen interessant. In samenwerking met universiteiten werd met behulp van
rontgenanalyse reeds de structuur van het thaumatine-molecuul onderzocht.?° Het
lukte Vlaardingen om belangrijke opbrengsten uit het thaumatine-onderzoek
geoctrooieerd te krijgen.?!

De Vlaardingse onderzoekers ontwikkelden een ‘werkwijze’ om het gen voor het
zoete planteneiwit in een E. coli-bacterie over te zetten. Het principe van
zo’'n techniek was elders ontwikkeld en deze techniek zou toepasbaar moeten
zijn voor ieder willekeurig gen uit een eukaryoot organisme waarvoor zogeheten
messenger-RNA (mRNA) beschikbaar was. Maar bij thaumatine bleek een succesvol
transformatieproces uitermate complex te zijn. mRNA vormt de genetische code
voor de aminozuurvolgorde van het eiwit, maar dit mRNA is echter te instabiel om
er goed mee te kunnen werken; genetische informatie blijft alleen behouden als het
bestaat uit DNA. Daarom werd van het mRNA een DNA-kopie gemaakt, het
zogeheten cDNA. Maar omdat die cDNA-kopie was afgeleid van rijp mRNA
ontbraken de signalen voor regulering van het kopiéren van nucleinezuur. Dit
laatste wordt de transciptie genoemd. Bovendien moet voor expressie in een
bacterie een prokaryoot reguleringssysteem aanwezig zijn dat daarmee ‘in-fase’ is
geplaatst. Over veel van dergelijke technieken was gepubliceerd en de noodzakelijke
enzymen kwamen commercieel beschikbaar. Desalniettemin was het aanleren van
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de tools een proces van vallen en opstaan. Toen dat echter was gelukt, kwam een
techniek beschikbaar voor het verkrijgen van eiwitten afkomstig van eukaryote
organismen door de genetische informatie voor die eiwitten in micro-organismen te
kloneren.?

In Vlaardingen zou men later de productie van thaumatine nog sterk verhogen
door over te stappen van E. coli naar bepaalde gistsoorten. De voorkeur ging daarbij
uit naar ongevaarlijke gisten die bekend staan als GRAS: Generally Regarded as Safe,
dat een soort keurmerk is met betrekking tot de status van micro-organismen. Een
dergelijk systeem werd ontwikkeld en geimplementeerd voor thaumatine. In geval
van E. coli werden per cel ongeveer 500 moleculen thaumatine geproduceerd maar
in gist wel 30.000 moleculen. Dit was dus een sterke verbetering van het proces.?3
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2. Het eerste Biotech-enzym: Chymosine

Enzymen worden vernoemd naar het product dat zij omzetten of het proces dat zij
versnellen. De belangrijkste processing-enzymen zijn proteasen, carbohydrasen en
isomerasen.?* De klassieke biotechnologie van het fermenteren, wordt van oudsher
toegepast bij het conserveren en bereiden van voedsel.? In principe ontstaat
fermentatie uit de inwerking van micro-organismen en enzymen op verse of
voorbewerkte voedingsmiddelen van plantaardige of dierlijke oorsprong. Zij speelt
in de voedingsmiddelenindustrie nog steeds verreweg de voornaamste rol. Naast
drogen en pekelen behoort fermenteren tot de oudste methoden van
voedselverwerking.

Het fermenteren van voedingsmiddelen gebeurt om de houdbaarheid van
voedsel te verlengen, de eetbaarheid te verhogen en de aantrekkelijkheid ervan te
verbeteren. Het zijn echter vooral de veranderingen van de sensorische
eigenschappen die gefermenteerde producten zo karakteristiek maken. Voorbeelden
daarvan zijn de luchtig gerezen structuur van brood, de consistentie en smaak van
Goudse kaas, de viscositeit van yoghurt, de smaakversterkende werking van
sojasaus en het mousserende karakter van diverse alcoholische dranken. Dergelijke
sensorische aspecten zijn van groot belang voor de voedingstak van Unilever.
Enkele voorbeelden die zowel betrekking hebben op fermentatieproducten als
-processen maken dat duidelijk.

Het is lang bekend dat melk in de maag van een kalf gaat klonteren. Er werd ontdekt
dat deze samenklontering het gevolg is van een enzym, rennine of chymosine
genaamd, dat in de maag van het kalf aanwezig is. Dit chymosine gaat een specifieke
interactie aan met het eiwit kappa-caseine in de melk. Het katalyseert het ontstaan
van één breuk in het eiwitmolecuul waardoor het gedrag van het melkeiwit in de
caseinemicel verandert: het transformeert van water-oplosbaar in water-
onoplosbaar. De melkeiwitten aggregeren waardoor de melk uiteindelijk resulteert
in kaas.

Op de wereldmarkt bestond er in de jaren zeventig een tekort aan chymosine,
terwijl er geen goede vervanger beschikbaar was. Binnen de R&D van Unilever -
en elders overigens ook - werd daarom de optie onderzocht om chymosine langs
gentechnologische weg te vervaardigen. De eerste fase van het onderzoek om
chymosine te bereiden omvatte de isolatie van het chymosine-mRNA van het kalf,
het converteren ervan naar cDNA en het inbrengen van het gen in een bacteriecel
met dezelfde technieken als ontwikkeld voor thaumatine. Voor dit laatste werd de
E.coli gekozen, een bacterie die ook in de darm van de mens aanwezig is. Door de
gemodificeerde bacterie te vermenigvuldigen werden in feite chymosine-fabriekjes
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gekweekt. Eind 1981 kon de leerfase van de chymosine-bereiding worden afgesloten
met een octrooi-aanvraag.

Inmiddels had internationaal onderzoek duidelijk gemaakt dat, als men een
exogeen gen - dus vreemd ten opzichte van de gastheer - in uiteenlopende typen
cellen wilde produceren (of tot expressie brengen), dat men dan steeds een ander
expressiesysteem nodig had. Zo’n expressiesysteem bestaat deels uit een vehikel
(bijvoorbeeld een virus of zogeheten plasmide) waarmee het gen-fragment wordt
verplaatst, en deels uit een micro-organisme waarin dat overdrachtsvehikel wordt
geincorporeerd om het daar tot expressie te brengen. De genetische informatie voor
het eiwit - het coderende genfragment - wordt dan vertaald in eiwit. Men had
ervaren dat voor de gewenste uitscheiding van het eiwit door de cel, extra eisen aan
het expressiesysteem werden gesteld. Aan dergelijke gen-transportmiddelen,
bijvoorbeeld plasmiden of vectoren, deed Vlaardingen intensief onderzoek.

Na de productie van chymosine in E. coli in Vlaardingen startte men in 1982
met een volgende fase in het rDNA-werk. Men richtte zich op de expressie van
chymosine in de gist Saccharomyces cerevisiae en in de bacterie B. subtilis. Voor het
werken met deze nieuwe gastheren waren nieuwe expressiesystemen noodzakelijk.
Vooral bakkersgist vormde een interessante kandidaat als gastheerorganisme,
omdat het als veilig werd beschouwd. Dit predicaat, ook wel aangeduid met GRAS-
status (Generally Recognized As Safe) werd ‘verleend’ als er onder wetenschappers
algemene consensus bestond dat een micro-organisme of proces veilig was om te
gebruiken of op de markt te brengen. Bakkersgist werd toegankelijk voor
recombinant-DNA-onderzoek. Bovendien was er in de literatuur veel over de
fysiologie van het organisme bekend, en was er zowel buiten als binnen Unilever
ruime ervaring met het kweken van het organisme op grote schaal. Dit vormde dus
een voor de hand liggende gastheer voor modificatie-onderzoek met chymosine.2¢

In samenwerking met de Universiteit van Amsterdam werd eerst een goed
expressie-element voor gist geisoleerd en gekarakteriseerd. In deze fase van het
onderzoek kwam een samenwerking tot stand met Gist-Brocades. Dit resulteerde in
1983 in octrooi-aanvragen voor de expressie van chymosine in de voor
voedingsmiddelen toepasbare gisten Saccharomyces cerevisiae en Kluyveromyces
lactis. Een volgende fase van het researchwerk omvatte de expressie van chymosine
in B. subtilis, waarbij het expressie-element gedeeltelijk geisoleerd en gedeeltelijk
gesynthetiseerd werd.

De markt voor het kaasstremmende chymosine bedroeg rond 1980 vele
tientallen miljoenen US dollars en er bestonden substantiéle tekorten aan het
enzym. Het is dus niet verwonderlijk dat Unilever niet de enige was die chymosine
wilde kloneren. Nagenoeg tegelijk met Unilever werden overeenkomstige octrooi-
aanvragen bekend gemaakt afkomstig van Collaborative Research Inc. (V.S,),
Celltech Ltd. (Groot Brittannié), T. Beppen et al. Japan) en Genex Corporation (V.S.).
Drie van deze onderzoeksgroepen dienden eerder dan Unilever hun octrooi-
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aanvragen in, maar Unilever was de eerste die de nucleinezuursequentie van het
zoogdier-gen had beschreven. Pfizer begon chymosine te produceren met de
E.coli-bacterie in 1990. Gist-brocades, die van Unilever een niet-exclusieve licentie
had gekocht voor de productie van het enzym, volgde met de gist Kluyveromyces
lactisin 1992. Genencor International was voorlopig hekkensluiter met de schimmel
Aspergillus niger in 1993.?7 Na een heftige octrooistrijd zou Gist-Brocades eruit
komen als een belangrijke chymosineproducent waarmee goed werd verdiend.

Nederlandse fermentatie-expertise

Toen de Biotech als technologie opkwam was Gist de grootste enzymleverancier in
Nederland.?® De oorsprong van dit bedrijf gaat terug tot ver in de 19de eeuw. De
Nederlandsche Gist- en Spiritusfabriek N.V. werd in 1869 opgericht door Jacques van
Marken (1845-1906) die twee jaar eerder als eerste technologisch ingenieur
afgestudeerd was aan de Polytechnische School in Delft. Van Marken behield een
grote belangstelling voor de wetenschappelijke methode en trok in 1885 de
wetenschapper M.W. Beijerinck aan. Deze kreeg de leiding over het nieuwe
bacteriologisch laboratorium. Een decennium later zou Beijerinck worden aangesteld
als hoogleraar Algemene Microbiologie aan de Polytechnische School, een functie die
hij tot 1921 vervulde. De leerstoel van Beijerinck werd overgenomen door AJ. Kluyver
die ook goede contacten onderhield met Van Marken.?°

Tijdens de Tweede Wereldoorlog lukte het de Gist- en Spiritusfabriek om penicilline te
produceren en na de oorlog werd dat werk met grote energie voortgezet. In de
periode 1960 - 1968 groeide het bedrijf gestaag, niet in de laatste plaats door de
opkomst van de enzymtechnologie. Eind jaren zestig fuseerde het bedrijf met de van
oorsprong Meppelse firma Koninklijke Pharmaceutische Fabrieken v/h Brocades,
Stheeman & Pharmacia NV.

In de productieprocessen van Gist-Brocades NV werd op twee manieren gebruik
gemaakt van micro-organismen. In de eerste plaats was dat bij processen waarbij het
eindproduct bestaat uit een levend micro-organisme. Het meest bekende GB-product
is bakkersgist. In het tweede geval wordt het micro-organisme ingezet in een
fermentatieproces waaruit nuttige producten worden geisoleerd. Voorbeelden zijn
antibiotica zoals het eerder genoemde penicilline, maar ook enzymen voor de
zetmeelverwerkende industrie en enzymen voor de wasmiddelenindustrie.3°
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Afbeelding 1 Fermentatieketels bij Gist-Brocades in 1982.

Aanvankelijk verbeterde Gist-Brocades haar producten langs de weg van de klassieke
veredeling. Door micro-organismen spontaan of door chemische stimuli genetisch
te muteren, ontstaan micro-organismen met nieuwe eigenschappen. Door kruising
en selectie slaagde het bedrijf erin om nuttige eigenschappen van die micro-
organismen te laten ontstaan of te versterken. Na jaren van trial-and-error en met
veel Fingerspitzengefiihl slaagde Gist-Brocades er bijvoorbeeld in om de penicilline-
productie met een factor duizend te verbeteren. Vanuit zijn fermentatie-expertise
was Gist-Brocades uiteraard geinteresseerd in rDNA-technologie. Unilever bleek een
voorsprong te hebben op het terrein van rDNA-chymosine, zodat een samenwerking
kon ontstaan die uniek was en wederzijds voordeel opleverde.

Biotechnologie

3. Werk voor EF&D Coordination

Het werk in Vlaardingen aan thaumatine en chymosine werd binnen Research
Division gezien als exploratieve research en werd gefinancierd vanuit het Corporate
Research & Engineering Fund (CREF). Het leverde voldoende kennis
en expertise op over gentechnologie om daarna in opdracht voor de productgroepen
van Unilever te gaan werken. Bedrijven binnen Unilever Chemicals Coordination
toondenbelangstellingvoorrDNA-studies aan het planteneiwit alpha-galactosidase.
Laatstgenoemd eiwit wordt toegepast om de kwaliteit van natuurlijke gommen te
verbeteren.3!

Alpha-galactosidase

In veel voedingsproducten worden gommen, meestal van plantaardige oorsprong,
gebruikt als bind- en verdikkingsmiddel. In het verre verleden werd daarvoor locust
bean gum (LBG) gebruikt. Dit is een plantaardige gom, een galactomannan, die
wordt geéxtraheerd uit de zaden van een boom die in mediterraan gebied groeit.
Geisoleerd is LBG een geelwit poeder bestaande uit hoogmoleculaire hydrocolloidale
polysacchariden die in water zijn te dispergeren en tot een gel zijn te maken door er
natriumboraat aan toe te voegen. LBG-poeder is zoet, smaakt een beetje als
chocolade en wordt toegepast als zoetmaker in voedingsmiddelen. Ook vindt het
toepassing in cosmetica en bijvoorbeeld als onderdeel van schoensmeer.

Tijdens de Tweede Wereldoorlog ontstond er een tekort aan LBG en kwam guar
gum daarvoor in de plaats. In chemisch opzicht wordt guar gum geclassificeerd als
een galactomannan die bestaat uit lineaire ketens van (1-4)-13-D-mannopyranosyl-
eenheden met alfa-D-galactopyranosyl-eenheden daaraan gehecht via (1-6)
bindingen. De gom is bij alle temperaturen eenvoudig dispergeerbaar in water
hetgeen leidt tot hoge viscositeiten bij een lage concentratie. Als verdikkingsmiddel
is het 5 tot 8 maal sterker dan gewoon zetmeel. In de voedingsindustrie wordt het
algemeen toegepast bij salade-dressings en roomijs.

Guar gum als bindmiddel
Guar gum - een polysaccharide (koolhydraat) - is opgebouwd uit eenheden van de
suikers mannose en galactose. Het enzym alpha-galactosidase kan selectief

galactose-eenheden verwijderen, waardoor de bindende eigenschappen van de guar
gum verbeteren.

Werk voor EF&D Coordination
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Afbeelding 2 Structuurformule van guar gum: repeterende eenheden van mannose (boven)

en galactose (onder).

LBG bezit weliswaar andere kwaliteiten dan guar maar LBG is een stuk duurder dan
laatstgenoemde. Dat maakte het modificatieproces om guar om te zetten in een
LBG-substituut economisch aantrekkelijk. In het Laboratorium van Colworth
House hadden onderzoekers een enzymatisch proces ontwikkeld om de kwaliteit
van gommen - en voornamelijk de ‘guar gum’ - sterk te verbeteren. Daarvoor was
het enzym alpha-galactosidase nodig. Dit enzym moest uit een plant geisoleerd
worden. Dat was slechts mogelijk met veel moeite en tegen hoge kosten omdat het
enzym f{3-mannanase volledig moet worden verwijderd. Vandaar dat Colworth
House aan Vlaardingen vroeg een werkwijze te ontwikkelen om het plantenenzym
via een recombinant micro-organisme te produceren. Daartoe moest men nieuwe
fermentatieprocessen ontwikkelen.

Allereerst werd het mRNA van alpha-galactosidase door Nico Overbeeke en
medewerkers geisoleerd en omgezet in cDNA en vervolgens gecloneerd in een
micro-organisme. Daartoe werd de nucleotidesequentie bepaald en werd de
expressie ervan uitgevoerd in uiteenlopende micro-oganismen zoals S. cerevisiae,
Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Bacillus subtilus en Aspergillus niger.

