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ТҰЖЫРЫМ
Есеп 41 бет, 10 сурет, 2 кесте, 39 әдеби көз, 3 қосымша.
ХИМОЗИН,  ПРОТЕАЗА, ФЕРМЕНТ, СҮТ, КАЗЕИН. 
Зерттеу нысаны түйе  мәйек ферменті.
Жоба мақсаты – C.bactrianus және C.dromedarius алынған химозиннің биохимиялық қасиеттерін анықтау және ары қарай түйе мәйек ферментінің штамм-өндірушісін алу. 
Жұмысты жүргізу әдісі – молекулалық биология, генетикалық инженерия, биохимия және биотехнология әдістері қолданды.
Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде C.bactrianus химозинін нәтижелі түрде экспрессиялайтын ашытқының штамм-өндірушісі алынды. Анықталғандай, C.bactrianus рекомбинантты химозинін өндіру үшін сынаққа алынған 8 қоректік ортаның ішінен тиімдісі 1% ашытқы экстракты, 2% пептон, 3% глюкоза, 100 мМ цитрат-фосфатты буфер рН 4.0, 10 мМ аскорбин қышқылы, 5% сорбитол, 10 г/л қызылша мелассасы болып табылды. C.bactrianus рекомбинантты химозинінің шығысы 34% өсті. Рекомбинантты химозині SP-sepharose және Q-sepharose катион және анион алмастырушы сорбенттер көмегімен қос қадамдалып тазаланды. C.bactrianus рекомбинантты химозинінің белсендігіне 4,5-н 8,0 аралығындағы рН көрсеткішінің әсері зерттелді. Анықталғандай, 4,5 - 6,8 аралығындағы рН көрсеткішінде ферменттің белсендігі максималды көрсеткішінен 40% төмен түспейді. C.bactrianus рекомбинантты химозинінің белсендігіне +22°С-н +65°С дейінгі аралығындағы температура көрсеткіштерінің әсері зернттелді. Фермент 45°С-50°С температура көрсеткіштерінде максималды белсендікке ие болатыны анықталды.  Рекомбинантты химозиннің ферменттік белсендігіне CaCl2, KCl, NaCl, MgCl2, FeCl3, LiCl2, MnCl2, NiCl2, BaCl2, CoCl2, ZnCl2 тұздарыныңы құрамындағы металл иондарының әсері зерттелді. Кальцимен қатар, концентрациясы 10мМ MgCl2, CoCl2, MnCl2, FeCl2, BaCl2 қосқанда ферменттің белсендігі 2-5 есе өсетіндігі анықталды, өз кезегінде басқа металлдардың тұздары химозиннің белсендігіне әсер етпейді, ал NiCl2 реакцияны толықтай тоқтатады. 
Жұмыстың өзектілігі алғаш рет C.bactrianus қос өркешті түйенің мәйек ферменті зерттелді. Жұмыстың тәжірбиелік маңызы қос өркешті түйенің рекомбинантты химозинінің штамм-өндірушісін алу. 
Қолдану аясы – биотехнология.
Ұсынылып отырған технологияның биотехнологиялық бағыттағы мекемелер мен сүт өңдеу зауыттарында енгізілу және коммерциализация келешегі жоғары. 
РЕФЕРАТ
Отчёт 41 с., 10 рис., 2 табл., 39 источников, 3 прил.
ХИМОЗИН,  ПРОТЕАЗА, ФЕРМЕНТ, МОЛОКО, КАЗЕИН 
Объектом исследований являются верблюжий сычужный фермент.
Цель проекта является определение биохимических свойств химозина из C.bactrianus и C.dromedarius с последующим получением штамма-продуцента верблюжьего сычужного фермента.
Методы проведения работы - использовались методы молекулярной биологии, генетической инженерии, биохимии и биотехнологии.
В результате получен дрожжевой штамм-продуцент эффективно экспрессирующий ген химозина C.bactrianus. Установлено, что из 8 протестированных питательных сред для продукции рекомбинантного химозина C.bactrianus наиболее оптимальной является среда, содержащая 1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 100 мМ цитрат-фосфатный буфер рН 4.0, 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол, 10 г/л свекловичной мелассы. Выход рекомбинантного химозина C.bactrianus увеличивается на 34%. Путем двуступенчатой процедуры очистки на катион и анион обменных сорбентах SP-sepharose и Q-sepharose проведена очистка рекомбинантного химозина. Изучено влияние значения рН в диапазоне от 4,5 до 8,0 на активность рекомбинантного химозина C.bactrianus. Установлено, что в диапазоне рН от 4,5 до 6,8 активность фермента не падает ниже 40% от максимальной. Изучено влияние температуры в диапазоне от +22°С до +65°С на активность рекомбинантного химозина C.bactrianus. Установлено, что максимальная активность достигается при температуре 45°С-50°С. Изучено влияние ионов металлов в составе солей CaCl2, KCl, NaCl, MgCl2, FeCl3, LiCl2, MnCl2, NiCl2, BaCl2, CoCl2, ZnCl2 на ферментативную активность рекомбинантного химозина. Выявлено, что наряду с кальцием активность фермента в 2-5 раз увеличивается при добавлении 10мМ концентраций MgCl2, CoCl2, MnCl2, FeCl2, BaCl2 в то время как другие соли металлов не влияют на активность химозина, а присутствие NiCl2 ингибирует реакцию.
Новизна работы заключается в том, что впервые изучен сычужный фермент двугорбого верблюда C.bactrianus. Практическая значимость работы заключается в получении штамма-продуцента рекомбинантного химозина двугорбого верблюда.
Область применения – биотехнология.
Предлагаемая технология имеет высокую перспективу внедрения и коммерциализации на предприятиях биотехнологического профиля и молокоперерабатывающих заводах.
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
	AOX1
	-
	Промоторный регион альдегид оксидазы 1 (Aldehyde oxidase 1)

	GAP
	-
	glyceraldehyde 3-phosphate (глицеральдегид-3-фосфат)

	OD600
	-
	Optical Density (оптическая плотность на длине волны 600 нм)      

	SOC
	-
	Super Optimal broth with Cataboliterepression (супероптимальная
среда с катаболитическим репрессором)

	ТАЕ-буфер
	-
	Трис-Ацетатный буфер с Этилендиаминтетрауксусной кислотой

	YNB
	-
	Yeast nitrogen base (дрожжевое азотистое основание)

