Enzymdesign
1 iIndustriel anvendelse

Enzymet CasGase kan bruges til direkte feeldning af kappa-kasein, hvorved udbyttet af protein
kan gges. Aktiviteten skal dog forbedres for at gere enzymet kommercielt interessant.
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Willemoés. Alle Linderstrom-Lang
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Biologisk Institut, Kebenhavns
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Baggrund

Vi har tidligere i Melkeritidende (nr.
9, 2015) beskrevet baggrunden for et
projekt, der sigter pa at levere et nyt
enzym, CasGase, til mejeriindustrien til
brug ved ostelgbe-uathengig feeldning
afkasein. Enzymet kan pa denne méade
generere malkeprotein til erstatning
for maelkefedt i fedtfattige mejeripro-
dukter, idet 10% mere protein faeldes
ved denne reaktion sammenlignet med
ostelgbeatheengig klovning af kasein.
Den nye designede enzymaktivitet fra-
spalter sure (negativt ladede) sukker-
rester, som alle udelukkende er bundet
til glykomakropeptid-delen pa kasein-
komponenten, k-kas,ein. Derved feeldes
hele k-kasein-komponenten. Der findes
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ikke et naturligt forekommende enzym,
der alene kan igangseaette denne reaktion.
Sa med udgangspunkt i en enzymaktivi-
tet, der kan klgve en mindre bestanddel
af den samlede sukkerrest, var det méalet
at udvide dette enzyms bindingsom-
rade til at omfatte hele sukkerresten fra
k-kasein. Et enzym med den beskrevne
aktivitet er blevet udviklet, omend det
stadig har for svag aktivitet til at have
en praktisk anvendelse.

Projektets udforsel

En fremgangsmade i projektet har vee-
ret at undersoge eksisterende enzymer
for at forsgge at registrere bare en svag
enzymaktivitet lig den enskede. Selven
svag reaktion mellem enzymet og sub-
stratet giver en indikation af enzymets
virkning og dermed, om det er relevant
at arbejde videre i den retning. Ved at
videreudvikle enzymet med genetiske
og molekylarbiologiske teknikker kan
man sé at sige fremelske den svage
aktivitet, s den bliver mere udtalt.
Hertil skal der udvikles et genetisk
selektionssystem eller alternativt en
méade at male enzymaktivitet hurtigt
og pa mange prover samtidigt. Ved at
introducere mutationer i det DNA, der
koder for enzymet, kan man séledes
fiske varianter af enzymet ud, som har
forbedrede egenskaber iretning af den
onskede aktivitet. Desverre har sidan
en svag 'sideaktivitet' fra enzymer, der
fungerer pé lignende substrater, ikke
vaeret muligt at identificere imellem de
enzymer, vi har undersegt i projektet.

Redesignprocessen
En anden fremgangsmade har veeret at
re-designe et enzym (Fig. 1), der som

sit naturlige substrat klgver det sukker-
molekyle, vi gerne vil ende med at vaere
i stand til at klove k-kasein, dog uden
de omtalte sure grupper. I computeren
kan vi med udgangspunkt i enzymernes
molekyleere struktur sendre sidekeederne
pa de aminosyrer, der udger substrat-
bindingsstedet pa enzymet. Herefter kan
vi teste, stadig i computeren, hvorvidt
sukkerresterne fra k-kasein kan placere
idet &endrede bindingssted. Til sidst te-
stes de fremkomne forslag i praksis. Ved
denne sidste fremgangsmade opnaede
vi mod projektets slutning endelig at

Resume

Et projekt udfert af forskere pa Ko-
benhavns Universitet i samarbejde
med Chr. Hansen har haft til formal
at designe et nyt enzym, CasGase,
til mejeriindustrien. CasGase er
tilteenkt brug ved faeldning af ikke-
hydrolyseret kasein. Enzymaktivi-
teten er designet til i sin endelige
form at generere malkeprotein til
erstatning for melkefedt i low-fat
mejeriprodukter, da de 10% kasein,
der normalt bliver i vallen, som
glykomakropeptid faelder ud med
kaseinet. Den nye, designede en-
zymaktivitet virker ved at fraspalte
sure (negativt ladede) sukkerrester
pa kaseinkomponenten, k-kasein.
Et enzym med den beskrevne spe-
cificitet er blevet udviklet, men der
tilbagestar en del arbejde med at
haeve aktiviteten af enzymet, for at
det kan finde kommerciel anven-
delse i industrien.
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std med en enzymaktivitet, der faktisk
kunne udfere den reaktion, vi havde
bestemt os for. Det nuvaerende enzym
vil dog med sit nuveerende aktivitets-
niveau formentlig vaere flere méneder
om at omsette de kaseinmangder, der
er relevante i mejeribrug. Tilbage star
nu at videreudvikle enzymet, sddan at
aktiviteten af enzymet oges til et niveau,
der giver mening i mejeriindustrielle
sammenheange.