Aan de VU Amsterdam slaagden hoogleraar biochemicus Rudi J. Planta en
zijn medewerkers erin een vector voor Saccharomyces cerevisiae-gastheer te
ontwikkelen waardoor het gen voor alpha-galactosidase als multicopies in gist
kon worden ingebouwd. De locus in het chromosomale DNA voor ribosomen -
de rDNA locus - bleek een aantrekkelijk doelwit te zijn voor een dergelijke
meervoudige integratie. De locus zou zo’'n 100-200 in tandem georganiseerde
herhalingseenheden bevatten.3?

Het isoleren (downstream processing) van producten van recombinante micro-
organismen maakte het noodzakelijk dat in Vlaardingen proeffabriekfaciliteiten
werden ontwikkeld die voldeden aan de voorwaarden opgelegd door de Nederlandse
‘Commissie ad hoc Recombinant DNA werkzaamheden’. Dat zou moeten leiden tot
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fysieke inperking en het werken met veilige micro-organismen mogelijk maken
(vergelijk de inperkingscondities welke golden voor laboratoria, CII-CIV).
Aanvankelijk werd het werk gedaan onder een fysische inperking volgens GS-I.
Later werden de eisen voor het werken met niet-pathogene micro-organismen zoals
de gist S. cerevisiae, versoepeld tot GILSP: Good Industrial Large Scale Practice.

De fermentatie- en downstreamopstelling in de Vlaardingse Proeffabriek voldeed
overigens aan hogere veiligheidseisen dan die welke voor een GILPS-kwalificatie
was vereist. Er was een compleet afgesloten systeem gebouwd dat ook niet geopend
hoefde te worden bij het toevoegen van micro-organismen of bij het afnemen van
monsters. Ook was er een speciaal filtratiesysteem ontworpen om, bij het opwerken
van de kweek, de celmassa te scheiden van de enzymhoudende fermentatievloeistof.
De celmassa werd gesteriliseerd voordat het als afval verder werd verwerkt. Eind
juni 1987 was de speciaal aangepaste proeffabriek gereed voor verdere
werkzaamheden aan alpha-galactosidase.33
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Afbeelding 3 In 1987 met de hand getekend stroomschema voor de alpha-galactosidase

fermentatie en downstream processing op een schaal van 2 m3.

Werk voor EF&D Coordination
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Het eerste grootschalige experiment voor de productie van alpha-galactosidase
vond in 1987 plaats bij Organon-dochter Diosynth in Oss maar het downstream
verwerken werd uitgevoerd in het URL Vlaardingen. De vervolgexperimenten met
een fermentor van 150 Itr van Chemoferm werden uitgevoerd in de
biotechnologieproeffabriek in Vlaardingen. De apparatuur voldeed aan de GS-I
richtlijn (het stroomschema van de proeffabriek staat op pagina 30 afgebeeld). Nu
er voldoende alpha-galactosidase was geproduceerd, kon er ook een proeffabriek
worden gebouwd voor de enzymatische modificatie van gear gum.3*

De fermentatie en downstreamprocessing van een genetisch gemodificeerd
micro-organisme vereiste binnen Unilever-R&D een intensieve samenwerking
tussen bioprocessing engineers, microbiologen en biochemici. Er werden een aantal
fermentatieparameters gevonden die de expressie van het genconstruct in de gist
SUSOB beinvloedden. Bijvoorbeeld, de zuurstoftoevoer, het voorzien in on-line
gasanalyse, een snelle detectie van ethanolvorming en een exponentiéle start van
defeedinplaatsvaneenlineaire aanvang. Een succes was dat de alpha-galactosodase
producerende giststam in genetisch opzicht stabiel bleek te zijn.

Dit werk in opdracht van EF&D Coordination vormde de basis voor het transfer-
documentwaarmee het productieproces voor alpha-galactosidase werd overgebracht
van Vlaardingen naar Quest Biocon (lerland).®*® Biocon was een belangrijke
overname geweest voor het Unilever-bedrijf Quest (Quest International was in
1987 gevormd uit een samengaan van de Unilever-bedrijven Naarden International
en PPF). Het was namelijk sterk in enzymen en kon gemakkelijk de bereiding van
rDNA-producten oppakken.

Xylanase

Een volgende toepassing van de Biotech voor de Foods van Unilever die we hier
willen bespreken betreft het enzym xylanase als broodverbeteraar. Bij de
vervaardiging van bakkersproducten wordt dankbaar gebruikgemaakt van enzymen.
Deze kunnen al in de grondstoffen aanwezig zijn (endogeen) of daaraan worden
toegevoegd. Door de toepassing van enzymen is een breder palet van grondstoffen
te gebruiken. Bijvoorbeeld, tarwemeel bevat zowel alfa- als beta-amylases
(zetmeelsplitsende enzymen) die in het deeg zorgen voor meer fermenteerbare
suikers waaruit kooldioxide ontstaat om het deeg te laten rijzen. Door
klimatologische omstandigheden of langdurig bewaren kan in het meel te weinig
alfa-amylase aanwezig zijn. Binnen de voedingsindustrie wordt dat dan aangevuld
met enzym dat is verkregen uit schimmels. Naast amylases worden ook andere
enzymen toegevoegd zoals carbohydrases, proteases, peptidases en lipases. Omdat
Europese tarwesoorten over het algemeen een lager gehalte aan gluteneiwit
bevatten dan Amerikaanse tarwe, waren de verwerkings- en bakeigenschappen van
uit Europees tarwe gevormd deeg, minder. Ter compensatie gebruiken bakkers
broodverbetermiddelen. Deze verbetermiddelen waren vaak een mengsel van vet,
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emulgatoren, mout en vitamine C om zowel de proceseigenschappen van het deeg
(plakkerigheid, transporttolerantie, verwerkbaarheid, etc.) als product-
eigenschappen (volume, kruimeigenschappen, vermindering van veroudering,
kleur, smaak etc.), positief te beinvloeden.

In dejaren 1980 werd in Vlaardingen onderzoek gedaan naar broodverbeteraars.
Een manier om brood te verbeteren is het toevoegen van cellulolytische
enzympreparaten welke leiden tot een verbeterd, groter broodvolume. Dergelijke
enzymen werken onder meer omdat zij de niet-zetmeel polysacchariden afbreken.
Daarbij hebben zij een grotere invloed op meel van lage kwaliteit dan op meel van
hoge kwaliteit met een hoog glutengehalte. In Vlaardingen werd een programma
opgezet om uit de gangbare enzymmengsels de meest actieve cellulases te isoleren
en te karakteriseren.3¢

Als broodverbeteraars werden enzymmengsels toegepast afkomstig van
bijvoorbeeld de schimmels Aspergillus en Trichoderma waarin met name xylanase-I
enxylanase-Ilaanwezigzijn. Xylanase-Ilisveel beter werkzaam als broodverbeteraar
dan xylanase-I. In tarwemeel zit namelijk een bestanddeel dat laatstgenoemd
enzym inactiveert. In Vlaardingen onderzocht men de aard van het betreffende
bestanddeel dat xylanase-I remt. Daarbij kwam naar voren dat er in tarwemeel
eiwitcomponenten zitten, die van invloed zijn op de activiteit van de diverse
xylanasen.?’

De productie van deze xylanases bleek interessant voor Quest International.
In samenwerking met de Professional Market Group, waaronder de bakkerij-
activiteiten van Unilever vielen (die onderdeel waren van de EF&D Coordination),
werd een onderzoek ondernomen met TNO in Rijswijk. Het doel was het
overeenkomstige gen uit Aspergillus awamori met recombinant-DNA-technieken te
cloneren en in meerdere kopieén terug te zetten in het oorspronkelijk organisme.
Op het resultaat van dit proces werd een productoctrooi aanvraag ingediend net
voor DSM die ook actief was op dit gebied. De aanvraag werd gehonoreerd . Met
studies op laboratorium- en proeffabriekschaal werd de fermentatieve productie
geoptimaliseerd en kon het enzym op de markt gebracht worden door Quest/
Biocon. Als broodverbeteraars zijn xylanases feitelijk geen ingrediénten maar
processing aids die onder meer een betere procescontrole mogelijk maken.38

Inmiddels staan xylanases sterk in de belangstelling vanwege hun toepassings-
mogelijkheid in diverse industriéle processen. In de eerste plaats omdat, zoals
hierboven aangegeven, zij het brooddeeg en brood verbeteren in volume, structuur
en uiterlijk. Daarnaast bevorderen zij de extractie van de voedingswaarde bij
veevoer, verbeteren zij de verteerbaarheid van groentes en fruit, verlagen de
noodzaak van chemicalién bij het bleken van pulp en kunnen zij behulpzaam zijn
bij de afbraak van huishoudelijk en industrieel restafval.

Werk voor EF&D Coordination
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4. Flavour-bereiding: Van chemisch naar biologisch

In de jaren 1970 werd er door Unilever en door derden veel onderzoek gedaan naar
flavourversterkers, modifiers en potentiators en met name monosodiumglutamaat
(MSG, het natriumzout van glutaminezuur) en 5’-nucleotiden. Men concentreerde
zich op het modificeren van flavours onder meer door middel van versterking en
synergisme of juist maskering alsmede een harmonisatie van flavours. Het werk
aan MSG maakte dat ook de effecten werden bestudeerd van andere aminozuren.
De toepassing van aminozuren in savoury-producten ter versterking van de flavour
kon eenvoudig tot stand worden gebracht door de toepassing van zuur-
gekatalyseerde peptidolyse. Naast hydrolysaten kan men ook gebruikmaken van op
gist-gebaseerde producten: gistextracten, die door niet eigen enzymen zijn
afgebroken (bijv peptidase of ribonuclease uit moutworteltjes) of van gistautolysaten
die autolyse hebben ondergaan door eigen enzymen.*

Veranderde toxicologische overwegingen bemoeilijkten de acceptatie van producten
verkregen door chemische hydrolyse (Hydrolysed Vegetable Protein - HVP).
Bovendien was er een goed en eenvoudig alternatief: gebruikmaken van enzymen.
Het enzymatische splitsingsproces was veel milder en natuurlijker en had geen last
van voornoemde toxicologische problemen. Een doelstelling van een
onderzoeksprogramma in het midden van de jaren tachtig in Vlaardingen, was het
verkrijgen van savoury flavours (hartige) en vruchtenflavours via natuurlijke processen
en via natuurlijke voorlopers en topnotes. Daartoe werden grondstoffen afkomstig
van planten, dieren of micro-organismen bewerkt met enzymen of fermentatieve
processen.

Deze technieken beantwoordden ook aan een opkomende behoefte bij de
consument aan natuurlijk voedsel dat zo weinig mogelijk met chemische middelen
was bewerkt. Bovendien ontstond er een druk om te komen tot wettelijke bepalingen
ten aanzien van chemische additieven. Overstappen op biologische, fermentatieve
methoden had dan duidelijke voordelen. Jan de Rooij, later ook R&D-directeur bij
Quest, was een fervent pleitbezorger van de toepassing van biologische methoden
om voedingsflavours te bereiden. Volgens hem waren de glorietijden van de
chemische aanpak voorbij. De consument wenste voeding te eten die langs
natuurlijke weg was bereid. Fermentaties en enzymen waren dus geéigende
middelen (zie kader).

Flavour-bereiding: Van chemisch naar biologisch
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Historische ontwikkeling van de voedselbereiding

In 1997 bracht Jan de Rooij naar voren dat de historische ontwikkeling van de
voedselbereiding in drie perioden is onder te verdelen*':

1. Traditioneel

De eerste generatie is de traditionele wijze van voedingsmiddelbereiding. Biologische
grondstoffen van plantaardige of dierlijke oorsprong werden als zodanig
geconsumeerd of omgezet in producten zoals kaas of bier, voornamelijk om de
houdbaarheid, smaak of verteerbaarheid te verbeteren. De meeste producten werden
door de consument zelf bereid uit grondstoffen die vaak uit de nabije omgeving
afkomstig waren.

2. Industrieel bereide voedingsmiddelen: de tweede generatie

De ontwikkeling van nieuwe technologieén enerzijds en de vraag naar meer
gebruiksgemak, betere beschikbaarheid en uitgebreide logistieke systemen
anderzijds, leidden tot supermarkten en ‘convenience food. Het nadeel echter van
vooral de eerste industrieel bereide voedingsmiddelen was het verlies van zaken als
smaak en kleur.

De behoefte om dit verlies te corrigeren en de vraag naar andere hulpstoffen leidde
tot een reactie van met name de chemische industrie die door de synthese van geur-
en smaakstoffen, kleurstoffen, emulgatoren en conserveringsmiddelen een
miljardenomzet bouwde. In meer en meer voedingsmiddelen werd de biologische
grondstof een bulk product terwijl de toegevoegde waarde via de functionele
additieven werd geleverd door de chemische industrie. Men zou kunnen beweren dat
de agrarische sector zich de kaas van het brood liet eten door de chemie.

3. Functionaliteit door natuurlijke additieven

Laat in de zeventiger- en tachtiger jaren keerde de publieke opinie zich echter tegen
chemie in voedingsmiddelen wat leidde tot de roep om meer natuurlijke producten.
De eerste reactie was om de tot dan toe gebruikte additieven op een natuurlijke wijze
te bereiden. Zoals ook in de wet werd vastgelegd: via scheidingsmethoden uit dierlijke
of plantaardige grondstoffen, enzymatische omzetting of fermentaties. Dit zou men
de derde generatie kunnen noemen om de functionaliteit in voedingsmiddelen te
beheersen. Door deze trend zijn een aantal chemische bedrijven zich gaan
specialiseren in biotechnologie (bijvoorbeeld Quest International) en hebben
biotechnologiebedrijven geinvesteerd in voedingsmiddel-ingrediénten (onder andere
Gist Brocades).

Biotechnologie

Vaak ontstaan flavours uit een complexe reactie van grondstoffen waarbjj
flavourvoorlopers, reactieflavours en tussenproducten (Intermediary Reaction
Flavours, IRF) worden gevormd. Bij Unilever werd via enzymatische processen een
nieuwe werkwijze ontwikkeld om IRF’s te bereiden. De eindproducten van die
methode werden Biosols genoemd. Het feitelijk ontstaan van flavours gebeurt dan
bij het bereiden van het voedsel.*?

Biosols

Monosodium L-glutamate (MSQ) is drager van een unieke smaak: umami die anders
is dan de vier standaardsmaken zoet, zout, zuur en bitter. Er vindt een synergistich
effect plaats tussen het glutamaat en nucleotiden zoals 5’-inosinezuur en
5’-guaninezuur (5’-IMP en 5’-GMP) die aanwezig zijn in vlees, vis groentes en
paddestoelen. Door deze synergie ontstaat een versterking van het umami-gevoel
wanneer een klein beetje MSG wordt toegevoegd aan voedsel met genoemde
nucleotiden.

Vanaf het begin van de 20ste eeuw werd MSG geproduceerd uit tarwebloem.
Gedroogde gluten bevat tot wel 25 % L-glutaminezuur, gebonden in het gluten eiwit.
Ruw gluten werd gehydrolyseerd met zoutzuur en daarna gezuiverd en
geconcentreerd. In de jaren 1950 werd gevonden dat bepaalde bacterién MSG
uitscheiden, vooral wanneer er in het medium een overmaat aan ammoniumzouten
aanwezig is. De koolstofbron voor MSG wordt over het algemeen geleverd door
gangbare koolhydraten. Voor industriéle productie worden over het
algemeen molasse en zetmeelhydrolysaat toegepast.*® Gist is rijk aan
glutaminezuurbevattende eiwitten en aan RNA dat als bron kan dienen van 5’-IMP
en 5’-GMP.

Voor Unilever als voedingsindustrie was het belangrijk om te beschikken over
eigen savoury flavour-ingrediénten die van hoge kwaliteit, natuurlijk en kosten-
effectief dienden te zijn en waarvoor de labeling van MSG op een ingrediéntenlijst
niet nodig is. Deze werden verkregen via enzymatische en/of fermentatieve
behandeling van grondstoffen afkomstig van dieren, planten of micro-organismen.
Door de overname van de fabriek van The Distillers Company (Yeast) Limited [DC(Y)L]
in Menstrie in Schotland kon Unilever beschikken over gist als het uitgangsmateriaal
vooreen grootaantal producten (gistextracten en autolysaten). De productieprocessen
bestonden hoofdzakelijk uit gist-autolyse en biosolprocessen die tot gistextracten
leidden die rijk waren aan zowel GMP als de twee nucleinezuren. Door de verschillende
processen ontstonden productverschillen.