	А.о.
	-
	Аминокислотный остаток

	ДНК
	-
	Дезоксирибонуклеиновая кислота

	ИПТГ
	-
	Изопропил-в-D-1- тиогалактопиранозид

	КЖ
	-
	Культуральная жидкость

	КТ
	-
	Комнатная температура

	ЛБ-бульон
	-
	Среда Луриа-Бертани

	П.о.
	-
	Пара оснований

	ПЦР
	-
	Полимеразная цепная реакция



ВВЕДЕНИЕ
Молоко и продукты его переработки относятся к основным источникам питания человека со времен неолитической революции. По данным Международной молочной федерации (International Dairy Federation, IDF) в 2015 году объем производства всех видов молока составил 818 млн. тонн, что на 2% выше аналогичного показателя в 2014 году, а в 2016 году по оценке «The Dairy News» с ссылкой на IDF данный показатель может достигнуть отметки 826 млн. тонн. Основными регионами производства молока являются Индия/Пакистан, США и Европа. В производстве молочных продуктов используется молоко коров (84%), буйволов (12,1%), коз (2%), овец (0,2%), верблюдов (0,2%), лошадей, ослов и др. (0,4%), но, безусловно, основным видом молока, используемого в производстве сыра является коровье, хотя в таких странах как Франция, Италия и Испания производят значительные количества сыра из козьего, овечьего и буйволиного молока. 
Целью проекта является определение биохимических свойств химозина из C.bactrianus и C.dromedarius с последующим получением штамма-продуцента верблюжьего сычужного фермента. Целью этапа на 2018 год являлось – определение биохимических параметров рекомбинантного химозина двугорбого верблюда. Задачами этапа 2018 года являются: очистка рекомбинантного химозина; определение влияния рН-среды и температуры на активность рекомбинантного химозина C.bactrianus; определение остаточной активности и определение влияния ионов металлов на активность рекомбинантного химозина C.bactrianus. Выполнение данной работы в контексте всего проекта позволит получить необходимую информацию по биохимической активности одного из двух объектов данного проекта – химозина двугорбого верблюда. Изучение второго химозина в 2019 году – одногорбого верблюда позволит провести сравнительный анализ и осуществить выбор для использования в качестве сычужного фермента в сыроварении. В Приложении А приведен календарный план на 2018-2020 гг.
Метрологическое обеспечение НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований, прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах - ТОО «KazMedServiceGroup». 
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Обоснование выбора исследований
В Казахстане рынок молока и сыра является одним из самых массовых продовольственных рынков. Продукты из молока всегда составляли значительную часть рациона казахов на протяжении всей истории. По оценкам специалистов данной отрасли, емкость казахстанского рынка на сегодня составляет свыше 40 тыс. тонн в год, между тем, до 70% сыра и творога ввозится из-за рубежа. В тройке крупных импортеров: Россия, Украина, Беларусь, но наблюдается рост в отечественной отрасли. В целом прирост собственного производства сыра и творога по Республике в первой половине 2016 году в сравнении с аналогичным периодом 2015 годом составил 502 тонны или 6,9%.
Производство сыра представляет собой одно из ранних применений ферментов в пищевой биотехнологии, история которой насчитывает не менее 7000 лет. Предположительно, первое производство сыра было следствием хранения молока в мешках, сделанных из желудков жвачных животных [1]. Позже, активные ингредиенты в этом процессе были идентифицированы как протеолитические ферменты пепсин и химозин, известные как «сычужный фермент» [2].
Молоко состоит из воды, жира, белка, фосфатов, лактозы, органических кислот и неорганических соединений. Белковый компонент молока можно разделить на две группы: казеиновая фракция (αs1-казеин, αs2-казеин, β-казеин и κ-казеин) и сывороточные белки (β-лактоглобулин, иммуноглобулин и сывороточный глобулин). Но только казеиновые белки образуют форму сгустка в течение образования сыра, в особенности -казеин. В рамках проекта интерес представляет белок казеин, основной компонент сыра и творога. Сыр представляет собой концентрированный белковый сгусток, который удерживает жир и влагу. Его производство включает в себя гелеобразование сырого молока, дегидратацию геля с образованием творога и его обработку: сухое перемешивание, чеддеринг, текстурирование, соление, литье и прессование [3]. Образование сырного сгустка в молоке может быть вызвано: селективным гидролизом κ-казеина в пептидной связи Phe105-Met106 путем добавления кислотных протеаз, называемых в общем как сычужные ферменты (химозин, пепсин); подкислением (с использованием стартерных культур или пищевых кислот) при температуре 20-40°С до значения рН, близкого к изоэлектрическому рН казеина (~ 4,6); сочетанием кислоты и температуры (рН от ~5,6 и нагрев до ~90°C). 
В настоящее время в процессе производства сыра для сворачивания молока используются коагулянты животного, растительного и микробного происхождения [1], но традиционно в сыродельном производстве используют сычужный фермент, продуцируемый железистыми клетками четвертого отдела желудка жвачных животных (сычуга). В наибольших количествах сычужный фермент образуется в начальный молочный период жизни телят, козлят и ягнят, поэтому для получения сычужного фермента используют сычуги только молодых животных (от 3-10 дней).
Сычужный фермент представляет собой смесь двух эндопептидаз: пепсина и химозина известного также как ренин. В составе ренина химозин варьируется от 10% до 90% [4], препарат, в котором превалирует или содержится только химозин, представляет собой наибольшую ценность в сыроварении, так как его состав сильно влияет на органолептические и вкусовые качества сыра. Первоначально, химозин секретируется в инактивированной форме – прохимозина и затем путем автокаталитического протеолиза при низком значении рН активируется в белок химозин с молекулярной массой 36 кДа. После активации фермент разрушает белок казеин в специфической точке и способствует сворачиванию молока (рисунок 1). 
[image: C:\Users\User-1\Desktop\Гранты 2018-2020\Верблюжий химозин\окончательный вариант\Kappa caseins РУ.jpg]
Рисунок 1 - Доменная структура каппа-казеина коровьего молока
Данный процесс створаживания молока и используют в технологии получения сыра. С химической точки зрения  химозин (КФ 3.4.23.4) является аспартической протеазой с активным сайтом Asp32 и Asp215 [5]. Фермент гидролизует связь между Phe105 и Met106 в молекуле капа-казеина, что ведет к дестабилизации казеинового мицелия и образованию комочков [6]. Ограничивающим фактором в мировом увеличении продукции сыра связано с уменьшением количества забиваемых животных, что стимулирует исследования для поиска альтернативных источников химозина. На практике используют химозин грибного и растительного происхождения, но ценность их в сыроварении невысока. Альтернативным источником более ценного химозина животного происхождения является использование технологии рекомбинантных ДНК для получения фермента [7]. 