Samarbejde med industrien

Projektet er udfort som et samarbejde
med Chr. Hansen, der har vist interesse
for at sidde med ved udviklingen af
teknologierne bag designede enzymer.
Tanken var ogsd, at safremt projektet
havde resultereret i et enzym i lgbet
af projektperioden, der var sa langt
fremme i udviklingen, at det kunne
bruges i mejerisammenhange, skulle
Chr. Hansen producere dette enzym.
Dette skulle veere i en opsatning, der
simulerede betingelserne for enzym-
produktion til brug i mejeriindustrien
og videre demonstrerede anvendel-
sen af dette i mejeriforseg. Denne del
af projektet blev ikke til noget inden
for projektets tidsramme, men Chr.
Hansens deltagelse i dette og tidligere
projekter med gruppen fra Kebenhavns
Universitet har givet en god samarbejds-
relation, der kan tenkes at resultere i
nye projekter fremover. Saledes gav
universitetsgruppen og Chr. Hansen et
samlet oplaeg om enzymdesign og udvik-
lingen af enzymer til mejerisektoren ved
Mejeribrugets Forskningsdag i Billund i
2017. En anden vigtig felgevirkning har
vaeret at mgde mejeriindustrien og an-
dre universitetsgrupper igennem MFF
teknologistyregruppe, der samlede dette
og andre projekter under Mejeribrugets
ForskningsFond. Ved disse mgder har
vi opnaet et kendskab til problemstil-
linger i mejerisektoren, der tjener som
inspiration for fremtidige projektideer.

Forelgbig konklusion

Projektet har veeret udfert som et ph.d.-
projekt ved Biologisk Institut pa Keben-
havns Universitet, og det er forste gang,
at proteindesign-gruppen har vearet
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Strukturen af enzymet
EngBF som har dannet
grundlag for projektet.
PDB entry 2ZXQ illustreret
med NGL viewer

involveret i et projekt finansieret af
Mejeribrugets ForskningsFond. I lgbet
af projektperioden har projektgrup-
pen bl.a. veret kontaktet af et storre
udenlandsk mejeri med henblik pa et
samarbejde. Der har ogsa varet ind-
sendt ansegninger til diverse fonde
for at skaffe finansiering til projektets
forsattelse. Indtil videre har bestree-
belserne i den retning ikke givet pote.
Derfor er vi begyndt at kigge os om
efter nye applikationer for det enzym,
vi har udviklet, sa vores resultater kan
komme i spil. Dette skal forstas udover
de videnskabelige publikationer og di-
verse ph.d.- og kandidatafhandlinger,
som projektet har affedt.

Vi har gjort os nogle vigtige erfarin-
ger omkring det at indga i projekter
som dette, der er meget ambitigse og

som starter ud med et stort element af
usikkerhed. Set fra vores synspunkt er
det at designe et enzym med en helt
ny aktivitet, som ikke kan genfindes i
naturen, ikke engang i en meget svag
form, en keempesucces, og vejen frem
mod en stgrre aktivitet ligger dben.
Ingen aktivitet — ingenting at forbedre
pa! Men ligesa indlysende er det, at for
industrien er vores enzym i sin nuvee-
rende form pad mange mader mindre
interessant, fordi der kan synes at veere
langt til en endelig implementering.
Projektet fortsaetter nu for lavere blus
iretning mod at videreudvikle enzymet
til en hojere aktivitet og evt. en anden
applikation. Men hvem ved, om det i
fremtiden kommer péleveranderernes
produktlister.

Projektinfo

Universitet, willemoes@bio.ku.dk

Titel: @get udbytte af kasein ved low-fat mejeriproduktion
Projektleder: Lektor Martin Willemoés, Biologisk Institut, Kebenhavns

Projektperiode: 1. januar 2015 - 31. juli 2018

Formal: Projektet har til formal at designe, fremstille og optimere et nyt
enzym med en aktivitet, der gor det muligt at fjerne O-bundne glykaner
fra x-kasein i en simpel et-trins proces. Dette vil (1) forage feeldningen af
kasein i mejeriproduktionen med 10% og dermed formindske spildet og (2)
forbedre teksturen af fedtfattige meelkeprodukter.

Mejeribrugets Forskningsfond

MALKERITIDENDE 2019 11