Flavour-bereiding: Van chemisch naar biologisch
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De bereiding van specifieke gistextracten vond plaats door de gistcreams
(geconcentreerde dispersies van levende gist) te behandelen met proteolytische
enzymen. Gistautolysaten werden verkregen door afbraak van de gist door eigen
(endogene) enzymen daarbij geholpen door enig toegevoegd papaine. Daarmee
werden vrije aminozuren in het eindproduct verkregen. Gistextracten rijk aan
ribonucleotiden werden verkregen door een proces dat Biosol-proces werd genoemd.
Biosol van het type X70-type werd afgeleid door een combinatie van papaine en
fosfodiésterase afkomstig van moutworteltjes. Daarbij ontstaan 5’-nucleotiden. De
gist bevatte ook nog enig vrij glutaminezuur. Biosol X80-type werd verkregen door
een combinatie van processen, namelijk autolyse gevolgd door RNA-afbraak.*

In Menstrie werden eerst gistcreams bereid in de gistkweekfabriek. Het aanwezige
eiwit en gehalte aan actief enzym werden bepaald door de (molasse)voeding en deze
bepaalden de uitkomst van het autolyseproces. Het vrije geboden glutamaat en
RNA-gehalte staan in rechtstreeks verband met de spiegel aan smaakversterkers
zoals MSG, 5’-GMP en 5’-IMP. (De X in het type biosol stond voor de toegepaste
giststam.)

In samenwerking met onderzoekers in Menstrie werd in Vlaardingen onderzoek
gedaan naar de meest optimale vorm van downstream processing om een zo hoog
mogelijke opbrengst aan nucleotiden te verkrijgen. De procescondities van autolyse
en processing bleken daarbij van grote invloed. Zo bleek de temperatuur - en de mate
van temperatuurverhoging - het gehalte aan vrije aminozuren te bepalen en de pH
was invloed op de opbrengst aan 5’-GMP. Tevens was de duur van het proces van
belang. Deze informatie werd toegepast bij het ontwerpen van een nieuwe Quest
gistautolysefabriek in Menstrie.*®

Aan het eind van de jaren 1980 werden in Menstrie flavouring-materialen
geproduceerd op basis van Biosol-processen in de orde van enkele honderden tonnen
per jaar. De fabriek en producten zijn nu in handen van Kerry Foods.

RNA kan gehydrolyseerd worden door enzymen tot S5’-nucleotiden zoals
guanosine-5’-monofosfaat (G-5’-MP) dat in savoury producten een belangrijke
smaakversterker is. In Vlaardingen bestudeerden ]. [Joop] Wesdorp en
M. Hakkaart de extractie van een enzymbron uit moutworteltjes voor de afbraak
van RNA tot 5’-nucleotiden.

Biotechnologie

Afbeelding 4 Structuurformule RNA en guanosine-5’-monofosfaat (G-5’-MP).

Vlaardingen had de taak om dit laboratoriumwerk op te schalen naar de Proeffabriek
en vervolgens de resultaten over te brengen naar de fabriek van PPF/Naarden.
Laatstgenoemd bedrijf was in 1905 begonnen als de Chemische Fabriek Naarden.
In 1972 was het herdoopt in Naarden International en onder die naam nam het vier
jaar later de firma UOP Fragrances over. In 1986 werd Naarden International
gekocht door Unilever om het jaar daarop met soortgelijke Unilever-bedrijven (PPF)
te fuseren. Dit concernonderdeel kreeg later de naam Quest International.*®

Het R&D-laboratorium in Vlaardingen schatte dat er een markt zou bestaan
voor 400 ton per jaar op basis van 40% vloeibare Biosol seasonings. De werkwijze
was gebaseerd op de enzymatische afbraak van gistbiopolymeren en vervolgens de
fermentatie daarvan door Lactobacillus plantarum.’

Bij DC(Y)L, een onderdeel van Unilevers Quest, in het Schotse Menstrie werd in de
fabriek ‘Inactive Yeast Products’ al enige jaren gist-autolysaat geproduceerd met
daarin een aanzienlijke hoeveelheid vrije aminozuren. Door deze niet verder te
zuiveren kunnen zij aangeduid worden als natuurlijke gistextracten. Dit ruwe product
bevat ook een grote hoeveelheid S5’-nucleotiden.*® In gist-autolysaten of gistextracten
(Biosols) zijn de hoeveelheden peptiden en aminozuren, zowel als de flavour-
bestanddelen en de flavourprecursors voor Maillard-type reacties, erg belangrijk. Voor
de bereiding werd door Vlaardingen een aantal werkwijzen ontwikkeld.

Vlaardingen ontwikkelde daarvoor de biotechnologie terwijl Quest International

Flavour-bereiding: Van chemisch naar biologisch
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was betrokken bij de (bio)processing.*® Onder de vleugels van Unilever behoorde
PPE/Naarden tot Chemicals Coordination. In tegenstelling tot de gang van zaken
bij Foods en Detergents waren de bedrijven die onder Chemicals vielen min of meer
gekoppeld aan één van de hoofdlaboratoria. Zo was PPF Ahsford eigenlijk gekoppeld
aan Colworth House maar de Biosol-technologie maakte dat er een band ontstond
tussen PPF (vooral Maarssen, later Naarden) en URL Vlaardingen.>°

De samenwerking die tussen Vlaardingen en PPF ontstond cumuleerde in een
discussie over de vraag of er niet een Multi-Purpose biotechnology Plant (MPP)
moest komen. Vlaardingen zag tenminste vijf projecten waarvoor zo'n MPP relevant
zou kunnen zijn: de bereiding van methylketonen, S-ketogluconzuur (5-KGA),
alpha-galactosidase, lipases en Concentrated Starter Cultures (CSC)
voor zuurdeeg. Vlaardingen zag in een MPP een faciliteit waarmee zij voor PPF/
Naarden nieuwe paden kon betreden.>! Deze plannen waren de voorbode voor de
samenwerking tussen Naarden en Vlaardingen in het Biotechnology Application
Centre (BAC) (Zie voor het BAC hoofdstuk 12).

Biotechnologie

5. Biotech en de Unilever Food Business

Veel van de R&D voor de nieuwe biotechnologie werd gefinancierd vanuit het
Corporate Research & Engineering Fund (CREF) dat de financieringsbron vormde
voor ‘basic science’. Omdat de traditionele biotechnologie al lange tijd deel
uitmaakte van de technologieén voor Unilever Foods, bestonden er ‘vanzelf-
sprekende’ afnemers voor de vindingen vanuit de Biotech. De lead companies die
hiervoor in aanmerking kwamen waren Quest, Unichema, het Plant Breeding
Institute (PBI) en Unipath. Quest maakte gebruik van de biotechnologie in de vorm
van enzymen, microbiéle kweken, plantencelkweken, voedingsingrediénten en
flavouringrediénten. Unichema maakte gebruik van de biotechnologie bij
cosmetische ingrediénten, het PBI bij nieuwe grondstoffen en Unipath - dat op
de wereld werd gezet in het Unilever-laboratorium Colworth House - bij de
ontwikkeling van biosensorsystemen. Maar de markt voor biotech-producten
zou niet snel vanzelfsprekend zijn en de biotech-producten waren ook niet altijd
gemakkelijk te produceren.

De concernleiding verantwoorderlijk voor alle voedingsmiddelen was inmiddels
samengebracht in de Unilever Food Executive. Daaronder vielen een groot aantal
producten. Volgens een presentatie van de Foods-directeur van Quest, Sergio
Lecchini, uit 1990 had zijn bedrijf indertijd vier brede doeleinden om de nieuwe
biotechnologie toe te passen.

In tabel 3 is aangegeven van welke producten, bestanddelen, hulpmiddelen en
eigenschappen vatbaar waren voor de Biotech (stand per 1990).52

Biotech en de Unilever Food Business
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Tabel 3 Overzicht van producten, bestanddelen, hulpmiddelen en eigenschappen die vatbaar

waren voor Biotech (1990)

The Unilever food Executive

Yellow fat spreads:

- novel triglycerides - PBI

- novel flavours - Quest

- protein functionality - Quest

- biological routes for post harvest modification of oils - ?

Cheese:

- accelerated ripening - Quest

- microbiological safety - Quest

- texture development - Quest

- non dairy protein expertise - Quest

Bakery:

- modification of wheat protein via plant biotechnology - PBI
- novel enzymes - Quest

- novel yeast systems - DC(Y)L/Quest

Meat:

- development of flavour blocks - Quest

- application of biosensors in meat processses - Unipath

- avoidance of bacterial spoilage through special cultures - Quest

Tea:
- increased solubility of iced tea components - Quest

Ice cream:
- fermented milk fractions to improve flavour and texture - Quest

Soups, sauces and meals:
- improvement of soya sauce fermentation - Quest
- improved yeast extracts - Quest

Bron: S. Lecchini, Quest’s Biotechnology Strategy - sheets (September 1990).

Volgens een presentatie van de Foods-directeur van Quest, Sergio Lecchini, uit
1990 streefde zijn bedrijf indertijd met de toepassing van de nieuwe biotechnologie
vier brede doelstellingen.> Het eerste doel was het verbeteren van de toegevoegde
waarde van grondstoffen. Dat zou moeten gebeuren door (i) het ontwikkelen van
exclusieve enzymsystemen waarmee polysacchariden, eiwitten en triglyceriden kon
worden gemodificeerd; (i7) door de toepassing van kweken van micro-organismen
zou het mogelijk moeten worden om nieuwe flavour building blocks, natuurlijke
polysacchariden en natuurlijke conserveermiddelen te ontwikkelen; (iii) en met
bio-omzettingen zouden nieuwe unieke flavourbouwstenen verkregen moeten
kunnen worden.

Biotechnologie

Het tweede doel was het kweken van micro-organismen. Deze werden door Quest
toegepast bij de bereiding van yoghurt, de verwerking van vlees, gekweekte melk,
bij bakkerijbenodigdheden en de landbouw. Het derde doel was dat Quest een
wereldleider zou moeten worden op het gebied van het toepassen van enzymen
bij het brouwen, bij bakken, bij de processing van vruchtensappen en bij de
wijnbereiding, en voorts bij overige landbouwkundige toepassingen. De omzet
van de markten voor Food Biotech werd door Quest als volgt geschat.

Tabel 4 The market for food biotech products (US$ min)

Enzymes (food) -

Rennet

- animal 60
- microbial* 10
- recombinant* 5
Carbohydrases 160
- xylanases*

- cellulases*

- pectinases*

Proteases* 50
Lipases* 30
Papain* 20
Invertase* 15
Total Enzymes (food): 350
Total Enzymes (detergents): ‘ 350 |

* Interessant voor Quest

Bron: S. Lecchini, Quest’s Biotechnology Strategy - sheets (September 1990).

We zien dat in 1990 de enzymen met koolhydraten als substraat bijna de helft
van de totale markt aan Food-gerelateerde enzymen uitmaakten en dat de totale
omgzet aan dergelijke enzymen ongeveer dezelfde omvang heeft als binnen
detergents toegepaste enzymen.

Zoals eerder vermeld was in het Schotse Menstrie DC(Y)L door Unilever
aangekocht. Het gistproductiecentrum van het bedrijf was de voortzetting van de
Glenochil Distillery waar de productie van whisky overigens in 1929 was gestopt.
De aankoop van DC(Y)L was bedoeld om de commerciéle mogelijkheden van gisten
en de Biotech zo volledig mogelijk te benutten. Gisten vormden voor Quest het
vierde doel van toepassingen van de Biotech. Deze konden worden gebruikt om
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flavoursystemen te ontwikkelen die ‘natuurlijk’ waren en waarvoor dus geen
vermelding op het ingrediéntenetiket nodig was. Gisten werden voorts toegepast
om nieuwe enzym- en kleursystemen te ontwikkelen, voor de bereiding van
voedingssystemen voor bacteriekweken, voor de kweek van probiotica en
genetisch gemodificeerde gist voor onder andere bakkerijen en brouwerijen. In de
onderstaande figuur staat aangegeven dat in 1990 werd verwacht dat de op gist
toegepaste Biotech op tal van terreinen zijn invloed zou laten gelden (gekleurde
kaders). Het gebruik van gisten varieerde van de toepassing van levende kweken,
eiwit- en nucleinezuurfracties, celwanden en celmatrix, oplosbare bestanddelen tot
genetisch gemodificeerde gisten.

YEAST

Genetically
- - - - l - l l I modified yeast
live microorganism | Protein fraction | RNA | Cell wall || Cell matrix | “Other”applications to produce
enzymes
— w'et'bakery, yeast added [ hemi | fermentation
— distillers’ yeast enzymes celluloses aids
— brewers yeast
— instant dried yeast
L biosols
speciality yeasts* autolysates > | L manno - -
‘I 78707r?mge protein astaxanthin | — thiamine
alpha
H - intrinsic glycan peptides
bakery improver enzymes fermentation : e
(glutathione) M cellulases

(yeast + culture

invertase hospholipids
+ enzyme) Pl H glucoxidases
biosols — minerals P
—I probiotics | 450 range ] eg 'gdases
peptidases T fractions delivery systems PepP
. H chymosin
|l pharmaceutical — | reaction compounded Y
applications boosters ts'l?a\\//?)ﬂrré H ribonuclease
genetically modified
— yeast for bakery
applications

[J= new opportunities for UL
* excluding genetically engineered veasts

Afbeelding 5 The Yeast Opportunity (product cascade).

Biotechnologie

Uit onderstaand overzicht van de verkoop van producten door Quest volgt dat in
1990 flavours bijna de helft van de omzet vormden terwijl éénvijfde werd verdiend
met enzymen.>*

Tabel 5 De omzet van biotechnologische producten van Quest in 1990

(de specifieke bijdrage van de nieuwe biotechnologie hieraan is onbekend)

Product Savoury | Dairy | Conf/bak | Bever | Nutricion | Total
Flavours
Yeast autol./extr 5 5
Yeast based flavours 20 20
Enzymolysates 3 2 5
Cheese (incl. EMQ) 4 1 5
Fruit flavours 5 2 1 8
Butter flavours 2 2
Proteins - -
Enzymes Pectinase 3 3
Xylanase 6 6
Glucanase/pretease 10 10
Invertase 2 2
Proteins 15 15
Cultures 4 5 9
Antimicrobials 5 5
Stabilisers 5 5
TOTAL 36 18 15 16 15 | 100

Bron: S. Lecchini, Quest's Biotechnology Strategy - sheets (September 1990).