Для продукции рекомбинантного химозина используют различные экспрессионные системы. Химозин получают в растениях, как например козий химозин, который успешно получали в семенах кукурузы с выходом 0,37 мг/г сухой массы или 0,27% от общего растворимого белка и активностью 178,5 ед/мг [8], а экспрессия бычьего химозина в листьях табака позволила получить 0,083 мг/г или 0,52% от общего растворимого белка [9]. Но наиболее эффективным способом получения химозина является микробный синтез с использованием бактерий, грибов, дрожжей. Из литературных источников и наших собственных исследований известно, что достаточно сложно получить активных химозин в бактериях, так как белок химозина в клетках E.coli агрегирует между собой и выпадает в тельца включения, что вынуждает использовать процедуру де- и ре-натурации [10]. Для увеличения растворимости химозина мы генно-инженерным способом добавляли к нему домен мальтозсвязывающего белка (Maltose Binding Protein) и переводили фьюжен белок в цитозольную фракцию. Аналогичный подход был реализован авторами [11], которые получали бычий химозин присоединением TolA белка, транспортирующего химозин в периплазматическое пространство E.coli [11]. Химозин получают и в молочнокислых бактериях L.lactis [12]. 
Для продукции химозина в грибах используют нитчатые грибы Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Trichoderma reesei [13-15], но более перспективным способом является получение химозина в дрожжах. Наиболее эффективным является экспрессионная система на основе Pichia (Komagataella) pastoris, которая производит относительно низкий уровень собственных секретируемых белков, что значительно облегчает очистку рекомбинантного белка и, благодаря которой, на рынок был выведен широкий спектр белковых продуктов терапевтического и промышленного применения [16]. Так, бычий химозин получают секреторным способом в P.pastoris [17,18]. Авторы [18] сначала осуществили замену 289 кодонов в белке протяженностью 366 а.о и, затем, клонировали синтетический ген в вектор pPICZαA под метанолиндуцируемом АОХ1промотором. Использование процедуры кодоноптимизации и искусственной питательной среды позволило получить рекомбинантный химозин в культуральной среде с выходом 146,11 ед/мл. Нами была проведена аналогичная работа, мы осуществили замену 96 кодонов и оптимизировали состав среды. Выход рекомбинантного бычьего химозина в наших исследованиях достиг 370 ед/мл, при этом в отличии от [18], нами был использован вектор pGAPZαA, в который клонировали ген под конститутивным GAP промотором, использование АОХ1 промотора позволило в 1,5 раза увеличить выход рекомбинантного химозина. Известно, что дрожжи можно эффективно культивировать в условиях глубинной ферментации и культивирование модифицированных дрожжей P.pastoris, несущих ген бычьего химозина в биореакторе с метанолом в качестве единственного источника углерода позволило достигнуть выхода рекомбинантного фермента на уровне 192 ед/мл [19]. Для очистки химозина, полученного в дрожжах, применяют гель-фильтрацию, что позволяет достигнуть 95% чистоты [20]. Белок химозин чувствителен к внешнему воздействию и способен изменить третичную структуру, что ведет к изменению ферментативных свойств химозина [21]. 
Наряду с известными и используемыми молокосвертывающими ферментами осуществляются поиск новых ферментов, в качестве которых можно использовать растительный аналог пепсина из артишока испанского (Cynara cardunculus), химозин яка (Bos mutus) или бизона (Bison bison) [22-24] или химозин одногорбого верблюда Camel dromedarius. Так, химозин C.dromedarius был получен путем секреции клетками P.pastoris GS115, трансформированными вектором pPIC9K, несущих ген под контролем АОХ1 промотора. Выход составил 37 мг/л при культивировании в колбах и 300 мг/л при использовании 5-литрового ферментера [25]. Верблюжий химозин на 85% гомологичен бычьему химозину и содержит регион связывания к κ-казеину коровьего молока, что позволяет ему успешно гидролизовать коровий казеин и инициировать выпадение казеина в осадок. Аффинность связывания к κ-казеину коровьего молока на 30% ниже чем у бычьего, однако коагуляционная активность верблюжьего химозина при этом на 60-70% превосходит бычьего аналога, а протеолитическая на 20% ниже [13,26-28]. Исследования, проведенные с применением метода резонансного переноса энергии флуоресценции, показали, что верблюжий химозин имеет коагуляционную активность в три раза выше чем бычий [29] и его можно использовать при приготовлении сыров, например, итальянского сыра моцарелла [30]. Конечно, реннин микробиального происхождения более дешев чем, химозины животного происхождения, однако текстура и органолептические свойства сыра, полученного при использовании реннина из Rhizomucor miehei уступают сырам, полученным при использовании верблюжьего химозина [31], который можно получать не только в дрожжах, но и в клетках гриба Aspergillus niger [13].
При высокой коагуляционной активности верблюжьего химозина в отношении коровьего молока, молоко верблюдиц абсолютно не коагулирует при его обработке бычьим химозином, что, скорее всего, вызвано значительными изменениями в первичной структуре κ-казеина двух видов [32]. Проведенный нами сравнительный анализ молекул каппа-казеина различных организмов показал, что у коров, коз и овец в 106-ом положении находится метионин, в то время как у остальных (верблюд, лошадь, человек, свинья) в этом положении расположен изолейцин (рисунок 2).
Так как протеаза химозин обладает высокой субстратной специфичностью [33], данное различие объясняет почему  верблюжье молоко не может быть свернуто при помощи телячьего химозина. В тоже время было бы интересным проверить активность верблюжьего химозина на человеческом, кобыльем и свином молоке. 
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Рисунок 2 - Сравнительный анализ белковых последовательностей молекул
каппа-казеина животных и человека
В целом, производство рекомбинантного верблюжьего химозина в дрожжах может служить хорошей экономической альтернативой широко используемому бычьему химозину. Правда, дискуссионным вопросом является гликозилирование химозина. Большая часть молекул рекомбинантного химозина верблюда, полученного в P. pastoris, гликозилирована, что значительно снижает активность свертывания молока, но, в тоже время, нежелательное гликозилирование можно устранить путем мутаций потенциального сайта гликозилирования в положении Asn291, что может повысить активность фермента, увеличить выход секреторного белка, улучшить однородность гликанов и ферментативную стабильность целевого фермента [34]. Уже проведены работы по изучению влияния гликозилирования химозина одногорбого верблюда, полученного в клетках P. pastoris. Известно, что верблюжий химозин обладает вторым сайтом гликозилирования в положении Asn100, что, в свою очередь, предполагает корреляцию между активностью свертывания молока и местоположением сайта гликозилирования относительно сайта связывания [27].
Предлагаемая работа находится на стыке молекулярной биологии, биохимии, промышленной и пищевой биотехнологии. Молекулярно-биохимическая часть будет посвящена получению и изучению двух рекомбинантных химозинов парнокопытных семейства верблюдовых, геномы которых известны на сегодняшний день: C.bactrianus и C.dromedarius с использованием всего современного арсенала методов молекулярной биологии и биохимии: сборки генов de novo, сайт-направленный мутагенез, многоуровневая система скрининга с применением методов протеомики и биохимические методы анализа. Биотехнологическая часть проекта включает в себя использование метода микробного синтеза целевого химозина методом глубинной ферментации в биореакторе и применение рекомбинантного химозина в сыроварении и получении творога.
Полный геном двугорбого верблюда Camelus bactrianus секвенирован и аннотирован в 2014 году (GenBank: JARL00000000.1) [35], и, если химозин одногорбого верблюда достаточно хорошо описан и даже уже коммерциализуется, то химозин двугорбого верблюда абсолютно не изучен. Изучение и апробация верблюжьих химозинов позволят оценить их прикладной потенциал в качестве сычужного фермента. 
2 Материалы и методы
Использовались штаммы: E.coli DH5α, Pichia pastoris X33 и GS115; среды Луриа-Бертани (1% триптона, 0,5% дрожжевого экстракта, 0,5 % NaCl), YPD(1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 2% глюкоза), SOC (2% триптона, 0,5% дрожжевого экстракта, 0,05% NaCl, 2,5 мМ KCl, 20 мМ MgSO4, 20мМ глюкозы, pH7,5). Концентрация антибиотика зеоцина в средах составляла 25 мкг/мл для клеток E.coli и 100 мкг/мл для клеток Pichia pastoris. Приготовление сред осуществлялось в соответствии с протоколом Маниатиса [36]. Все реактивы, использованные в работе, были производства Sigma-Aldrich, AppliChem, Promega, Amresco с категорией чистоты «Для молекулярной биологии». Использовались электро- и хемокомпетентные клетки собственного приготовления. Приготовление хемокомпетентных клеток штамма DH5α осуществляли по следующему протоколу: культуру высевали на твердую питательную среду и культивировали в суховоздушном термостате при температуре +37°C в течение 16 часов до получения единичных колоний. Затем единичную колонию культивировали в среде SOB (идентична среде SOC за исключением глюкозы) при температуре +18°C в течение 20 часов в объеме 200 мл до достижения оптической плотности OD600=0,6. Собранные центрифугированием клетки отмывали буфером СС (10 мМ  Hepes, 15 мМ CaCl2, 55 мМ MnCl24·H2O, 250 мМ KCl, рН 6,7). К суспендированной культуре в объеме 7,44 мл добавляли 0,56 мл диметилсульфоксида, аликвотировали по 50 мкл в пробирках 1,5 мл и замораживали на жидком азоте. Пробирки с хемокомпетентными клетками хранили при температуре -80°C. Трансформацию хемокомпетентных клеток DH5α методом температурного шока проводили следующим образом: плазмидную ДНК в количестве 100 нг вносили в 50 мкл клеточной суспензии хемокомпетентных клеток и инкубировали на льду в течение 30 минут. После инкубации, клетки подвергали температурному шоку при +42°C в течение 45 секунд в водяной бане GFL 1003 (GFL, Германия) и еще раз охлаждали на льду в течение 2 минут. Добавляли 950 мкл среды SOC и инкубировали в термостатируемом шейкере при температуре +37°C и встряхивании 180 об/мин в течение 1 часа без добавления антибиотика. Затем культуру высевали на твердую питательную среду с антибиотиком и выдерживали в течение 16 часов в суховоздушном термостате при температуре +37°C до появления выраженных колоний.
Готовили электрокомпетентные клетки экспрессионных штаммов следующим образом: единичные колонии штаммов Pichia pastoris GS115 инкубировали в 10 мл YPD среды при температуре +30°С в течение 16 часов. Выросшую культуру вносили в 200 мл свежей YPD среды и растили до достижения оптической плотности OD600=2,0 при температуре +30°С и интенсивном встряхивании 250 об/мин. Собирали клетки центрифугированием при 2000g, в течение 5 минут при температуре +4°С. Удаляли надосадочную жидкость, суспендировали клетки в 40 мл YPD с 200 мМ Hepes-NaOH (pH 8,0) и добавляли 1 мл 1М DTT и мягко перемешивали в течение 1 минуты. Инкубировали смесь в течение 15 минут при температуре +30°С при мягком перемешивании. Добавили 60 мл охлажденной (+4°С) деионизированной воды, центрифугировали при 2000g, в течение 5 минут, при +4°С и удалили надосадочную жидкость. Дополнительно промыли клетки 8 мл охлажденным (+4°С) 1 М сорбитолом, центрифугировали при 2000g, в течение 5 минут, при +4°С и удалили надосадочную жидкость. Ресуспендировали клеточный осадок в 0,5 мл охлажденного 1 М сорбитола. Клетки аликвотировали по 50 мкл и хранили при -80°С.
Трансформацию электрокомпетентных клеток Pichia pastoris проводили методом электропорации с помощью MicroPulser (Bio Rad, США) в ячейках (Eurogentec, Франция). Линеаризованную ДНК кассету в количестве 10 мкг вносили в 50 мкл клеточной суспензии электрокомпетентных клеток. Перенос осуществляли с использованием электропоратора MicroPulser (Bio Rad, США) в ячейках на 2 мм (Eurogentec, Франция). Условия переноса: напряжение – 2 кВ, сопротивление – 200 Ом, емкость – 25 мкФ. Время переноса составляло 4-5 мс. После электропорации клетки разбавляли средой YPDS в пропорции 1:20 и инкубировали в термостатируемом шейкере при температуре +30°C без встряхивания в течение 3 часов без добавления антибиотика. Затем культуру высевали на твердую питательную среду с зеоцином для селекции и выдерживали в течение 72 часов в суховоздушном термостате при температуре +30°C
Выделение плазмидной ДНК проводили с использованием набора Pure Yield MiniPrep/MidiPrep System (Promega), соответственно. Концентрацию ДНК измеряли на спектрофотометре малых объемов NanoDrop1000 Spectrophotometr. Очистку продуктов рестрикции осуществляли методом хлороформной экстракции. Количественное определение концентрации белка в белковых экстрактах определяли по Бредфорду с использованием бычьего сывороточного альбумина в качестве стандарта [37].
Электрофоретическое разделение нуклеиновых кислот проводили в 1% агарозном геле в буфере ТАЕ или в буфере ТВЕ. Разделение проводили при напряжении 110 В, время 30 минут. Окрашивание в этидиум бромиде из расчета 15 мкг на 100 мл геля. Детекция осуществлялась при ультрафиолетовом излучении на длине волны 312 нм. Электрофоретическое разделение белков проводили по методу Лэммли [38] в 10% полиакриламидном геле в денатурирующих условиях. Для лучшей денатурации белков, перед их нанесением в гель проводили температурный прогрев при +95°C в течение 5 минут. Электрофорез осуществляли при 90 В в течение 25 минут и 120 В в течение 1,5 часа. Окрашивание гелей проводили с использованием 2% Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma) в 10% уксусной кислоте и 50% этаноле. Инкубацию с кумасси проводили в течение 16 часов, потом кумасси удаляли из геля. Обесцвечивание проводили в течение 6 часов  в 25% этаноле с 7,5% уксусной кислотой.  Полученные результаты документировали и анализировали с использованием маркера молекулярных масс коммерческого и собственного производства [38].
ПЦР-скрининг колоний проводили с использованием Taq ДНК полимеразы (GenLab), праймеров АОХ1fw (GACTGGTTCCAATTGACAAGC), AOX1rv (GCAAATGGCATTCTGACATCC), GAPfw (GTCCCTATTTCAATCAATTGAA), синтезированные в НЦБ. 
Колонии скалывали стерильным наконечником, помещали скол колонии в пробирку в ПЦР-смеcью, а наконечник окунали в 5 мл ЛБ-бульона с антибиотиком для подращивания культуры. Далее, культура положительных клонов использовалась для наработки ДНК по протоколу минипреп. Состав реакционной смеси: матричная ДНК (скол колонии); праймер прямой (10 мкМ) - 1 мкл; праймер обратный (10 мкМ) - 1 мкл; dNTP (10 мM каждого) - 4 мкл; MgСl2, 25 мМ - 3 мкл; Taq ДНК полимераза - 0,5 мкл; Reaction Buffer Taq-pol Buffer 10x - 5 мкл; деионизированная вода - 35,5 мкл. Программа амплификации имела следующие температурные режимы: +94°C (3 мин) – 1 цикл; +94°C (1 мин), +55°C (1 мин), +72°C (1 мин/т.п.о.) – 30 циклов; +72°C (10 мин) – 1 цикл; +10°C (15 мин) – 1 цикл. Разделение продуктов амплификации осуществляли с использованием ДНК электрофореза в 1% агарозном геле в ТВЕ буфере с этидиумом бромидом (15 мкг/мл).