We hebben gezien dat de totale enzymmarkten voor Food enerzijds en Detergents
anderzijds, zo’n 350 miljoen dollar bedroegen en dus even groot waren. Aangezien
Unilever marktleider was op wasmiddelgebied vormden wasmiddelenzymen
eveneens een belangrijk onderzoeksdoel voor de nieuwe biotechnologie binnen
Unilever Research. Maar alvorens we dat kunnen bespreken moet worden ingegaan
op de ontwikkelingen van de Biotech in Nederland binnen de academische wereld
waarbij het overheidsbeleid een cruciale rol speelde.
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6. Overheid, Academia en Unilever Research

Door de eerste oliecrisis in 1973 en de daarmee gepaard gaande economische
teruggang, wilde de Nederlandse overheid het wetenschappelijk onderzoek sturen
naar een grotere maatschappelijke relevantie. Dat werd in 1972 voor het eerst
zodanig geformuleerd in de nota ‘Wetenschapsbeleid’.>> Het aanpassen van de
universitaire koers verliep echter langzaam. Toen aan het eind van de jaren zeventig
meer overheidsbezuinigingen noodzakelijk werden, werd de academische wereld
niet ontzien. Tot dan toe was de groei van de universiteiten tamelijk autonoom
verlopen. De financiering was namelijk gekoppeld aan het aantal ingeschreven
studenten. Maar met de uitvoering van het proces ‘TaakVerdeling en Concentratie’,
in de wandelgangen de TVC-operatie genoemd, werd die financieringsbasis
aangetast en werd ingegrepen in de vrijheid die de universiteiten tot dan in hun
onderwijs- en wetenschapsbeleid hadden gehad.>¢

Aangezien men niet wilde tornen aan het principe van academische vrijheid,
kon de minister niet zo ver gaan om het onderzoek te sturen naar innovaties.
De wil om met onderzoek innovaties te bevorderen moest van binnenuit komen. De
overheid kon dat alleen maar stimuleren, bijvoorbeeld door het subsidiéren
van innovatieprojecten. Een innovatie is echter meer dan een opzienbarende
wetenschappelijke of technologische vinding. Een doorbraak moet worden
uitontwikkeld opdat het de markt, de consument, bereikt. Hiervoor was het nodig
om het wetenschappelijk onderzoek te koppelen aan het bedrijfsleven. In 1979
kwam de Nederlandse regering met de ‘Innovatienota’ waarin dit beleid om de
economische ontwikkeling te stimuleren uiteen werd gezet.>’

Het sturen van het universitaire onderzoek naar grotere maatschappelijke
relevantie en naar innovaties via de reguliere financiering van de Academia zou
in het gunstigste geval op de middellange termijn resultaten opleveren. Om dit
proces te versnellen besloot de regering om op specifieke terreinen de
samenwerking tussen universitaire instellingen en het bedrijfsleven expliciet te
stimuleren. Daartoe richtten de Ministeries van Onderwijs en Wetenschappen en
van Economische Zaken een stuurgroep Innovatiegerichte OnderzoeksProgramma’s
(IOP’s) op. Deze stuurgroep identificeerde de terreinen waarop samenwerking
tussen universiteiten en bedrijfsleven binnen afzienbare tijd succesvol zou kunnen
zijn. Op zes domeinen werden IOP’s ingesteld, te weten biotechnologie, bouw,
membraantechnologie, polymeren, informatietechnologie en koolhydraten.
De Leidse biochemicus Rob Schilperoort werd benoemd tot voorzitter van het
door de overheid gefinancierde Innovatiegericht OnderzoeksProgramma
biotechnologie, het IOP-b. Schilperoort was in 1969 aan de Rijksuniversiteit Leiden
gepromoveerd en tien jaar later aan diezelfde universiteit hoogleraar geworden.>®

Overheid, Academia en Unilever Research
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In mei 1981 ging het Innovatiegerichte OnderzoeksProgramma Biotechnologie
(10P-b) van start. De Ministeries voor Wetenschapsbeleid, van Economische Zaken,
van Landbouw en Visserij, van Onderwijs en Wetenschappen en van
Volksgezondheid en Milieuhygiéne waren erbij betrokken. De door Schilperoort
voorgezeten ProgrammaCommissie Biotechnologie (PCB) zou het programma
aansturen.> Het was gericht op universiteiten en hogescholen, maar ook op
onderzoekinstellingen van de (semi)overheid, en op het bedrijfsleven. Deze laatste
categorie raakte vooral bij het IOP-b betrokken via de voedings- en genotmiddelen-
industrie (bijvoorbeeld Unilever) en de fermentatie-industrie (enzymen, antibiotica,
gist, enzovoorts; bijvoorbeeld Gist-Brocades). De PCB definieerde de biotechnologie
als volgt: ‘Biotechnologie is het geintegreerde gebruik van biochemie, moleculaire
genetica, microbiologie en proceskunde om te komen tot praktische toepassing van
de mogelijkheden van micro- organismen, celculturen of delen van micro-
organismen of cellen.’*®

Het Innovatiebeleid vanuit de overheid, en het IOP biotechnologie in het bijzonder,
stimuleerden het moderne biotechnologische onderzoek aan de universiteiten en
bevorderde de samenwerking met het bedrijfsleven. Tot 1992 werd er circa 130
miljoen gulden uitgetrokken voor de diverse IOP’s-b. De financiéle overheidssteun
per project kon oplopen van 30 tot 50% van de onderzoekskosten. Dit betekent dat
het totale onderzoeksbedrag voor de Bio-techprogramma’s zich tussen de 260 en
390 miljoen gulden bevond.®*

Door dit overheidsbeleid, gericht op innovatie en samenwerking in de Biotech,
raakten onderzoekers van Unilever in Vlaardingen intensief betrokken bij de
academische Biotech-onderzoeksprogramma’s. In Vlaardingen was het Biotech-
onderzoek inmiddels verbreed en menig onderzoeker ging meedraaien in de
onderzoeksprogramma'’s en zou de stap naar de academische wereld zetten.®? Roel
Keuning, die de eerste voorzitter van de Nederlandse Biotechnologische Vereniging
(NIABA) was, maakte tevens deel uit van de Programmacommissie Industriéle
Biotechnologie. Hij werd later aangesteld als hoogleraar in Wageningen. Theo
Verrips, die zitting had gehad in de Evaluatie Commissie Biotechnologie van ZWO,
werd hoogleraar in Utrecht (zie hieronder). Ook in de begeleidingscommissies van
de Biotech-centra kregen meerdere wetenschappers van URL Vlaardingen zitting.
Nico Overbeeke was lid in Amsterdam, N. Slater in Delft/Leiden, Onno Korver was
voorzitter van het Biotech-centrum in Wageningen en de reeds eerder genoemde
Theo Verrips vervulde diezelfde functie in Groningen.®3

Zij dienden in die hoedanigheden bovendien invulling te geven aan de
wens van de overheid om te komen tot een onderlinge taakverdeling tussen de
verschillende wetenschappelijke onderzoeksinstellingen op het gebied van Biotech.

Dit was eveneens een doelstelling van het Innovatiegerichte Onderzoek-
programma biotechnologie (IOP-b).%* In 1991 werd tussen de universiteiten
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onderling een overeenkomst getekend over de verdeling van onderzoeksterreinen.
Hierna wordt het werk van die Biotech-centra waarmee Vlaardingen contacten had
kort gekarakteriseerd.®

Het BioCentrum Amsterdam

Dit centrum is een samenwerkingsverband tussen de Universiteit van Amsterdam
(UvA) en de Vrije Universiteit van Amsterdam (VU) op het terrein van biochemisch,
moleculair en cellulair biologisch onderzoek. Formeel was het BioCentrum in 1991
opgericht maar er bestonden al oudere samenwerkingsverbanden. Jan Maat, hoofd
van de sectie Bio- & Immunochemistry van URL Vlaardingen werd in 1990 benoemd
tot bijzonder hoogleraar aan de Vrije Universiteit Amsterdam.®® Binnen de Faculteit
der Scheikunde bekleedde hij de leerstoel Biotechnologie. Met de aanstelling van
een biotechnoloog uit het bedrijfsleven zocht men een betere aansluiting voor jonge
wetenschappers in diverse vakgebieden op de vraag van het bedrijfsleven.

Biotechnologie Delft Leiden (BDL)

De combinatie tussen Delft en Leiden was een van de eerste biotechnologische
samenwerkingsverbanden en werd opgericht in 1982. Een jaar later verkreeg BDL
formele erkenning door de minister van Onderwijs en Wetenschappen. Werk dat
daar werd gedaan en van bijzonder belang was voor Vlaardingen betrof fysiologisch
onderzoek naar de diacetylproductie van melkzuurbacterién. Diacetyl werd gebruikt
als een wateroplosbaar aroma voor margarines (deze smaakstof werd aangevuld
met de later ontdekte vetoplosbare delta-lactonen).®”

Instituut voor Moleculaire Biologie en Medische Biotechnologie (IMB),
Universiteit Utrecht

Het IMB werd opgericht in 1985 om het biotechnologisch onderzoek in Utrecht
te coordineren. In het kader van het overheidsprogramma Integrale Toegepaste
Projekten van het IOP-b werd tussen Vlaardingen en Utrecht samengewerkt aan
cellulases voor de broodbereiding.®® Aan brooddeeg worden zogeheten brood-
verbetermiddelen toegevoegd (additieven) die zowel de verwerkbaarheid van deeg
als de broodeigenschappen positief beinvloeden. Dit kunnen bijvoorbeeld
anti-oxidatiemiddelen, emulgatoren en enzymen zijn, zoals amylases en proteases.
In het midden van de jaren 1980 stond ook de ontwikkeling van cellulose
afbrekende enzymen in de belangstelling. Het was gebleken dat ze de broodbak-
kwaliteit van lagere kwaliteiten tarwebloem aanmerkelijk konden verbeteren.
Deze enzympreparaten worden doorgaans verkregen uit schimmels zoals
Aspergillus. Het IMB werkte samen met Vlaardingen om de basiskennis van dit
proces te vergroten. Men wilde door selectie van de juiste typen enzymen betere of
meer uniform toepasbare broodverbeteraars maken en daarmee het gebruik van
chemische additieven terugdringen. Vlaardingen onderzocht enzymen,
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fractioneringenen processen in deeg en deed tests. De Utrechtse werkgroep Bio-
Organische Chemie van J.F.G. Vliegenthart onderzocht koolhydraatzuiveringen,
structuuranalyses en deed onderzoek naar modelsubstraten.®®

Ongeveer tegelijkertijd met de aanstelling van Maat in Amsterdam, werd
Theo Verrips benoemd als hoogleraar in Utrecht.”® Ook zouden een aantal
Vlaardingen-wetenschappers in Utrecht promoveren, waaronder John Verbakel in
19917t en Leon Frenken op lipase-onderzoek in 199272; Frenken zou later zijn werk
presenteren bij de uitreiking van de Researchprijs 1996.73 De reeks promoties werd
voortgezet met die van Laurens Sierkstra aan het koolstofmetabolisme van
bakkersgist en aanpassingen daaraan d.m.v. genetische recombinatie.”* In 1998
werd Maarten Egmond, die gespecialiseerd was in wasmiddelenzymen, in Utrecht
aangesteld als bijzonder hoogleraar.”®

Biotechnologie aan de Landbouw Universiteit te Wageningen

De Landbouw Universiteit Wageningen benoemde in het begin van de jaren tachtig
de biotechnologie tot hoofdaandachtspunt van het wetenschappelijk onderzoek.
Hierbij ging men intensief samenwerken met partners uit de industrie, de landbouw
en de milieuzorg. Aan de Landbouw Universiteit waren op dit domein in het begin
van de jaren negentig ongeveer 250 voltijdse onderzoekers werkzaam. De
hoofdonderwerpen waaraan werd gewerkt waren: Plant cells and Animal cells;
Biocatalysis, Environmental biotechnological technology; Food biotechnology and Food
processing; Plant production; Animal production; en Biosafety. Men werkte daarbij
samen met landbouwkundige onderzoeksinstituten die werden gefinancierd vanuit
het Ministerie van Landbouw en Visserij. We zagen al dat de van Vlaardingen
afkomstige Roel Keuning hoogleraar werd in Wageningen. Bovendien promoveerden
in Wageningen medewerkers uit Vlaardingen, zoals Susan Duinhoven in 1992.7¢
Hans van Amelsvoort, wetenschappelijk medewerker van de sectie Diet & Health
Research van Vlaardingen, werkte samen met de Landbouw Universiteit
Wageningen maar daarnaast ook met TNO en de Koninklijke Veterinaire en
Landbouw Hogeschool in Kopenhagen.””

Groningen Biotechnology Centre (GBC)

Het biotechnologisch onderzoek van de Rijksuniversiteit Groningen werd
uitgevoerd binnen het Groningen Biotechnology Centre (GBC) en het BIOSON-
instituut. Het GBC dat in 1981 werd opgericht had zijn wortels in de laboratoria van
Biochemie, Moleculaire Genetica, Microbiologie, Organische Chemie en de
Technische Chemie. Het hoofddoel van het GBC was het codrdineren van het
biotechnologisch onderzoek in Groningen. Gedurende een periode van twee jaar,
van 1984 tot 1986, werden door Scheikunde en de Biologie onderzoeksgroepen
opgezet rond het thema protein engineering. De bedoeling was om binnen dat thema
zowel fundamenteel als toegepast onderzoek te doen.

Biotechnologie

De groepen die onderzoek deden naar de structuur van eiwit waren verbonden
met het BIOSON-instituut. Dit in 1985 opgerichte instituut was een samen-
werkingsverband tussen de Groningse universiteit en de stichting Scheikundig
Onderzoek in Nederland (SON). Die samenwerking was noodzakelijk gebleken
omdat structuuronderzoek van macromoleculen enorme kapitaalsinvesteringen
vereiste die niet via de reguliere subsidies toegekend konden worden.
Het Groningse onderzoek rond protein engineering stond onder leiding van de hoog-
leraren Jan Drenth en Wim Hol en nam een centrale plaats in binnen het nationale
programma voor de biotechnologie. Ook internationaal had het een
hoge status.

Onderdeel van de protein engineering was enzyme engineering. Voor het
structuuronderzoek maakte men gebruik van technieken als réntgendiffractie,
moleculaire dynamica, kernspinonderzoek (NMR) en elektronenmicroscopie.
Bovendien werd onderzoek gedaan naar de werking van enzymen en naar
technieken om enzymen te modificeren. Deze meer biologische kant, zoals het
‘plaatsgestuurde mutagenese-onderzoek’ (site directed mutagenesis, SDM), was
in Groningen minder ontwikkeld. Omdat de Unilever-R&D in Vlaardingen juist
gespecialiseerd was in de biologische aspecten en weinig expertise bezat over de
fysisch-chemische, structurele aspecten van protein engineering, zouden Groningen
en Vlaardingen een welhaast natuurlijke match vormen voor externe samenwerking
(zie hoofdstuk 8).

Doordat Vlaardingse biotech-wetenschappers als adviseurs, bestuursleden
of docenten betrokken waren bij de belangrijkste centra van de biotechnologie in
Nederland, konden samenwerkingsverbanden gecreéerd worden en gezamenlijke
onderzoeksprojecten geéntameerd worden.
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7. Wasmiddel-enzymen en de klassieke biotechnologie

Al in de jaren 1950 werden door Unilever enzymen toegepast als vlekverwijderaars
in de was maar dan alleen bij industriéle toepassingen.”® In mei 1963 kwam
concurrent Kortman & Schulte in Nederland op de consumentenmarkt met een
enzymhoudend voorwasmiddel. Hun Biotex bleek geen eendagsvlieg.

Wasmiddelen waren in die tijd al ver ontwikkeld en er bestond weinig differentiatie
tussen de diverse merken. Maar hardnekkige vlekken bleven een probleem voor de
huisvrouw. Toen enzymen in staat bleken iets aan dat probleem te kunnen doen,
had dat sterke overtuigingskracht. Unilever haastte zich om ook enkele
enzymhoudende voorwasmiddelen op de markt te brengen en kwamen met
producten als Luvil en Bio-Luvil. In de jaren 1960 was het aandeel van wasmiddelen
met enzymen internationaal gezien nog niet erg groot. Het groeide echter wel
onophoudelijk. In Nederland bevatte toentertijd toch al een kwart van de voor- of
hoofdwasmiddelen enzymen.

Enzymen in wasmiddelen waren extra’s, waarmee flinke opslagen op de prijs
konden worden gezet. Enzymen waren eind jaren 1960 ook niet goedkoop. Er
moest tussen £25 en £30 per ton product voor worden betaald. Daarmee bestond
de mogelijkheid dat een synthetisch wasmiddel (Non Soap Detergent, NSD)
waaraan een enzym was toegevoegd zo duur werd, dat het zichzelf uit de markt
prees. Andere problemen waren de onzekerheid over de verenigbaarheid van
enzymen met bepaalde bleekmiddelen tijdens het bewaren. En, niet minder
belangrijk, of hun activiteiten verenigbaar waren wanneer het wasmiddel in
oplossing komt. Uiteindelijk bleken al deze problemen oplosbaar.

Unilever kocht de enzymen van leveranciers als het Nederlandse Gist-Brocades
en het Deense Novo Industri A/S. Dit bedrijf was in 1925 opgericht. In de jaren
vijftig had Novo zich gespecialiseerd in het verkrijgen van enzymen door middel van
fermentatie van bacterién. In het begin van de jaren zestig verkreeg Novo de rechten
en expertise over een door een concurrent niet verder ontwikkeld enzym. Novo
slaagde erin dat enzym op industriéle schaal te produceren en het bleek dat het
eigenschappen bezat waarnaar door wasmiddelproducenten naarstig werd gezocht:
het verwijderde hardnekkige bloed- en zweetvlekken en had geen nadelig effect op
de andere bestanddelen in het synthetische wasmiddel. Daarmee was Alcalase®
geboren en in 1962 werd het opgenomen in Biotex. Alcalase werd geadverteerd als
uitermate geschikt voor gras-, bloed-, ei- en transpiratievlekken. Voortbordurend
op het succes van Alcalase werd in 1967 een enzymfabriek in Kopenhagen geopend.
Twee jaar later werd de grootste enzymfabriek ter wereld geopend in Kalundborg,
Denemarken. Novo Industri A/S zou in 1989 fuseren met Nordisk Gentofte A/S tot

Wasmiddel-enzymen en de klassieke biotechnologie

51



52

Novo Nordisk A/S. In 2000 werd Novozymes afgesplitst om de enzymactiviteiten
duidelijker te kunnen onderscheiden van de farmaceutische activiteiten die
eveneens deel uitmaakten van de portfolio van het bedrijf.”