Определение прямой нуклеотидной последовательности проводили по методу Сэнгера [39] с применением набора «BigDye Terminanor v 3.1  Cycle sequencing Kit» с использованием следующего режима амплификации: плазмидная ДНК	- 1 мкл; праймер (3,2 мкМ)	 - 1 мкл; Terminator Ready Reaction Mix - 1 мкл; Reaction Buffer 5x - 2 мкл; безнуклеазная вода - 5 мкл.
Программа амплификации имела следующие температурные режимы: +96°C (1 мин) – 1 цикл; +96°C (10 сек), +55°C (5 сек), +60°C (4 мин) – 30 циклов; +10°C (20 мин) – 1 цикл. Очистку реакционной смеси от несвязавшихся компонентов проводили ацетатно-спиртовой смесью. Разделение фрагментов гена проводили с помощью автоматического секвенатора ABI 3730xl (Applied Biosystems, США). Анализ хроматограмм и сличение их с референсной последовательностью проводили с использованием пакета программ Vector NTI версии 11. 
Криосохранение клеток проводилось в среде с добавлением 50% стерильного глицерина при -80°С. Для иммуноблоттинга использовалась PVDF мембрана Immobilon-P(Millipore), сухое обезжиренное молоко, набор ECLTM Detection system (GE Healthcare), раствор люминола и кумаровой кислоты. Время экспозиции определялось опытным путем. Использовались поликлональные кроличьи антитела собственного приготовления. Для иммунизации кроликов использовался рекомбинантный химозин В теленка, полученный в E.coli. 
3 Экспериментальная часть
3.1 Продукция рекомбинантного сычужного верблюжьего фермента в дрожжах
В качестве исходной нуклеотидной последовательности для гена прохимозина Camelus Bactrianus были использованы данные GenBank (XM_010948280). Нуклеотидная последовательность кДНК гена соответствует препрохимозину В, аминокислотная последовательность которого приведена ниже:
MRCLVVLLAALALSQASGITRIPLHKGKTLRKALKERGLLEDFLQRQQYAVSSKYSSLGKVAREPLTSYLDSQYFGKIYIGTPPQEFTVVFDTGSSDLWVPSIYCKSNVCKNHHRFDPRKSSTFRNLGKPLSIHYGTGSMEGFLGYDTVTVSNIVDPNQTVGLSTEQPGEVFTYSEFDGILGLAYPSLASEYSVPVFDNMMDRHLVARDLFSVYMDRNGQGSMLTLGAIDPSYYTGSLHWVPVTVQQYWQFTVDSVTINGVAVACVGGCQAILDTGTSVLFGPSSDILKIQMAIGATENRYGEFDVNCGSLRSMPTVVFEINGRDYPLSPSAYTSKDQGFCTSGFQGDNNSELWILGDVFIREYYSVFDRANNRVGLAKAI
В данном белке первые 16 аминокислотных остатка (MRCLVVLLAALALSQA) являются сигнальным пептидом, обеспечивает секрецию белка в желудке в названии белка – препрохимозин В соответствуют приставке «пре». Следующие 42 аминокислотных остатка (SGITRIPLHKGKTLRKALKERGLLEDFLQRQQYAVSSKYSSL) являются пропептидом и инактивируют фермент химозин. В названии соответствуют приставке «про». Следующие 323 а.о. кодируют собственно фермент химозин в изоформе Б. В кислотной среде происходит автокаталитический протеолиз препрохимозина В и после удаления пропептида вместе с сигнальным пептидом происходит образование активного фермента химозина В. Следует отметить, что изоформа В является более активность чем изоформа А. Анализ нуклеотидной последовательности гена препрохимозина В показал с использованием ресурса GenScript показал, что эффективность экспрессии гена прохимозина В в E.coli и особенно в дрожжах низкая. Ниже представлена нуклеотидная последовательность гена прохимозина В Camelus bactrianus после кодоноптимизации под дрожжи:
tctggaattactagaatcccattgcataaaggaaaaactttgagaaaagctttgaaagaaagaggtttgttggaagactttttgcaaagacaacaatatgctgtttcttccaaatattcctccttgggtaaagttgctagagagccattgacttcctacttggattcccaatattttggtaaaatctacattggaactccaccacaagagttcactgttgttttcgatactggatcttctgacttgtgggttccatctatctattgtaaatctaatgtttgtaaaaaccatcatagattcgacccaagaaaatcttctactttcagaaacttgggtaaacctttgtctattcattacggaactggttccatggagggattcttgggttatgacactgttactgtttctaatattgttgatccaaaccaaactgttggattgtctactgaacaaccaggagaggtttttacttattctgagtttgatggtattttgggattggcttacccttctttggcttctgaatattctgttccagtttttgacaatatgatggacagacatttggttgctagagacttgttctctgtttatatggatagaaatggacaaggatctatgttgactttgggtgctattgacccttcttattatactggttctttgcattgggttccagttactgttcaacaatattggcaattcactgttgactctgttactattaatggagttgctgttgcttgtgttggtggatgtcaagctattttggacactggtacttctgttttgtttggaccatcctctgatattttgaagattcaaatggctattggtgctactgaaaatagatatggtgagtttgatgttaattgtggttctttgagatctatgcctactgttgttttcgaaattaacggtagagattatccattgtctccatctgcttacacttccaaggaccaaggtttttgtacttctggatttcaaggagataacaactctgagttgtggattttgggtgacgttttcattagagagtattactctgttttcgacagagctaacaacagagttggattggctaaagctatctaa.
Ген был синтезирован в компании Macrogene (Южная Корея) и предоставлен в составе вектора pTOP Blunt V2. При использовании прямого 5’–CCGGAATTCTCTGGAATTACTAGAATCCCATTG–3’ и обратного 5’–ATAGTTTAGCGGCCGCTTAGATAGCTTTAGCCAATCCAACTCTGTTGTTAGC–3’ праймеров ген был амплифицирован при помощи ПЦР и проанализирован в в 1% агарозном геле в ТВЕ буфере (рисунок 3). 
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Рисунок 3 – Результат амплификации гена прохимозина двугорбого верблюда
После проведения ПЦР, продукты амплификации были очищены от реакционной смеси методом хлороформной очистки и гидролизованы соответствующими эндонуклеазами рестрикции. Гидролиз проводили в буферах Blue или в Orange, в соответствии с рекомендациями производителя ферментов (Thermo Scientific) для гидролаз EcoRI и NotI. При клонировании гена верблюжьего прохимозина В в векторе pGAPZaA, вектор был также обработан эндонуклеазами рестрикции EcoRI и NotI. За 30 минут до окончания рестрикции в образцы с векторами добавляли фосфатазу FastAP для удаления фосфатных групп в линеализированном векторе. Очистку продуктов рестрикции проводили методом хлороформной экстракции. Полученные фрагменты: вектор и вставка были лигированы с использованием Т4 лигазы. Лигирование проводили при комнатной температуре в течение 30 минут. Полученной лигазной смесью обрабатывали компетентные клетки Escherichia coli штамма DH5α. После трансформации колонии подвергали ПЦР-скринингу с использованием праймеров GAPfw/AOX1rv. Секвенирование положительных клонов проводилось с помощью праймеров GAPfw/AOX1rv. После установления отсутствий мутаций плазмидные вектора (рисунок 4) были размножены в клетках штамма DH5α и наработаны по протоколу минипреп.
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Рисунок 4 – Карта челночного вектора pGAPZαA-CamBactrCYMB с геном 
прохимозина двугорбого верблюда
Для экспрессии генов и prochymB в клетках дрожжей P.pastoris полученную трансформационную кассету на основе вектора pGAPZA со вставкой prochymB, линеализированной рестриктазой PagI в буфере О. Полученной кассетой трансформировали компетентные клетки штамма GS115 дрожжей Pichia pastoris, растили на среде с зеоцином, а клоны подвергали ПЦР-скринингу с использованием пары праймеров YF1/AOX1rv. Все клоны являются положительными, но демонстрируют различный уровень свечения амплифицируемого фрагмента ДНК, что связано, по всей видимости, с копийностью вставки в GAP регион. Положительные клоны растили в шейкере-инкубаторе при +30°С, 250 об/мин в течение 48-120 часов. Образцы обрабатывали соляной кислотой и использовали в качестве сычужного препарата на 12% лиофиллизированном молоке. При скрининге учитывалось время, необходимое для полной коагуляции молока. При анализе молоко-свертываемой активности наиболее перспективных клонов по скорости коагуляции молока, установлено, что активными являются клоны №1,2,3,6,7,8 (таблица 1), а наиболее перспективными клоны №6 и 8.  
Таблица 1 - Результаты биохимического скрининга клонов для штамма GS115/pGAPZA/ProchymB-CB
	Измеряемый параметр
	Номер клона

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Время сворачивания молока, мин:сек
	18:00
	6:00
	4:00
	-
	-
	1:42
	3:37
	1:27
	-
	-


Время коагуляции для клона №8 штамма GS115/pGAPZA/ProchymB-CB 87 секунд. Данный клон был выбран в качестве дрожжевого штамма-продуцента рекомбинантного прохимозина В. Полученный дрожжевой штамм с конститутивной экспрессией гена прохимозина культивировали в разных средах с использованием различных источников углеводов и при различной длительности культивирования при +28˚С и 250 оборотов в минуту (таблица 2). 
Таблица 2 – Компонентный состав экспериментальных питательных сред
	Вариант среды
	Компоненты

	YPD
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза

	BMGY+CMz
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 100 мМ цитрат-фосфатный буфер рН 4.0, 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол, 10 г/л кукурузной патоки

	BMGY+Molasses
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 100 мМ цитрат-фосфатный буфер рН 4.0, 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол, 10 г/л свекловичной мелассы 

	YPD+10g/l molasses without glucose
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 10 г/л свекловичной мелассы 

	YPD+5g/l molasses
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 5 г/л свекловичной мелассы 

	YPD+10g/l molasses
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 10 г/л свекловичной мелассы 

	BMGY (NO YP)
	3% глюкоза, 100 мМ цитрат-фосфатный буфер рН 4.0, 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол



Активность сравнивали по времени коагуляции молока при оптимальных условиях ферментативной реакции (12% лиофиллизированное молоко, 40 мМ CaCl2, 100 мМ фосфат-цитратный буфер (рН 6.0), +37°С).
Данный состав сред был определен в предыдущих исследованиях. Ранее, было установлено, что указанные в таблице 2 компоненты позволяют значительно увеличить выход рекомбинантного белка при секреторной экспрессии в дрожжах P.pastoris. Глюкоза выступала в качестве источника углерода, дрожжевой экстракт и пептон в качестве источника аминокислот, легко усваиваемых пептидов, аминного азота. Остальные компоненты являются источником витаминов. 
Штаммы с конститутивной экспрессией верблюжьего прохимозина культивировали в течении 5 суток и производился отбор 1 мл культуральной жидкости каждые 24 часа. Надосадочная жидкость после центрифугирования (13200×g) хранилась при +4°С.
На рисунке 5 представлены данные по оптимизации сред. Из полученных результатов можно резюмировать, что наиболее оптимальным составом для большего выхода секреторного прохимозина является среда №3 (1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 100 мМ цитрат-фосфатный буфер рН 4,0, 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол, 10 г/л свекловичной мелассы).

Рисунок 5 – Выход белка верблюжьего прохимозина 
в зависимости от варианта среды
При данном компонентном составе происходит увеличение выхода белка на 34%. Дополнительно установлено, что большое количество мелассы в среде (20 г/л) оказывает ингибирующий эффект. Для среды YPD+10g/l molasses without glucose установлено полное отсутствие роста клеток, что связано с отсутствием глюкозы в среде.
3.2 Очистка рекомбинантного верблюжьего химозина
Выделение и очистку рекомбинантного верблюжьего прохимозина В из культуры дрожжей проводили путем двухступенчатой процедуры очистки на катион и анион обменных сорбентах. Для наработки фермента дрожжевой штамм-продуцент с конститутивной экспрессией гена прохимозина культивировали в среде с составом: 1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 100 мМ цитрат-фосфатный буфер (рН 4,0), 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол, 1% патоки, 4% глюкозы. при 120 часовой длительности культивирования при +28˚С и 250 оборотов в минуту объемом в 200 мл. После осаждения клеток центрифугированием (3500×g, +4°C, 15 минут) прохимозин из культуральной жидкости фильтровали при помощи мембранного фильтра с размером пор 0,22 мкм и доводили при помощи 25 мМ ацетата натрия с рН 4,5 и инкубировали в течении 24 часов при комнатной температуре и небольшим перемешивании. Довести объем до 500 мл и понижали рН до 3.0 при помощи соляной кислоты с последующим доведением объема до 600 мл. Полученную культуральную жидкость пропускали через колонку, содержащей 10 мл DEAE-sepharose FF предварительно уравновешенную буфером 50 мМ натрий-цитратным буфером (рН 3,12), 25 мМ NaCl. Полученную проскочившую фракцию пропускали через колонку, содержащей 5 мл SP-sepharose FF предварительно уравновешенную буфером 50 мМ натрий-цитратным буфером (рН 3,12), 25 мМ NaCl. Далее, колонку промыли 5 мл 25 мМ натрий-цитратным буфером (рН 3,12), 25 мМ NaCl и затем промывали 15 мл 25 мМ бис-трис буфером (рН 6,5), 50 мМ NaCl фракциями по 2 мл. Затем проводили элюирование по 1 мл 25 мМ натрий-ацетатным буфером (рН 5,5), 750 мМ NaCl фракциями по 1 мл. Контроль по очистке проводили по коагуляции молока. Полученные активные фракции объединяли, понижали концентрацию соли до 25 мМ и пропускали через колонку, содержащей 3 мл Q-sepharose FF предварительно уравновешенную буфером 25 мМ натрий-ацетатным буфером (рН 5,5), 25 мМ NaCl. Далее, колонку промыли 5 мл 25 мМ натрий-ацетатным буфером (рН 5,5), 25 мМ NaCl и затем элюировали градиентом соли от 50 мМ до 2 М фракциями по 1 мл. Контроль по очистке проводили по коагуляции молока и SDS-PAGE электрофореза (рисунок 6).
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	А – очистка на SP-sepharose FF; Б – очистка на Q-sepharose FF