In 1969 viel de afzetmarkt van enzymen voor wasmiddelen plotsklaps
helemaal weg. In de Verenigde Staten had consumentenrechtenactivist Ralph
Nader zijn pijlen gericht op het ontstaan van allergieén als gevolg van enzymen in
wasmiddelen.®® Enzymen konden irritaties veroorzaken. In de fabriek waren er
risico’s met het hanteren van de zakken met enzym en ook de huisvrouw liep het
risico op huidirritaties, zeker in geval van de handwas. En als de was in het laatste
stadium niet werd verwarmd tot 60°C of hoger, dan kon het enzymeiwit neerslaan
op het textiel en later voor huidirritaties zorgen. Wassen bij hogere temperaturen
inactiveerde de allergische eigenschappen van het enzymeiwit. In Engeland waren
bij Unilever-werknemers gezondheidsproblemen ontstaan als gevolg van het
stuiven van enzym in wasmiddelfabrieken. Aangezien de Amerikaanse overheid net
daarvoor te maken had gehad met een stroom berichten over de potentiéle gevaren
van kunstmatige zoetstoffen, de cyclamaten, gaf de regering de Food and Drug
Administration opdracht om het gevaar van enzymgebruik in detergents te
onderzoeken. Om niet het risico van schadeclaims te lopen haalde Unilevers
concurrent Procter & Gamble in de Verenigde Staten alvast de enzymen uit al haar
wasmiddelproducten.®!

Binnen Unilever Research was in december 1969 een Task Force voor het
omkapselen van enzymen leidend tot enzymgranulaten ingesteld. Vlaardingen,
Port Sunlight en Detergents Coordination werkten daarin samen. In het eerste
rapport van de Task Force werden richtlijnen uitgeschreven over hoe (enzym)stof te
meten, hoe om te gaan met de grondstof enzym/builder (STP) en hoe dit materiaal
in te kapselen.®?

Ook in Nederland kwamen de risico>s van enzymen in wasmiddelen in de
publiciteit waarbij televisie inmiddels een invloedrijk medium was geworden.
In AVRO’s Televizier van 16 februari 1971 werden H. de Roos van Lever’s Zeep
Maatschappij (LZM) en J. de Flines van enzymleverancier Gist-Brocades over de
risico’s ondervraagd. Zij ontkenden dat er bij normaal gebruik gevaren zouden zijn
ofschoon mensen die al last hadden van eczeem het contact met enzymhoudend
wasmiddel beter konden vermijden. Wel erkenden zij dat er in de productie-
fabrieken risico’s voor de werknemers zouden kunnen bestaan. Het probleem rond
enzym in de fabriek was overigens niet zozeer eczeem maar -eerder
respiratoire aandoeningen en allergie. Als gevolg van deze publiciteit liep de
aandelenkoers van Gist-Brocades binnen twee dagen na de televisie-uitzending een
gevoelig koersverlies op van 13%.%3

In Amerika kwam de Food and Drug Administration in een onderzoek tot de
conclusie dat er voor de consument geen gevaar bestond. Maar ook werd
geconcludeerd dat enzymen inderdaad leiden tot een schonere was. Daarmee
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kregen ‘biologische’ wasmiddelen weer de wind in de rug. In 1972 lanceerde Novo
Savinase®, een nieuw enzym met een voordelige prijs-kwaliteitverhouding.

Fijnstof en de arbeidsplek

Al'in 1969 had Novo een ‘stuifvrij’ (in de zin van ) enzymgranulaat voor de markt
beschikbaar.®* Later zou in Vlaardingen de Enzyme Application Unit (EAU) ingesteld
worden waar problemen zoals het stoffen van enzym bestudeerd werd. Bij de EAU,
met onder andere Kees Hazelebach, ontwierpen ze analysetechnieken voor enzymen
zoals het meten van enzymstof.

Enzymproducent Gist-Brocades loste het probleem op door prills te bereiden - die op
was waren gebaseerd met daarin verwerkt het enzym. Novo maakte granules, de
zogeheten marumes en later T-granulaten. Dit waren enzymhoudende zoutkernen
omgeven door was. Op basis van het werk van de EAU legde Unilever de specificaties
op voor het stofgehalte.

In de jaren zestig van de 20ste eeuw was er bedrijfsorganisatorisch enerzijds een
tendens tot verticale integratie en anderzijds tot diversificatie (met de acquisitie van
Biocon en DC(Y)L als latere voortzetting van dat beleid). Bij Unilever speelden deze
ontwikkelingen indertijd vooral bij die bedrijfsonderdelen die zich bezighielden met
chemicalién en aanverwante producten. De industrie die chemische grondstoffen
en tussenproducten vervaardigde kon slechts geringe marges maken. Het
eindproduct voor de consument werd daarentegen vaak op de markt gebracht onder
een merknaam, waardoor de marges hoger waren. Vandaar dat de chemische
industrie neigde naar verticale integratie zodat men ook zelf consumentenproducten
onder een merknaam op de markt kon brengen.8®

Omdat Unilever wilde diversifiéren onderzocht een Chemicals Study Group de
mogelijkheden om (tussen)producten die werden ingekocht, in eigen beheer te gaan
produceren. De marge die bij de tussenhandel terecht kwam, kon dan in de eigen
portemonnee worden gehouden. Unilever was er zich van bewust dat de relatie met
leveranciers kwetsbaar was. Indien Unilever de producten van de tussenhandel
voortaan zelf zou gaan produceren, dan was het zeker denkbaar
dat deze stroomafwaarts integreerde en een eindproduct onder eigen naam op
de markt zou gaan brengen. Bovendien was het natuurlijk altijd mogelijk dat die
verticale integratie plaatsvond zonder dat Unilever het tussenproduct
beconcurreerde.®

Toen in de jaren zestig de meeste fabrikanten enzymen in wasmiddelen
opnamen, werd bij Unilever de vraag gesteld: moeten enzymen worden ingekocht
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of is het verstandiger deze zelf te vervaardigen? In 1969 schreef G.E. Hall, die
behoorde tot het management van Research Division in Rotterdam, een
discussiestuk over enzymen voor een vergadering van de hoofden van de Unilever-
laboratoria. De centrale vraag in dat stuk was: Diende Unilever de enzymen die zij
nodig had zelf te produceren? Voor wat betreft enzymen afkomstig van dierlijke
organen en uit planten was zijn antwoord ondubbelzinnig: neen. Naar Hall's
mening hadden enzymen afkomstig van micro-organismen namelijk de toekomst.
Devervolgvragen waren of Unilever met behulp van micro-organismen geavanceerde
enzymen zelf moest <uitvinden> en ze dan gaan produceren? Hall was zich ervan
bewust dat het vinden en octrooieren van een optimaal enzym voor een bepaalde
toepassing al niet eenvoudig was. Daarna moest er voldoende enzym worden
geproduceerd om producttesten uit te voeren. Als Unilever de uiteindelijke productie
van het enzym dan niet zelf ter hand nam, dan moesten derden enthousiast gemaakt
worden om dat voor Unilever te doen. Van groot belang was het om daarvoor de
goede partij te benaderen:

When Research finds a microbial strain producing an enzyme suitable for a
particular product it is difficult to produce sufficient enzyme for product testing. Having
overcome that difficulty it should be possible to find some (third-party) concern willing
to produce from our strain. Although we have so far not had a good experience in trying
to do that, I suspect that we have tended to approach the wrong companies.

Hall oordeelde dat de sterkte van Unilever niet lag in het produceren van speciale
enzymen. Dat de wasmiddelenindustrie in het midden van de jaren zestig een tekort
aan enzymen had gekend, zoals hij beweerde, was veroorzaakt door de onverwacht
grote vraag van de consument naar het wasmiddel-plus-enzym. Die tekorten waren
op het moment van het schrijven van Halls advies al opgeheven door vergroting van
de enzymproductie.

Het is niet verwonderlijk dat Unilever nadacht over de vraag of het niet zelf
enzymen voor wasmiddelen moest gaan produceren. Van het voorjaar van 1966 tot
en met mei 1968 waren er in Europa tachtig wasmiddelen met enzymen op de
markt gebracht. Daarvan waren er 36 voor de hoofdwas. Overigens kon het gehalte
aan enzymen sterk variéren. Als gevolg van de grote vraag waren er meer dan tien
enzymen commercieel beschikbaar gekomen. Alcalase fungeerde als een standaard
maar Maxatase van Gist-Brocades had inmiddels eenzelfde graad van effectiviteit.
De prijzen waren fors gedaald van 1200 naar 240 gulden per ton enzymproduct.
Verwacht werd dat in de tweede helft van 1969 de prijs verder zou zakken tot tussen
150 en 180 gulden. De totale jaarproductie was 1.900 ton waarvan Unilever en
Procter & Gamble samen ongeveer de helft opsoupeerden. De behoefte voor 1969
werd geschat op 2.600 ton.

Op de stijgende vraag werd door enzymproducenten als Novo en Gist-Brocades
geanticipeerd met de bouw van nieuwe fabrieken.?” Hierdoor zouden op termijn de
prijzen gaan dalen. De aanvankelijke krapte op de markt voor wasmiddelenzymen
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deed Unilever wel besluiten om termijncontracten met de leveranciers Novo
Industries en Gist-Brocades af te sluiten, iets dat zij anders bijna nooit deden.®®
Door de (verwachte) prijsdalingen, leek het voor Unilever echter niet interessant de
markt voor wasmiddelenzymen te betreden. Althans, voorlopig niet. De opkomst
van de gentechnologie zou deze beslissing op losse schroeven zetten.
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8. Wasmiddel-enzymen en de nieuwe biotechnologie:
Enzyme engineering

Eerder hebben we gezien dat in de jaren zeventig de nieuwe biotechnologie, de
Biotech, vooral berustte op de recombinant-DNA-technologie. In de jaren tachtig
kwam daar een aanvullende aanpak voor genetische modificatie bij. De
rontgenkristallografie was geautomatiseerd, NMR werd verricht onder zeer hoge
resolutie, optische technieken zoals ultraviolet, circulair dichroisme en fluorescentie
waren enorm verbeterd. Aan de Rijksuniversiteit Groningen had zich op het terrein
van de biofysische technieken een internationaal vermaard expertisecentrum
ontwikkeld: het BIOSON-instituut. Het beschikte over rontgenkristallografische
apparatuur en computers om structuuranalyses van omvangrijke biomoleculen
uit te voeren, en had met het onderzoek inmiddels wereldfaam opgebouwd.
Vlaardingen had zich niet op dit specifieke terrein van de fysische chemie
gespecialiseerd. URL Vlaardingen was sterk geinteresseerd in die kennis en zocht
daarom samenwerking met Groningen. Unilever was echter niet het enige bedrijf
dat interesse had in structuuronderzoek naar eiwitten. Ook Gist-Brocades wilde de
Groningse expertise gebruikten. Uiteindelijk zou er een driehoekssamenwerking
ontstaan tussen URL Vlaardingen, Gist-Brocades en de het BIOSON-instituut in
Groningen. Een samenwerking, die als passend in haar innovatiebeleid, door de
overheid financieel werd ondersteund.

De samenwerking zou gestalte krijgen onder de paraplu enzyme engineering van
wasmiddelenzymen. De verschillende expertises van de drie partijen kwamen
daarin samen. Groningen leverde de fysisch-chemische technieken, Gist-Brocades
bracht kennis in van de selectie en productie van enzymen en Vlaardingen zorgde
voor expertise op het gebied van de gentechnologie. Over de intellectuele eigendom
werd afgesproken dat Unilever de wereldwijde rechten zou verkrijgen op verbeterde
detergentsenzymen en dat Gist-Brocades, gedurende een beperkte periode, de
exclusieve leverancier van de gemodificeerde wasmiddel-enzymen voor Unilever
zou zijn. Enzyme engineering werd gepresenteerd als een logische sequentie van
stappen zoals in afbeelding 6 uiteengezet.
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Afbeelding 6 De enzyme engineering-cyclus: Stroomschema van de experimentele stadia voor

enzyme engineering via plaatsgestuurde mutagenese (Site Directed Mutagenesis, SDM).

Eerst werd in de enzyme engineering-cyclus een keuze gemaakt voor het enzym dat
men wilde aanpassen. Dit enzym werd vervolgens in een aanzienlijke hoeveelheid
geproduceerd door Gist-Brocades en gezuiverd. In Groningen werd het enzym
gekristalliseerd, noodzakelijk om er rontgendiffractietechnieken op toe te kunnen
passen. Die kristallisatie vormde vaak een bottleneck in het onderzoek omdat niet
alle eiwitten zich gemakkelijk laten kristalliseren. Soms werd een goed kristal
slechts verkregen wanneer het kristallisatieproces plaatsvond in aanwezigheid van
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een enzymremmer. Het was dan op voorhand niet meteen duidelijk wat dat
betekende voor de structuur van remmervrij actief enzym. De technieken voor het
verkrijgen van goede enzymbkristallen had men alleen in Groningen goed in de
vingers. Om niet voor het blok te staan wanneer het toch een keer mislukte, werkte
Groningen aan meerdere enzymen parallel naast elkaar. Goede kristallen werden
onderzocht met rontgendiffractie en NMR.

Parallel aan de studie van enzymkristallisatie in Groningen vond in Vlaardingen
biochemisch onderzoek plaats naar de functies van het wasmiddel-
enzym. Daarin was URL Vlaardingen gespecialiseerd. Hier onderzocht men
bijvoorbeeld waarom eiwitvlekken in wasgoed vaak moeilijk te verwijderen zijn.
Ton Swarthoff, Jan Klugkist en anderen bestudeerden waarom eiwit intensief aan
textiel kan hechten. Ze ontdekten dat er een duidelijke interactie plaatsvindt tussen
eiwit, vet en substraat. Deze bevinding wees de Unilever-onderzoekers erop dat het
zinvol was om een lipase aan wasmiddel toe te voegen en om dat vetsplitsende
enzym zo actief mogelijk te maken door middel van engineering.®® Vervolgens
werden de data uit het structuuronderzoek gekoppeld aan de inzichten uit het
functieonderzoek. Met behulp van modellen, computer graphics en theorieén over
het vouwen van eiwitmoleculen - dit is het aannemen van de driedimensionale
structuur door het eiwit - werd dit in Groningen verder onderzocht.

Parallel aan dit structuurbiochemisch werk werd er in Vlaardingen gewerkt aan
genetische aspecten van het project. Het specifieke eiwit-gen dat men nodig had,
werd geisoleerd en ingebracht in een zogeheten expressiesysteem voor de
productie van eiwit vanuit de ervoor coderende genetische code. Voor een
efficiénte expressie in het micro-organisme zijn allerlei regulatoire elementen en
factoren noodzakelijk. Die expertise had Vlaardingen opgebouwd met het werk aan
thaumatine, chymosine en alpha-galactosidase. De inzichten van het
structuuronderzoek werden teruggekoppeld naar de gentechnologen die op basis
daarvan modificaties in de door hen geproduceerde genfragmenten inbouwden.
Aldus ontstond een reitererende ontwikkelingscyclus die leidde tot gemuteerde - en
hopelijk verbeterde - enzymen.

Het verkrijgen van goede enzymbkristallen was een sine qua non voor het
succesvol doorlopen van de enzyme engineering-cyclus. Het kristallisatiewerk in
Groningen leverde aanvankelijk geen goede enzymkristallen op. Pas in experimenten
met de omkeerbare remmer egline-C werden bevredigende kristallen
verkregen. Structuuranalyses konden echter niet vanuit een nulpunt beginnen. Om
snel tot resultaten te komen moest men beschikken over vergelijkbare
modelstructuren. Toen een structuurmodel van het protease subtilisine-Carlsberg
beschikbaar kwam vergemakkelijkte dat het analyseren. De ervaring die met
de verschillende technieken werd opgedaan, maakte het uiteindelijk mogelijk
om een tijdpad uit te zetten. Hieruit wordt ook het cyclische karakter van het werk
duidelijk.
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Afbeelding 7 Tijdpad van drie cycli van enzyme engineering bestaande uit biochemisch werk,

structuuranalyse en gentechnologie uitgezet op de y-as en het verloop van de tijd op de x-as.