Рисунок 6 – Очистка рекомбинантного химозина
Исследования очищенного препарата проводились в следующих условиях: Протеолитическая активность была проверена на субстрате, содержащем 12,5% лиофилизированного молока, 25 мМ натрий-ацетатный буфер (рН 5,5) и 40 мМ хлорид кальция. Определялось время в секундах необходимое для образования хлопьев казеина с 1 мл субстрата 10 мкл ферментного препарата при +37°С. Влияние значения рН была проверена на субстрате, содержащем 12,5% лиофилизированного молока и 40 мМ хлорид кальция. При изучении влияния температуры использовался тот же субстрат что и для определения протеолитической активности. Определение влияния ионов кальция на ферментативную активность рекомбинантного химозина и изучение влияния ионов металлов на ферментативную активность рекомбинантного химозина использовался субстрат, содержащем 12,5% лиофилизированного молока, 25 мМ натрий-ацетатный буфер (рН 5,5). Выделение и очистку рекомбинантного верблюжьего прохимозина В из культуры дрожжей проводили путем двухступенчатой процедуры очистки на катион и анион обменных сорбентах. Для наработки фермента штамм Pichia pastoris GS115 с конститутивной экспрессией гена прохимозина культивировали в среде с составом: 1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 100 мМ цитрат-фосфатный буфер (рН 4,0), 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол, 1% патоки, 4% глюкозы. при 120 часовой длительности культивирования при +28˚С и 250 оборотов в минуту объемом в 200 мл. После осаждения клеток центрифугированием (3500×g, +4°C, 15 минут) прохимозин из культуральной жидкости фильтровали при помощи мембранного фильтра с размером пор 0,22 мкм и доводили объем до 600 мл при помощи 25 мМ ацетата натрия с рН 4,5. При очистке прохимозина, культуральную жидкость пропускали через колонку, содержащей 3 мл Ni-NTA агарозы предварительно уравновешенную буфером 20 мМ натрий-ацетатный буфер (рН 5,5), 500 мМ NaCl. Далее, колонку промыли 5 мл 20 мМ натрий-ацетатный буфер (рН 5,5), 500 мМ NaCl, 20 мМ имидазола и затем элюировали ProchymB-6His буфером 20 мМ натрий-ацетатный буфер (рН 5,5), 500 мМ NaCl, 250 мМ имидазола. Контроль по очистке проводили по коагуляции молока и вестерн-блоттингом. Высаливание рекомбинантного прохимозина из культуральной жидкости является эффективным способом выделения и очистки. Однако, эксперименты по проверке ферментативной активности химозина показали, что присутствие (NH4)2SO4 в препарате негативным образом сказывается на специфичности ферментативного гидролиза. В контрольном образце молока, при использовании препарата, не содержащего химозин, но содержащего сульфат аммония казеин выпадает в осадок. Очищенный хроматографическим способом прохимозин после удаления Pro-пептида переходит в активную форму химозина и данный способ очистки является эффективным способом очистки. Была предпринята попытка концентрирования прохимозина путем вакуум-выпаривания и лиофильного высушивания, однако после вакуум-выпаривания образования активного химозина не происходит, но при сублимации активность прохимозина сохраняется. Данный факт свидетельствует о высокой температурной чувствительности рекомбинантного верблюжьего химозина.
3.3 Определение влияния значения рН-среды и температуры на активность рекомбинантного химозина C.bactrianus
С целью определения зависимости активности рекомбинантного химозина двугорбого верблюда C.bactrianus от значения водородного показателя были проведены соответствующие эксперименты. Влияние значения рН была проверена на субстрате с добавлением различных буферов с определенным рН в диапазоне от 4,5 до 8,0 (рисунок 7). Дальнейшее увеличение рН ингибирует коагуляционную активность химозина. Тем не менее, можно отметить, что в диапазоне рН от 4,5 до 6,8 активность фермента не падает ниже 40% от максимальной. 


Рисунок 7 – Зависимость активности рекомбинантного верблюжьего химозина 
от значения рН субстрата
При изучении влияния температуры исследовали температурный диапазон от +22°С до +65°С. Было установлено, что максимальная активность достигается при температуре +45-°С 50°С. В сравнении с физиологическим значением в 37°С при 45°С скорость реакции увеличивается в 2 раза (рисунок 8).
Таким образом установлено, что наиболее оптимальными значениями рН и температуры являются 4,5 и 45-50°С, соответственно. Следует отметить, что проверка активности химозина при более низком значении рН (ниже чем 4,5) не представляется возможным в силу того, что в качестве конкурирующего процесса идет кислотное осаждение казеина.


Рисунок 8 – Влияние температуры на активность рекомбинантного 
верблюжьего химозина от температуры
3.4 Определение остаточной активности и определение влияния ионов металлов на активность рекомбинантного химозина C.bactrianus
Ранее было установлено, что на активность аспарагиновых протеаз сильно влияет наличие хлорида кальция в субстрате. Поэтому работа по определению влияния ионов металлов на активность рекомбинантного химозина C.bactrianus была разделена на два этапа: в ходе первого этапа изучалась зависимость рекомбинантного верблюжьего химозина от концентрации ионов кальция, в ходе второго этапа изучалась зависимость химозина от ионов 11 типов металлов. 
При изучении влияния концентрации кальция в качестве субстрата использовались 5 мл того же субстрата, но без CaCl2. Концентрация кальция варьировалась от 0 мМ до 150 мМ. Установлено, что концентрацией CaCl2 поддерживающая стабильную работу фермента варьирует в пределах 20 – 50 мМ (рисунок 9).


Рисунок 9 – Зависимость активности рекомбинантного верблюжьего 
химозина от концентрации CaCl2 
При изучении влияния ионов металлов на ферментативную активность рекомбинантного химозина использовались соли следующих металлов: CaCl2, KCl, NaCl, MgCl2, FeCl3, LiCl2, MnCl2, NiCl2, BaCl2, CoCl2, ZnCl2, в концентрации 10 мМ (рисунок 10).
При изучении влияния ионов металлов на коагуляционную активность рекомбинантного химозина установлено, что наряду с кальцием активность фермента в 2 – 5 раз увеличивается при добавлении 10мМ концентраций MgCl2, CoCl2, MnCl2, FeCl2,BaCl2 в то время как другие соли металлов не влияют на активность химозина, а присутствие NiCl2 ингибирует реакцию. 