De y-as, waarop de karakterisering van het werk is uitgezet, bestaat voor een deel
uit klassieke biochemie. Met methodes uit deze discipline wordt eiwit geisoleerd,
waarvan de structuur in de tweede fase wordt onderzocht. Daaruit volgen suggesties
voor moleculaire modificaties die via recombinanttechnieken in de derde fase
worden geéffectueerd. Voorlopige resultaten worden weer opnieuw in de cyclus
ingebracht. In Vlaardingen werd enzyme engineering toegepast op proteasen maar
ook op lipasen. Met een goed lipase leek Unilever meer kans op succes te hebben
dan met een protease; in dat laatste geval waren er erg veel kapers op de kust.
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9. Wasmiddel-enzym lipase als niche

In de jaren zestig werden enzymen aan wasmiddelen toegevoegd om tijdens het
inweken of de voorwas hun werk te doen. In de jaren zeventig en zeker de jaren
tachtig werd het de gewoonte om bij lagere temperaturen te wassen dan 90 of 60°C.
Dat was vanwege kostenbesparingen die steeds belangrijker werden omdat de prijs
van energie sterk was gestegen, maar ook omdat een lager energieverbruik beter
was voor het milieu. Maar bij lagere temperatuur werken de surfactanten,
de oppervlakte-actieve stoffen, minder zodat er behoefte bestond om dat te
compenseren door enzymatische vlekverwijderaars.

Proteasen waren goede vlekverwijderaars, maar zij hadden weinig effect op
vetvlekken. De aanwezigheid van vet leidt tot het vergelen van de textiel door de
oxidatie van het vet, een toename in het vasthouden van vetminnende kleurstoffen
en een minder uitgesproken werking van de optisch-actieve stoffen. Onderzoekers
in Vlaardingen onderzochten of het toevoegen van een vetsplitsend lipase aan
wasmiddel een oplossing zou kunnen bieden.*®

In 1983 werd in Vlaardingen vethydrolyse onder wascondities onderzocht
onder toepassing van een drietal lipasen, namelijk het MM-esterase dat werd
geisoleerd uit Mucor miehei (ex. Gist-Brocades), D-lipase dat werd geisoleerd uit
Chromobacter viscosum (ex. Diosynth, AKZO) en Pa-lipase dat werd geisoleerd uit
Pseudomonas aeruginosa (ex. URL Vlaardingen). Lipase-onderzoek was gebaseerd
op textielvervuiling met sebum, een olie/wasachtige afscheiding van het lichaam.
Een belangrijk resultaat van dit werk was dat de onderzoekers, waaronder
H.E. de Jong, vaststelden dat lipase pas effectief is wanneer het wordt toegepast bij
meerdere wasbeurten in plaats van in één enkele wasbeurt. Om deze eigenaardigheid
van de werking van lipasen bij het wassen te kunnen onderzoeken werd een multi-
cycle-soil-wash methodologie ontwikkeld.®* Overigens was het ontwikkelen van een
laboratorium- of praktijktest bij een reeds bekend enzym een taak waarvoor de
Detergents-R&D van Unilever zich regelmatig gesteld zag.*?

Met modelsystemen werd vastgesteld dat lipasen erg gevoelig zijn voor de
oppervlakteactieve stoffen en dat zij bovendien weinig activiteit vertonen
wanneer de concentratie aan vrije Ca?* te laag is. En die moet laag zijn omdat
het water anders te hard is. In Vlaardingen werd het werkingsmechanisme van
lipasen opgehelderd. Aanvankelijk absorbeert het lipase en is dan stabiel.
In oplossing is het echter gevoelig voor de actives en het ontbreken van
calcium-ionen. Bij het spoelen activeert het resterend lipase omdat er op dat
moment geen actives meer aanwezig zijn; deze activiteit duurt voort, zo werd
vastgesteld, tijdens de periode tussen het wassen. Tijdens de tweede was
worden vervolgens de splitsingsproducten en nieuw vuil verwijderd.?
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In vervolgonderzoek bleek rond 1985 dat een groep lipasen gedefinieerd en
geoctrooieerd kon worden welke geschikt zouden zijn voor wasmiddelen. Unilever
koos ervoor om met het lipase uit Pseudomonas gladioli verder onderzoek te doen.
Productie vond uiteindelijk plaats op proeffabriekschaal (150 Itr). Voorts werd een
werkwijze voor downstream-verwerking ingericht.** In 1989 werden experimenten
uitgevoerd om tot een fermentatie op een schaal van 2.000 Itr te komen waarvoor
de downstreamprocessing moest worden aangepast.®> Op deze schaal werden
hoeveelheden enzym verkregen waarmee producttoepassingen bestudeerd konden
worden.

In parallel werd ervoor gekozen om samen te werken met enzymproducent
Novo, maar dat bedrijf hield er ook een eigen R&D-agenda op na. In 1988
lanceerde Novo het enzym Lipolase. Dat was een lipase dat geen immunologische
kruisreactie vertoonde met de enzymen waaraan bij Unilever werd gewerkt. Het is
een schimmel-lipase dat oorspronkelijk werd afgeleid van Humicola lanuginosa.
In maart 1988 implementeerde wasmiddelfabrikant Lion Novo’s Lipolase in het
waspoeder Hi-Top.

Alhoewel Unilever Research verschillende pogingern heeft gedaan om het
uit Ps. Gladioli afkomstige lipase te produceren en later tevens een esterase
(cutinase) met een echte in-wash effect heeft bestudeerd is Unilever ook op
de markt gekomen met wasmiddelen gebaseerd op Lipolase.

In Vlaardingen werd onderzocht hoe de samenstelling van het wasmiddel kon
worden geoptimaliseerd om toch een in-wash effect van het lipase te verkrijgen.
De preciese samenstelling van de actives bleek daarbij belangrijk te zijn zoals uit
eerder werk al bekend was.%

In het midden van de jaren negentig kwam Unilever Research tot de conclusie
dat de toepassing van recombinant-DNA-technologie, enzyme engineering en de
productie van daarmee verkregen enzymen, beter kon worden overgelaten aan de
traditionele enzymproducenten. De expertise van Unilever Research op het gebied
van wasmiddelenzymen lag aan de toepassingskant: de performance van
geformuleerde wasmiddelen. Er werd in die jaren in Vlaardingen ook gewerkt aan
een heel ander terrein van de Biotech, namelijk het sturen van chemische moleculen
naar een bepaald doelwit. Binnen detergents lag het sturen, targeting genoemd, van
een oppervlakteactieve stof, een oxidatiemiddel of een enzym naar een vlek in de
was voor de hand. Een specifieke vorm van deze targeting was gebaseerd op de
specifieke affiniteit van antilichamen voor de moleculen waartegen zij waren
opgewekt.
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10. Speld in de hooiberg: Richten met antilichamen

Het begrip bioherkenning staat voor die verschijnselen waarbij biologische
moleculen elkaar herkennen. De herkenning - en koppeling - van een antilichaam
met een antigeen is daarvan een uitgesproken voorbeeld. Die biohernkenning kan
in situ worden uitgevoerd of onderdelen ervan kunnen worden geisoleerd waarna
men die specifieke herkenning voor bepaalde doeleinden kan gebruiken. Binnen
Unilever werd onderzoek gedaan naar de toepassing van antilichamen voor snelle
herkenning van verontreinigingen zoals micro-organismen, het verwijderen van
contaminanten of het zuiveren van materiaal.

Antilichamen worden door organismen geproduceerd wanneer er een antigeen
aanwezig is, maar de opbrengst aan antilichaam per geactiveerde afweercel is
meestal niet erg hoog. De rDNA-technologie bood theoretisch een goede
mogelijkheid om specifieke antilichamen in grote hoeveelheden te produceren. Aan
het eind van de jaren tachtig stelden Vlaardingse wetenschappers echter vast dat
met cellen die kunstmatig waren getransformeerd met erfelijk materiaal coderend
voor antilichamen, deze antilichamen slecht te produceren waren. Het probleem
was dat zij in de getransformeerde cel aggregeerden. Nu zijn de reguliere
antilichamen complexe moleculen die uit vier aminozuurketens bestaan: twee
lange, zogeheten zware ketens en twee korte, zogeheten lichte ketens. Elk van deze
ketens bevat een regio die een zodanig aminozuurvolgorde heeft dat die het antigeen
op specifieke wijze herkent - dit stuk heet het variabele domein van de
antilichaamketen.

Bij toeval kwam de Vlaardingse wetenschapper Pieter de Geus in contact met de
Brusselse hoogleraar P. Hamers die met zijn studenten net had ontdekt dat een deel
van de antilichamen van dieren behorend tot de Camelidae (dromedaris, kameel en
lama) een andere structuur bezitten. Lama-antilichamen bezitten alleen twee
kortere zware ketens en geen lichte ketens. Vervolgens werd in Vlaardingen
berekend dat deze vereenvoudigde antilichaamstructuur zou kunnen betekenen dat
de Camelidae-antilichamen niet zo snel aggregeren als dat reguliere antilichamen
dat doen.’
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Afbeelding 8 Het verschil tussen klassieke antilichamen (twee zware en twee lichte ketens)
(links) en antilichamen van Camelidae (alleen twee zware, maar kortere ketens). Binnen de cirkels

het variabele deel van een antilichaam dat specifiek het bijbehorende antigen bindt.

Deze voorspelling bleek in de praktijk te kloppen: lama-antilichamen zijn goed te
produceren in met het lama-gen getransformeerde cellen. In Vlaardingen werd een
project opgezet voor de productie in gist van de variabele fragmenten van Heavy
Chain-ketens (HC-V) van Camelidae welke waren opgewekt tegen humaan chorionic
gonadotropin (hCG). Er werd in samenwerking met ID-DLO en Nutreco een
technologie ontwikkeld om Heavy Chain Variable-domains (HC-Vs) te
produceren nadat lama’s met antigenen waren geimmuniseerd. De HC-Vs werden
geproduceerd in micro-organismen zoals Saccharomyces cerevisiae. Hiermee was
een werkwijze ontwikkeld voor de industriéle productie van antilichamen die
specifieke antigenen herkennen. Deze werkwijze werd geoctrooieerd. Er werd
gevonden dat dergelijke fragmenten in een hoeveelheid van 0,5 g/ltr konden
worden geproduceerd.®®

Lama-antilichaamfragmenten beloofden tal van nuttige industriéle toepassingen
omdat ze in hoge mate specifiek en erg robuust zijn. Een toepassing die belangrijk
zou kunnen worden was de modificatie ervan door toevoegen van functionele
hulpmoleculen aanhetantilichaam, bijvoorbeeld een enzym. Vanuitde productgroep
Wasmiddelen was het interessant om vlekverwijderende enzymen - denk aan eiwit-
en vetsplitsende of blekende enzymen - naar de vlek te dirigeren. Vlekken in de was
vormen feitelijk een speld in een hooiberg: een vlek van een paar milligram materiaal
is verborgen in vele liters water en enkele kilo’s wasgoed. De uitdaging voor
Vlaardingen lag erin om een efficiént vlekverwijderingssysteem te ontwikkelen door
enzymen die zijn gekoppeld aan een antilichaam op specifieke wijze naar de vlekken
te sturen (targeting).

Het vroege werk had betrekking op de targeting van oxidases naar het
textieloppervlak door het enzym te koppelen aan een of meer functionele groepen,
liganden genoemd, die zelf binden aan katoen. In een volgende ontwikkelingsstap
werd het mogelijk om het enzym oxidase rechtstreeks naar vlekken te sturen door
het enzym te koppelen aan een antilichaam. Dat antilichaam is zo geproduceerd dat
het affiniteit bezit voor vlekken maar niet voor textiel of kleurstoffen in het algemeen.
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Op deze wijze zou het mogelijk moeten zijn om krachtig te bleken, zonder het
weefsel of de kleurstoffen te beschadigen. Zo werden antilichaamfragmenten
geisoleerd die de azokleurstof RR6 herkenden.® In een onderzoeksproject van
Colworth House werd een oxidase-enzym op chemische wijze gekoppeld aan een
antilichaam dat was opgewekt tegen polyfenolvlekken.1%

De nieuwe methode van targeted bleaching kent meerdere voordelen. Het is veel
milieuvriendelijker dan de klassieke wijze van bleken waarbij een relatief grote
overmaat aan blekend materiaal aanwezig moet zijn ten opzichte van dat
van de vlek. De inefficiéntie van gewoon bleken leidt tot hoge financiéle kosten, een
hoge milieubelasting en het risico op ongewenste nevenreacties zoals het verbleken
van gekleurd weefsel.

In Vlaardingen was bewezen dat enzymen op succesvolle wijze naar vlekken
konden worden gestuurd door gebruik te maken van de genoemde lama-
antilichamen. In 1999 werd door Unilever Research de beslissing genomen om
voor deze technologie voor de categorie Laundry intellectuele bescherming te
zoeken en routes voor dergelijke targeting te ontwikkelen. Bij de eerste maakte men
gebruik van zogeheten biheads. Dit zijn moleculen die bestaan uit twee
afzonderlijke bindingsdomeinen die aan elkaar zijn gekoppeld. Aldus wist men een
glucose-oxidase te sturen naar polyfenolvlekken die door rode wijn worden
veroorzaakt. De tweede methode verloopt via zogeheten fusie-eiwitten waarbij
een bindingsdomein dat een tomatenvlek herkent, wordt gefuseerd met een oxidase
afkomstig uit Acremonium murorum (AMO), een enzym waarvan was aangetoond
dat het bleking kon opwekken. Beide laboratoriumwerkwijzen werden opgeschaald
in het Biotechnology Application Centre (BAC) in Naarden.

“Fusion protein”
Stained }
fabric
Anti-stain
“Bi-head”

Stained
fabric
Anti-stain Anti-enzyme
Afbeelding 9 Modellen voor een fusie-eiwit respectievelijk een bi-head. De vlekherkenning vindt
plaats op basis van binding van een antilichaam aan een vlek-antigeen. Het oxiderende enzym

(enz) wordt ‘meegesleept’ door een directe chemische binding (boven) of via herkenning door een

tweede antilichaam (onder) dat op specifieke wijze het oxiderende enzym herkent.
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Na fermentatie bij de BAC in batch-vorm bij een hoeveelheid van 15 m?3, werd drie
kilo van een bihead geproduceerd. Verdere zuivering leverde een bihead-materiaal
op met een zuiverheid van 99%. Voorts werd in de BAC de productie van een
fusie-eiwit bestaande uit twee antilichamen enerzijds en het Acremonium murorum-
oxidase anderzijds opgeschaald. Er werden tot enkele honderden grammen
fusie-eiwit geproduceerd. Vervolgens werd de toepassing van targeted bleaching
onderzocht in tergotometers op een schaal van 1 Itr. Er werd geconcludeerd dat de
Targeted Bleaching-technologie op basis van biheads overeenkomstige verwijdering
van thee- en wijnvlekken oplevert als een Europees wasmiddel dat is geformuleerd
met perboraat en TAED.0?

Hierboven is al een paar keer sprake geweest van het Biotechnology Application
Centre (de BAC). Deze ‘Proeffabriek’ zou belangrijk zijn voor het opschalen van
Biotech-vindingen die binnen de Unilever-R&D werden gedaan. Een eerste
voorbeeld daarvan hebben we al gezien bij de productie van lama-antilichamen.
Een tweede voorbeeld is de productie van zogeheten anti-freeze-protein (AFP).
In het volgende hoofdstuk bespreken we de Research & Development aan AFP,
waarna we in hoofdstuk 12 dieper op het BAC ingaan.

Biotechnologie

11. Van antivries naar ijsstructurering

In het begin van de jaren tachtig was er door het Unilever Research Laboratory in
Colworth al meer dan twee decennia onderzoek gedaan aan consumptie-ijs. Al die
tijd waren de ijskristallen die van grote invloed zijn op de textuur van consumptie-
ijs een belangrijk onderwerp van studie geweest. IJsjes die kleine ijskristallen
bevatten worden ervaren als gladder en romiger. Grotere ijskristallen vormen harde
inclusies in de ijsmatrix. Om dergelijke grotere ijskristallen te verminderen en om
ijskristalgroei tegen te gaan bij wisselende bewaartemperaturen, worden
stabilisatoren toegevoegd. Over het precieze effect van die stabilisatoren was in het
begin van de jaren tachtig nog niet zo heel veel bekend.1%?

In de loop van de jaren tachtig werd de techniek van optische cryomicroscopie
ontwikkeld en werd deze in het Unilever-laboratorium Colworth House
geimplementeerd. Daardoor was er veel meer bekend geworden over ijskristalgroei
en de beinvloeding ervan door stabilisatoren. De middellijn van ijskristallen diende
bij voorkeur te liggen tussen 30 en 50 pm. Inmiddels was de rol van polysacchariden
bij het beinvloeden van de ijskristalgroei juist alsmaar onduidelijker geworden. Het
was mogelijk dat het belangrijkste effect daarvan was gelegen in het beinvloeden
van de rheologie van de matrixfase. Maar er was ontdekt dat de aanwezigheid van
bepaalde peptiden, de zogeheten Anti-Freeze Proteins (AFPs), de ijskristalgroei en
ijsmorfologie aanzienlijk beinvloedt.'%3

In de jaren negentig werd er in Colworth veel onderzoek gedaan naar de aard en
werking van dergelijke AFPs. De AFPs afkomstig van mariene organismen vallen te
onderscheiden in twee categorieén: peptiden en geglycosileerde peptiden. Deze
laatste bestaan uit een repeterend element van drie aminozuren welke eenheid tot
aan veertig keer kan worden herhaald. Zoals uit de naam blijkt zijn aan het eiwit
koolhydraatresiduen verbonden. Vanwege de interessante interactie tussen AFP’s
en ijskristalgroei was het voor Research een uitdaging om dergelijke AFP’s te
synthetiseren. Omdat isoleren uit natuurlijke bron bijna onmogelijk was vanwege
de lage concentraties ervan in de organismen, moest de bereiding langs synthetische
weg plaatsvinden. AFP’s zouden met een aminozuursynthesizer langs strikt
chemische weg vervaardigd kunnen worden, maar die techniek kent een lage
opbrengst. Een alternatief voor chemische synthese was productie door middel van
genetische modificatie in bijvoorbeeld Eschericia coli of een gist. Amerikaanse
Biotech-bedrijven zoals Genencor, DNA Plant Technology en Agouran
Pharmaceuticals waren op dat terrein al actief.1%4
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Afbeelding 10 Schematische weergave van de herhalingseenheid - alanine, alanine,

threonine - van glycopeptide-AFP.

Unilever Research in Vlaardingen stelde zich in het begin van de jaren negentig ten
doel om met behulp van recombinant-DNA-technologie AFP in gist tot productie te
brengen. Het peptide in kwestie was het AFP uit Winter Flounder;
de te transformeren gastheer was Saccharomyces cerevisiae SU10. Het doel van
het project was niet alleen de productie van AFP, maar ook de ontwikkeling van een
algemeen systeem om nuttige peptiden tot expressie te brengen. Daarbij werd
gedacht aan flavourpeptiden, bacteriocines, emulgeermiddelen en de al eerder
genoemde antilichaamfragmenten. Het gen voor Winter Flounder-AFP werd
volledig gesynthetiseerd op basis van codons (een codon is een DNA-triplet dat
codeert voor een specifiek aminozuur) die optimaal zijn voor toepassing in de
gist S. cerevisiae. Door een fusieproduct te maken met de genen voor AFP en alpha-
galactosidase en een secretie-signaalsequentie, kon AFP in de fermentatievloeistof
geproduceerd worden.!0°

Om een grote hoeveelheid antivries-eiwit te produceren werd in Vlaardingen
een AFP-productie met een fed-batch-fermenter ontwikkeld. Een probleem bij
het produceren van dergelijke peptiden was dat deze geen gemakkelijk te
kwantificeren biologische activiteit vertonen zoals bijvoorbeeld een enzymeiwit dat
wel bezit. Het kwantificeren van het productieproces verliep aan de hand van de
‘recrystallisation inhibition assay’.!’® Er werd geschat dat met transformant
pUR2682/4 een productie van 1 g/ltr aan AFP werd verkregen. Parallel aan
dit werk werd gevonden dat AFP van type III uit Winter Flounder Pseudopleuronectus
americanus waarschijnlijk actiever was dan het eerder bestudeerde AFP van type I.
In fed-batch-experimenten werd wel een lagere opbrengst aan AFP-III verkregen
van 250 mg/1tr.1%7

In het midden van de jaren 1990 besloot Unilever Research om de AFP-
technologie zo ver te ontwikkelen dat deze op basis van AFP-III HPLC-12 ter

Biotechnologie

commercialisering aan de Business kon worden aangeboden. Daarvoor was het
nodig om een kweek te produceren met, na verder opwerken, 2 gram product per
liter. Inmiddels was in Naarden het Biotechnology Application Centre (BAC)
gereedgekomen en daar konden dergelijke productieruns worden uitgevoerd.
Daarmee beantwoordde het BAC aan de intentie waarmee het was opgericht. In het
voorjaar van 2000 werden in de BAC vier van dergelijke productie-runs uitgevoerd.
De toegepaste gastheer was een S. cerevisiae-stam die niet in staat was tot
glycosylering en bovendien geen merker-gen voor antibioticaresistentie bezat. De
geproduceerde materie was voldoende voor de toxicologische testen die door het
veiligheidslaboratorium SEAC van Unilever moesten worden uitgevoerd teneinde
toestemming te verkrijgen van de Amerikaanse voedsel- en warenautoriteit, de
Food & Drug Administration (FDA), om het antivrieseiwit in voedingsmiddelen toe
te passen.1%®

De wijze van productie van de peptiden - door middel van genetisch
gemodificeerde gist - was in Europa een barriére voor de toepassing van de peptiden
in voedingsmiddelen. Onder leiding van de directeur van Unilever Research, Ian
Anderson, werd ervoor gekozen om AFP’s toe te passen voor nieuwe ijsstructuren
bij waterijsjes en dus niet bij roomijs. Dit was het gevolg van een onverwachte
bevinding. Aanvankelijk was het idee dat AFP de ijskristallen korter maakt,
waardoor zachter en roomachtiger consumptie-ijs zou ontstaan. Er was inmiddels
echter vastgesteld dat de kortere ijskristallen erin resulteerden dat er meer fysisch-
chemische bindingen ontstonden binnen de structuur: het ijs werd juist superhard
in plaats van romiger. Vandaar ook dat de naam AFP werd vervangen door de term
Ice Structuring Protein (ISP).

Bij gewone toevoeging aan consumptie-ijs was die harding een negatief
kenmerk, maar het was positief in het geval van waterijsjes. De ijsjes smolten
langzamer, het was minder een kliederboel en kinderen konden er langer over doen
om het ijsje te consumeren. Dat waren aantrekkelijke eigenschappen ten opzichte
van concurrerende producten. Aan het eind van de 20ste eeuw werd duidelijk dat
ISP in consumptie-ijs geen innovatie als ‘single big hit’ zou worden. De doorbraak
kwam in de Verenigde Staten waar Unilever een sterk waterijsmerk (Popsicle) bezat.
Bovendien waren de Amerikanen minder afwijzend ten aanzien van het onderwerp
van genetische modificatie.'%

Unilever Development concentreerde zich op de in Vlaardingen ontwikkelde
gistwerkwijze voor de productie van ISP. Het proces werd opgeschaald in het BAC
in Naarden. Unilever zocht samenwerking met een producent in de Verenigde
Staten (FermPro) en de kennis uit Vlaardingen werd daarnaartoe overgebracht. Het
ISP preparaat kreeg nu een eigennaam: Glaceine. Dit vergemakkelijkte de
ingrediénten-declaratie en ook de FDA beschikte daarmee over een geschikte
beschrijvende naam. In april 2003 werd voor de Verenigde Staten voor glaceine als
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voedingsmiddel een GRAS-verklaring (Generally Recognised as Safe) verkregen.110

Er werden octrooien aangevraagd die niet zozeer betrekking hadden op de
peptiden en de werkwijzen om ze te produceren, maar op de toepassingen:
productstructuren en producteigenschappen. Martek, dat FermPro had over-
genomen, slaagde erin de kosten van het actieve molecuul terug te brengen tot een
aanvaardbaar niveau.'! In mei 2003 werd de ISP-technologie in de VS uitgerold
onder de merknaam Popsicle. Vervolgens werd er een tweede golf van toepassingen
ontwikkeld. De structurerende eigenschappen bleken heel geschikt voor
toepassingen in ijsjes met laagsuiker en laagvet en bleken volledig nieuwe texturen
op te leveren zoals crunchy, crisp en brittle. In waterijsjes zorgt ISP ervoor dat de
kleur beter wordt vastgehouden en dat flavour over een langere periode wordt
afgegeven. Unilever kon nu ijsjes produceren voor landen met een warm klimaat en
ijsjes die vetarm zijn. Zonder ISP moesten in dergelijke ijsjes vetvervangers worden
opgenomen en die leiden tot een gomachtige textuur en een destabiliserend effect
op de ijsstructuur.'?
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12. Het Biotechnology Application Centre (BAC)
van Unilever

Het merendeel van de biotechnologie voor Foods was ondergebracht bij Quest.
Deze lead company beschikte over een eigen R&D-afdeling. In 1990 waren bij
Quest meer dan een honderdtal mensjaren ondergebracht voor de biotechnologie
zoals in de onderstaande tabel staat aangegeven.

Tabel 6 De menskracht die in 1990 binnen Quest aan de biotechnologie werd besteed

_ Research, development and application effort in man-years

Flavours

Yeast extracts/flavours 16.3

Enxymolysates 1.0

Cheese (incl. EMQ) 7.5

Fruit flavours 11.5

Butter flavours 2.0

Subtotal 383
Food

Enzymes/cultures 40.0

Proteins 11.5

Stabilisers 6.8

Colours 3.0

Emulsifiers 37

Subtotal 65.0

Total 103.3

Bron: S. Lecchini, Quest’s Biotechnology Strategy - sheets (September 1990).
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Tabel 7 In 1990 werd een nieuw R&D-langetermijnplan opgesteld waarvoor een kleine veertig

mensjaren benodigd waren

Segment Research, development and

application effort in man-years

URLs: - 'DNA capability in bacillus and moulds 6

- Plant biotechnology capability 6

Subtotal 12
Quest research: - Understanding metabolic pathways of key 5

systems and ways to influence them

- Cereal and milk biochemistry 4

- Fermentation technology including 6
downstream processing

Subtotal 15
Quest development | -Brewing / wine making 2
and application:

-Juice processing 2

-Dairy 3

-Nutrition 3

Subtotal 170

Total 37

Bron: S. Lecchini, Quest’s Biotechnology Strategy - sheets (September 1990).

Uit de bovenstaande tabellen komt naar voren dat de onderwerpen enzymen,
kweken, eiwitten en de fermentatietechnologie inclusief downstream-processing
belangrijke onderwerpen waren. Als brug tussen dergelijke R&D en de business
bestond er binnen Unilever behoefte aan een biotechnologische Proeffabriek, dat
werd het Biotechnology Application Centre (BAC). Aanvankelijk zou het BAC vooral
gebruikt gaan worden voor biotechnologische processen waarbij nog géén sprake
was van genetisch gemodificeerde micro-organismen. Daarbij werd gedacht aan
nieuw ontwikkelde toepassingen van metabolieten, zoals de productie van
polymeren uit door micro-organismen geproduceerde eenvoudige organische
moleculen, polysacchariden geproduceerd door melkzuurbacterién als
verdikkingsmiddelen in uiteenlopende voedingsproducten, de toepassing van
melkzuurbacterién of gistextracten als flavourcomponenten en de toepassing van
door foodgrade micro-organismen geproduceerde biomoleculen die functioneel zijn
als bioconserveermiddelen. Voor slechts een gering deel zou er sprake zijn van
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toepassing van GMO-organismen voor doeleinden behorend tot de non-Food,
zoals voor detergents: gemodificeerde cellen die meer enzymen produceren dan
conventionele cellen en GMO’s die gemodificeerde enzymen produceren. Een derde
categorie experimenten van het BAC betroffen enzymen bestemd voor voedsel. Veel
van dergelijke food-grade enzymen waren moeilijk te vervaardigen en kostbaar. Met
Biotech-werkwijzen konden deze bezwaren mogelijk worden vermeden.''3
Deskundigheid ten aanzien van rDNA-technologie en plantenbiotechnologie was
vervolgens bij de Unilever Research Laboratoria in Vlaardingen respectievelijk
Colworth House ondergebracht.

De grootste gebruikers van enzymen binnen Unilever behoorden tot één van de
drie bedrijfsonderdelen Foods, Detergents of Chemicals. In elk bedrijfsonderdeel
werden enzymen verwerkt, die al dan niet gemodificeerd waren en via gentechnologie
waren geproduceerd. Binnen Foods werden enzymen toegepast bij de bereiding van
kaas, brood en bakkerijartikelen, vlees en vleesproducten, thee, mayonaise en
dressings, en tomatenproducten. Detergents gebruikte (hoofdzakelijk aangekochte)
enzymen en gemodificeerde enzymen in diverse eindproducten. Enzymen werden
ook toegepast als zogeheten biosurfactanten. Chemicals paste enzymen toe bij de
bereiding van flavours en kleurstoffen, en als onderdeel van voedsel.

Voor de implementaties van de nieuwe biotechnologische vindingen was het
noodzakelijk dat de ‘receiving companies’ op tijd bij het innovatieproces werden
betrokken zodat een efficiénte technology transfer kon worden verzorgd. Een
probleem bij deze transfer was dat de gemodificeerde enzymen werden geproduceerd
met genetisch gemodificeerde organismen (gmo’s). Aan de omgang daarmee
werden specifieke eisen gesteld voor wat betreft veiligheid, risico-inperking en
vergunningverlening. Dit gold ook voor semi-technische installaties in een gmo-
Proeffabriek.14

Wilde men enzymen op de markt brengen die waren geproduceerd via
laboratoriumtechnieken van genetische modificatie, dan was een opschaling nodig.
Afhankelijk van het betreffende enzym moest de laboratoriumtafel (bench scale) op
een volume van 0,15 tot 2 m3 worden gebracht. Voor de opschaling was het op te
richten BAC essentieel. Daar zou de productie voor een marktintroductie en -
evaluatie plaats kunnen vinden. Een dergelijk BAC zou voor alle productcoordinaties
van belang zijn.

Het Biotechnology Application Centre werd gebouwd op het terrein van Quest
Naarden en werd een gezamenlijke onderneming van URL Vlaardingen en Unilever
Chemicals Coordination.''> In het voorjaar van 1992 werd het officieus geopend
door Hans Nieuwenhuis, de directeur van Vlaardingen, en Serge Lecchini, vice-
president van de Food-afdeling van Quest, dat onder Chemicals viel. De uit
Vlaardingen afkomstige Robert Rouwenhorst was als research manager van de
sectie Bioprocessing nauw bij de totstandkoming van de BAC betrokken. Hij sprak
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de hoop uit dat er spoedig behalve van Chemicals ook opdrachten zouden komen
van Foods en Detergents.11®

De officiéle opening van het Biotechnologisch Applicatie Centrum als
samenwerkingsproject van Unilever Research enerzijds en Quest anderzijds, vond
plaats op 9 november 1995, in aanwezigheid van Unilever-voorzitter Morris
Tabaksblat en minister Jozias van Aartsen van Landbouw, Natuurbeheer en
Visserij.!!” ElIf medewerkers van URL en de acht van BAC vormden gezamenlijk de
unit Test Production. Deze eenheid was een onderdeel van de nieuwe Biotechnology
Group die verder bestond uit de units Functional Biomolecules, Biological Food
Processes en Computational Biomolecular Discovery.

BAC was opgericht om de schaalvergrotingsexperimenten door te voeren die in
elk innovatieproces onmisbaar zijn.!'® In de Biotech leveren ze namelijk niet alleen
informatie over optimale fermentatieomstandigheden, maar ook over productie-
opbrengst. Daarnaast genereren ze gegevens waarmee de mogelijkheden op
productieschaal te voorspellen zijn. Schaalvergrotingsexperimenten blijven niet
beperkt tot fermentaties in bioreactoren. Ze hebben ook betrekking op het opwerken
en zuiveren van het product (downstream processing). Bovendien leveren de
experimenten inzicht in de kosten. Tenslotte wordt bij schaalvergrotings-
experimenten kennis opgedaan voor evaluatie en verificatie van de veiligheid
van een biotechnologisch productieproces. Met schaalvergrotingsfaciliteiten
zijn tevens kleine hoeveelheden van het product te produceren voor markt-
verkenningen, consumentenacceptatie en kwaliteitstesten. En als de hoeveelheid
product, die op jaarbasis nodig is, relatief klein is (bijvoorbeeld minder dan 100
kilo), dan kunnen de faciliteiten van de BAC =zelfs gebruikt worden voor
productiedoeleinden. Voor grotere hoeveelheden moet worden uitgeweken naar
productiefabrieken.

In 1997 verkocht Unilever echter haar divisie Chemicals, inclusief Quest.
Opmerkelijk was dat het Biotechnology Application Centre niet werd meeverkocht.
Nu Chemicals was verkocht zouden Food en Home & Personal Care voor de
opdrachten moeten zorgen, maar daar kwam niet zo erg veel van terecht. De redding
kwam uiteindelijk door de focus te verleggen van interne opdrachtgevers naar
externe klanten. Het BAC moest daarop zijn aanbod verbreden. In de beginjaren
had men zich vooral beziggehouden met het op grote schaal fermenteren van
genetisch gemodificeerd materiaal en produceren van enzymen en peptiden. In het
nieuwe businessmodel werd de klanten ook het voortraject aangeboden waartoe
het kloneren van DNA en het op kleine schaal fermenteren van micro-organismen
kunnen worden gerekend. Dat werk liet men dan uitvoeren in Vlaardingen.'*®
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Rond de eeuwwisseling zorgden de chemische bedrijven zoals het vertrouwde
Quest, het ex-Unilever Unichema en DSM, voor een gevulde orderportefeuille van
het Biotechnology Application Centre in Naarden. Zo produceerde het BAC een
broodverbeteraar, antilichamen, enzymfuncties om de wasmiddelenperformance te
verbeteren en een molecuulvoordiervoeders. Financieel werd het BAC ondergebracht
bij Unilever Ventures. Daarmee liep het in lijn met tal van Biotech-bedrijven in
Europaen de V.S. die financieel niet op eigen benen konden staan en ondersteuning
nodig hadden van draagkrachtige beschermsters. Sinds 2002 heeft BAC zich
ontwikkeld in het gebruik van llama antilichaamen op het gebied van affiniteit
chromatografie. In januari 2013 werd BAC overgenomen door het bedrijf Life
Technologies, een globaal opererend biotechnologie bedrijf.

Het Biotechnology Application Centre (BAC) van Unilever
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13. Van Wetenschap naar Winkelschap Revisited:
Conclusies

In deze tekst over de geschiedenis van de nieuwe biotechnologie hebben we ons
hoofdzakelijk geconcentreerd op de bijdragen vanuit het Unilever-laboratorium te
Vlaardingen. In het Britse Colworth House werd het werk geconcentreerd dat werd
gedaan aan de genetische modificatie van hogere organismen en met name van
planten. In het laatste decennium van de 20ste eeuw deed Unilever daar onderzoek
naar het modificeren van metabole routes in planten voor agri-bioproductie.
Voorbeelden daarvan zijn het werk aan flavonoiden, de structuur van zetmeel en de
lengtes van lipideketens in planten. In Vlaardingen concentreerde men zich vooral
op de recombinant-DNA-technologie en de toepassing daarvan bij micro-
organismen.

In 1988 publiceerde het URL Vlaardingen het boekwerkje Biotechnologie:
Van Wetenschap naar Winkelschap. Deze titel benadrukt dat de verschillende
aspecten van de Nieuwe Biotechnologie, de Biotech, die vanaf het eind van de jaren
zeventig beschikbaar kwam moest worden ontwikkeld voordat deze in innovatieve
consumentenproducten vermarkt kan worden. De hier beschreven geschiedenis
van de Biotech bij Unilever vormt dus een illustratie van het moeizame proces van
een science-based technologie naar commerciéle innovaties die de consument
bereiken. Als we wensen te innoveren, wat zijn dan de lessen die we uit de hier
beschreven historie kunnen leren?

Allereerst zien we dat een nieuwe wetenschappelijke ontwikkeling geen kant-
en-klare gereedschapskist is waarvan de tools klaar zijn om te gebruiken.
Vlaardingen moest zich de gereedschappen van de rDNA-technologie eerst eigen
maken. Dat werd mogelijk door de financiering vanuit het Corporate Research &
Engineering Fund (CREF). De financiering vanuit centrale middelen was nood-
zakelijk omdat duidelijk was dat commerciéle toepassing van de Biotech pas op
middellange termijn of later zou zijn te verwezenlijken. Deze tijdspanne was te lang
om puur vanuit het business-standpunt aantrekkelijk te zijn.

Als science-based technologie laat de Biotech ook zien dat samenwerking met
derden van groot belang is en dat dit betekent dat Unilever als een goede partner
moet worden herkend en erkend. Impliciet moet worden voldaan aan de eisen die
aan de academische wetenschapsbeoefening worden gesteld, namelijk publiceren
in toonaangevende wetenschappelijke tijdschriften. Dit vormt de basis waarop met
universitaire onderzoekscentra kan worden samengewerkt, zowel wat betreft
adviseurschappen van buiten als contraconderzoek met derden. Dat resulteerde in
academische promoties van Vlaardingen-medewerkers en in aanstellingen als
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hoogleraar aan Nederlandse universiteiten. De wetenschappelijke statuur van de
Vlaardingen-onderzoekers maakte hen ook tot gesprekspartners voor overheids-
programma’s voor innovatiebevordering.

Ook in het kader van de risicodiscussies rond de recombinant-DNA-technologie
was het natuurlijk belangrijk dat de expertise van Vlaardingen werd erkend. Het
uitvoeren van experimenten met genetische modificatie betekende dat aldoende, en
in samenspraak met de controlerende instanties, de werkwijzen van fysische
inperking zoals het CII-regiem, werden geformuleerd. Als producent van voedings-
en wasmiddelen waren Unilever en Vlaardingen-wetenschappers betrokken bij
maatschappelijke discussies over de wenselijkheid en aanvaardbaarheid van de
industriéle biotechnologie, de ‘witte’ Biotech. Biotechnologie: Van Wetenschap naar
Winkelschap werd vanuit Vlaardingen gepubliceerd juist om het grote publiek
vertrouwd te maken met de industriéle Biotech. Het is onwaarschijnlijk dat al deze
rollen en functies van Vlaardingen-wetenschappers vervuld hadden kunnen worden
wanneer de Biotech-onderzoekers waren gefinancierd vanuit de business in plaats
van vanuit centrale middelen.

De hier beschreven Biotech-geschiedenis illustreert ook het lastige proces om
een getransformeerde cel, een enzym of een eiwit - welke in het laboratorium zo
aantrekkelijk lijken - op technische schaal te produceren. Het meest duidelijk is dat
naar voren gekomen in het geval van het gladioli-lipase dat over aantrekkelijke
eigenschappen beschikte, maar waarvan de opschaling voor commerciéle productie
maar moeilijk slaagde; of anders gezegd, niet snel genoeg vorderde om Novo’s
Lipolase op afstand te houden.

Het Biotechnology Application Centre werd opgericht om dergelijke hindernissen
op een systematische manier te kunnen overwinnen. Het oogstte succes met de
productie van recombinant Ice Structuring Protein en vervolgens met de
commerciéle productie van antilichamen en met name de lama-antilichamen van
enkelvoudige keten, ook omdat er van laatstgenoemd type producten geen erg grote
hoeveelheden benodigd zijn.

In deze geschiedenis van de Biotech-R&D in Vlaardingen is uiteraard ook de rol van
de Unilever-business aan de orde gekomen. Enerzijds was er de intensieve
samenwerking van Vlaardingen met de Food-business van Quest International. Als
producent van gisten en gistproducten beschikte deze laatste over expertises met
betrekking tot fermentaties en downstream processing waarvan Vlaardingen gebruik
kon maken. Bij de productcategorie Detergents was de expertise fermentaties
minder voorhanden omdat zij gewoon waren hun enzymen bij derden in te kopen.
Deze derden, zoals Novo en Gist-Brocades, beschikten over zeer uitgebreide
collecties micro-organismen die zij konden screenen op gewenste eigenschappen.
Ook beschikten zij over geavanceerde fermentatietechnologie waardoor Novo
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bijvoorbeeld lipolase langs de weg van de klassieke biotechnologie kon vervaardigen
totdat de hindernissen bij de synthese langs de recombinante route waren opgelost.

Mocht de expertise op fermentatiegebied van wasmiddelenzymen ontbreken,
Vlaardingen beschikte wel over de expertise voor het toepassen van enzymen zoals
lipasen in de multi-cycle-soil-wash methodologie. Dit vergroot het aantal opties
waarmee wasmiddelen voor uiteenlopende doeleinden - bijvoorbeeld in
verschillende klimaatzones - kunnen worden geformuleerd. Bovendien speelden zij
een vooraanstaande rol in verlaging van het risico van allergische reacties
door enzymen door sterk in te zetten op encapsulatie en meettechnieken van
enzymstof-niveaus.

Samenvattend, in Vlaardingen concentreerde men zich op technologieén waarbij
genen werden bewerkt. Deze werkwijzen en de daarmee vervaardigde producten
worden in de 21ste eeuw ruimschoots toegepast binnen Unilever. Dat geldt voor
proteases en lipases in textiel- en vaatwas. In wasmiddelen worden proteases
toegepast voor polyfenolvlekken en werden enzymen aangepast aan nieuwe low-
builder formuleringen. In Foods wordt uitgebreid gebruikgemaakt van
biotechnologisch gemodificeerde enzymen zoals de alpha-galactosidase en
xylanasen. Toepassing vinden enzymen die tannine afbreken (tannases) en enzymen
voor het hydrolyseren van fosfolipiden. De toepassing van lipasen en de ontwikkeling
daarvan bij de processing van eetbare olién werden afgestoten toen het
bedrijfsonderdeel Loders Croklaan werd verkocht. Wel vinden antilichamen
toepassing bij bioherkenning en peptiden worden gebruikt als ice crystal habit
modifiers.120

Maar we hebben gezien dat de Research & Development aan de Biotech in
Vlaardingen in hoge mate hebben bijgedragen aan de wetenschappelijke status van
Unilever Research Vlaardingen. Op basis daarvan kon worden samengewerkt met
derden, zowel uit de industriéle omgeving, uit de academische wereld en met de
overheid. Deze samenwerking maakte het mogelijk voor Unilever Research
Vlaardingen om een R&D-strategie uit te stippelen waarbij optimaal gebruik kan
worden gemaakt van de wetenschappelijke expertises die buiten het concern
beschikbaar zijn. De evaluatie van eigen R&D ‘capabilities’ tegenover externe
expertises en de business-strategie van Unilever zijn uitgewerkt tot onderstaande
beslisboom.
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Afbeelding 11 Een R&D-strategie ‘Make, Buy or Ally’ uit een managerspresentatie.

Bovenstaand schema illustreert dat het raadzaam is R&D van buiten te verwerven
in het geval dat de competitieve impact laag is of dat het onduidelijk is of het past in
de strategie. In het geval dat wordt verwacht dat de R&D-positie op de middellange
termijn niet leidend zal zijn zou het beter zijn om samenwerking te zoeken. Een
volledig interne ontwikkeling zou moeten worden nagestreefd indien Unilever
verwacht leidend te kunnen worden.

Een dergelijke beslisboom verheldert weliswaar de te nemen beslissingen, maar
geeft nauwelijks antwoord op de vraag hoe te komen tot verantwoorde inschattingen.
Wanneer Unilever Research in 1980 deze beslisboom met betrekking tot de
recombinant-DNA-technologie, enzyme engineering en Biotech-fermentaties had
moeten doorlopen, dan waren er ten aanzien van de te nemen beslissingen weinig
zekerheden geweest. Maar wat wel duidelijk naar voren komt is dat Unilever
Research zich wel op het gebied van de nieuwe biotechnologie moest begeven om
beslissingen als hierboven op verantwoorde wijze te kunnen nemen en om zo
voordelig mogelijk R&D-allianties aan te gaan.
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De Stichting Historie der Techniek

De Stichting Historie der Techniek (SHT) laat zien dat kennis over de historische
ontwikkeling van techniek en samenleving cruciaal is voor het begrijpen van actuele
maatschappelijke kwesties. De SHT plaatst vraagstukken zoals de toekomst van
Europa of de ontwikkeling van de Nederlandse kenniseconomie in een lange termijn
perspectief en laat de bredere context zien. De benodigde kennis wordt vergaard via
grote nationale en internationale onderzoeksprogramma’s en individuele
onderzoeksprojecten. De resultaten worden toegankelijk gepresenteerd via boeken,
artikelen en nieuwe media. De activiteiten van de SHT worden mede mogelijk
gemaakt door de Technische Universiteit Eindhoven.

Sinds haar oprichting in 1988 heeft de SHT baanbrekend werk verricht. Eerst
was het centrale thema de transitie in Nederland in de negentiende en twintigste
eeuw. Dit resulteerde in 1994 in de zesdelige serie Geschiedenis van de techniek
in Nederland in de negentiende eeuw. De wording van een moderne samenleving
1800-1890 en in 2003 in de zevendelige serie Techniek in Nederland in de
twintigste eeuw. Daarna was de rol van techniek in Europa aan de beurt in het
programma Making Europe. Technology and Transformations, 1850-2000. Meer
informatie is te vinden op www.histech.nl.
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Het project URDV Capabilities, a Business Asset werd uitgevoerd onder auspicién
van de Stichting Historie der Techniek (SHT). URDV stelde middelen beschikbaar
voor de uitvoering van het project, verschafte de betrokken onderzoekers toegang
tot historisch bronnenmateriaal en introduceerde hen bij relevante contact-
personen. Zonder de steun van de directieleden Jan Westrate en Rob Hamer waren
vele deuren gesloten gebleven. Speciale vermelding verdient Hans Linsen, URDV-er
van het eerste uur, die in 2006 aan de wieg stond van het project en het gedurende
al deze jaren heeft gestimuleerd.

Het onderzoek is met niet aflatende ijver uitgevoerd door Ton van Helvoort,
die eveneens hoofdauteur is van de cahiers. Hij werd daarbij ondersteund door
SHT-historicus Eric Berkers. Het onderzoek bouwt voort op een in 2006 door Hans
Buiter uitgevoerd project. Dit onderzoek resulteerde destijds in het door de SHT
uitgebrachte rapport Meer dan 50 jaar R&D. Een verslag van een vooronderzoek naar
de geschiedenis van Unilever Research & Development Vlaardingen.

Talloze (oud-)medewerkers verschaften informatie en stelden materiaal ter
beschikking. Zonder de hulp van de medewerkers van de bibliotheek en het archief
van het URDV - Ger Bijster, Liesbeth Sanders en Trudy van der Stoep -
alsmede Ton Bannink van het Unilever-archief in Rotterdam, zou het onmogelijk
zijn geweest om in de doolhof van informatie de weg te vinden. Daarnaast waren de
inspirerende en waardevolle adviezen van de leescommissie onmisbaar om het
materiaal te interpreteren en de juiste conclusies te trekken. De leescommissie
stond onder leiding van Harry Lintsen (Technische Universiteit Eindhoven). Vanuit
Unilever zaten Ben de Boer, Hans Linsen, Jan Maat, Ron Potman en
Ton Swarthoff in de commissie. Zij hebben teksten gelezen en becommentarieerd.
Ernst Homburg (Universiteit Maastricht), Harry Lintsen en Keetie Sluyterman
(Universiteit Utrecht) brachten hun wetenschaps-, bedrijfs- en techniekhistorische
expertise in. SHT-directeur Jan Korsten fungeerde als projectsecretaris en was
samen met Sonja Beekers (SHT) en Camiel Lintsen (KadeOS Vormgevers)
verantwoordelijk voor de totstandkoming van de cahiers. Vanuit URDV
ondersteunden Mirjam Spreeuwenberg en Karin van Lookeren de uitgave.

Mila Davids, projectleider
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Van Wetenschap naar Winkelschap Revisited

In 1988 publiceerden wetenschappers en technologen van het Unilever Research
Laboratorium Vlaardingen het boekwerkje Biotechnologie: Van wetenschap naar
winkelschap. Daarin schetsten zij hoe de Nieuwe Biotechnologie - het aanpassen of
modificeren van genetisch materiaal - gebruikt kon gaan worden voor de producten van
Unilever. De aanzet tot die Nieuwe Biotechnologie vond plaats vanaf de jaren zeventig
van de twintigste eeuw, met name in Amerikaanse universitaire laboratoria.
In de jaren tachtig gold The New Biotech inmiddels als een belangrijke economische
innovatie.

Dit cahier laat zien hoe de onderzoeksorganisatie van Unilever in Vlaardingen op deze
ontwikkelingen anticipeerde: een leerproces dat van de grond af aan moest worden
opgebouwd. Het gaat dan om het vergaren van kennis en expertise en het ontwikkelen
van technische installaties. Voor het eerst wordt beschreven welke barriéres overwonnen
moesten worden om de nieuwe ideeén commercieel bruikbaar te maken.

De historie van de Nieuwe Biotechnologie binnen Unilever toont aan dat een innovatie-
proces meer is dan alleen de ontwikkeling en toepassing van wetenschappelijke kennis.
Een organisatie maakt ook een strategische afweging om te bepalen of alles
in eigen hand wordt gehouden, of dat samenwerking wordt gezocht met partners in
de academische wereld en het bedrijfsleven, of dat de ontwikkeling helemaal wordt
overgelaten aan andere partijen.
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