Рисунок 10 – Зависимость активности рекомбинантного верблюжьего
химозина от концентрации  металлов CaCl2, CoCl2, NiCl2, FeCl2, BaCl2, ZnCl2, MgCl2, MnCl2, LiCl2, KCl, NaCl
Из полученных данных следует, что рекомбинантный химозин является кальций зависимым ферментом. На снижение активности химозина влияет как низкая, так и высокая концентрация хлорида кальция в молоке. Данный аспект имеет актуальность при использовании пастеризованного молока, в котором уровень кальция снижен.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В соответствии с календарным планом по проекту запланированные работы выполнены в полном объеме. В ходе выполнения проекта получены результаты, на основании которых можно сделать следующие выводы:
- путем клонирования кодоноптимизированного и синтезированного гена химозина двугорбого верблюда, трансформации компетентных клеток Pichia pastroris получен дрожжевой штамм GS115/pGAPZA/ProchymB-CB эффективно экспрессирующий ген химозина C.bactrianus;
- установлено, что из 8 протестированных питательных сред для продукции рекомбинантного химозина C.bactrianus наиболее оптимальной является среда, содержащая 1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 100 мМ цитрат-фосфатный буфер рН 4.0, 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол, 10 г/л свекловичной мелассы. Выход рекомбинантного химозина C.bactrianus увеличивается на 34%;
- путем двуступенчатой процедуры очистки на катион и анион обменных сорбентах DEAE-sepharose и Q-sepharose проведена очистка рекомбинантного химозина из объема 200 мл культуры Pichia pastoris GS115/pGAPZA/ProchymB-CB. Экспериментально установлено, что подобранные условия очистки не влияют на ферментативную активность рекомбинантного химозина C.bactrianus;
- изучено влияние значения рН в диапазоне от 4,5 до 8,0 на активность рекомбинантного химозина C.bactrianus. Установлено, что в диапазоне рН от 4,5 до 6,8 активность фермента не падает ниже 40% от максимальной, в то время как дальнейшее увеличение рН ингибирует коагуляционную активность химозина;
- изучено влияние температуры в диапазоне от +22°С до +65°С на активность рекомбинантного химозина C.bactrianus. Установлено, что максимальная активность достигается при температуре +45-°С 50°С. В сравнении с физиологическим значением в 37°С при 45°С скорость реакции увеличивается в 2 раза;
- определена остаточная активность и изучено влияние ионов металлов в составе солей CaCl2, KCl, NaCl, MgCl2, FeCl3, LiCl2, MnCl2, NiCl2, BaCl2, CoCl2, ZnCl2 на ферментативную активность рекомбинантного химозина. Установлено, что необходимой концентрацией CaCl2 поддерживающей стабильную работу фермента является 20–50 мМ. Выявлено, что наряду с кальцием активность фермента в 2-5 раз увеличивается при добавлении 10мМ концентраций MgCl2, CoCl2, MnCl2, FeCl2,BaCl2 в то время как другие соли металлов не влияют на активность химозина, а присутствие NiCl2 ингибирует реакцию.
Таким образом, все поставленные задачи проекта выполнены в полном объеме, достигнута цель этапа на 2018 год – определены биохимические параметры рекомбинантного химозина двугорбого верблюда. По результатам проведенных работ опубликовано 4 работы (Приложение Б). Оттиски статьи и тезисов приведены в приложении В. Полученные промежуточные результаты будут использованы в анализе при сравнении химозина двугорбого и одногорбого верблюдов для определения наиболее перспективного верблюжьего сычужного фермента для использования в сыроварении.
СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ИСТОЧНИКОВ
1 Tamime A. Modern Cheesemaking: Hard Cheeses // In: Modern dairy technology. London: Chapman & Hall. – 1993. ‒ Vol.2. ‒ P.49–220. 
2 Foltmann B. A review on prorennin and rennin // C. R. Trav. Lab. Carlsberg. ‒ 1966. ‒ Vol.35, №8. ‒ P.143-231.
3 Barry A., Tamime A. Technology of cheesemaking. Second Edition // Blackwell Publishing Ltd. ‒ 2010. ‒ Р.10-11.
4 Kumar A., Grover S., Sharma J., Batish V. Chymosin and other milk coagulants: sources and biotechnological interventions // Crit Rev Biotechnol. ‒ 2010. ‒ Vol.30, №4. ‒ Р.243-258.
5 Tang J., James M.N., Hsu I.N., Jenkins J.A., Blundell T.L. Structural evidence for gene duplication in the evolution of the proteases // Nature. ‒ 1978. ‒ Vol.271, №5646. ‒ Р.618-621.
6 Vasbinder A.J., Rollema H.S., Bot A., Kruif C.G. Gelation mechanism of milk as influenced by temperature and pH; studied by the use of transglutaminase cross-linked casein micelles // J Dairy Sci. ‒ 2003. ‒ Vol.86, №5. ‒ Р.1556-1563.
7 Yu P.L. Production of chymosin for the dairy industry by recombinant DNA technology // Australis Biotechnol. ‒ 1994. ‒ Vol.4, №1. ‒ Р.19-23.
8 Liu W.G., Wang Y.P., Zhang Z.J., Wang M., Lv Q.X., Liu H.W., Meng L.C., Lu M. Generation and characterization of caprine chymosin in corn seed // Protein Expr Purif. ‒ 2017. ‒ Vol.135. ‒ Р.78-82.
9 Wei Z.Y., Zhang Y.Y., Wang Y.P., Fan M.X., Zhong X.F., Xu N., Lin F., Xing S.C. Production of bioactive recombinant bovine chymosin in tobacco plants // Int J Mol Sci. ‒ 2016. ‒ Vol.17, №5. ‒ Р.624.
10 Tichy P.J., Kapralek F., Jecmen P. Improved procedure for a high-yield recovery of enzymatically active recombinant calf chymosin from Escherichia coli inclusion bodies // Protein Expr Purif. ‒ 1993. ‒ Vol.4, №1. ‒ Р.59-63.
11 Ulusu Y., Senturk S.B., Kudug H., Gokce I. Expression, purification, and characterization of bovine chymosin enzyme using an inducible pTOLT system // Prep Biochem Biotechnol. ‒ 2016. ‒ Vol.46, №6. ‒ Р.596-601.
12 Luerce T.D., Azevedo M.S., LeBlanc J.G., Azevedo V., Miyoshi A., Pontes D.S. Recombinant Lactococcus lactis fails to secrete bovine chymosine // Bioengineered. ‒ 2014. ‒ Vol.5, №6. ‒ Р.363-370.
13 Kappeler S.R., Brink H.J., Rahbek-Nielsen H., Farah Z., Puhan Z., Hansen E.B., Johansen E. Characterization of recombinant camel chymosin reveals superior properties for the coagulation milk // Biochem Biophys Res Commun. ‒ 2006. ‒ Vol.342, №2. ‒ Р.647-654.
14 Cardoza R.E., Gutierrez S., Ortega N., Colina A., Casqueiro J., Martin J.F. Expression of a synthetic copy of the bovine chymosin gene in Aspergillus awamori from constitutive and pH-regulated promoters and secretion using two different pre-pro sequences // Biotechnol Bioeng. ‒ 2003. ‒ Vol.83, №3. ‒ Р.249-259.
15 Pitts J.E., Uusitalo J.M., Mantafounis D., Nugent P.G., Quinn D.D., Orprayoon P., Penttila M.E. Expression and characterisation of chymosin pH optima mutants produced in Trichoderma reesei // J Biotechnol. ‒ 1993. ‒ Vol.28, №1. ‒ Р.69-83.
16 Cregg J.M., Vedvick T.S., Raschke W.C. Recent advances in the expression of foreign genes in Pichia pastoris // Biotechnology (N Y). ‒ 1993. ‒ Vol.11, №8. ‒ Р.905-910.
17 Noseda D. G., Recupero M. N., Blasco M., Ortiz G. E., Galvagno M. A. Cloning, expression and optimized production in a bioreactor of bovine chymosin B in Pichia pastoris under AOX1 promoter // Protein Expr Purif. ‒ 2013. ‒ Vol.92, №2. ‒ Р.235-244.
18 Espinoza-Molina J.A., Acosta-Muniz C.H., Sepulveda D.R., Zamudio-Flores P.B., Rios-Velasco C. Codon Optimization of the Bos taurus Chymosin Gene for the Production in Pichia pastoris // Mol Biotechnol. ‒ 2016. ‒ Vol.58, №10. ‒ Р.657-664.
19 Noseda D.G., Recupero M., Blasco M., Bozzo J., Galvagno M.A. Production in stirred-tank bioreactor of recombinant bovine chymosin B by a high-level expression transformant clone of Pichia pastoris // Protein Expr Purif. ‒ 2016. ‒ Vol.123. ‒ Р.112-121.
20 Noseda D.G., Blasco M., Recupero M., Galvagno M.A. Bioprocess and downstream optimization of recombinant bovine chymosin B in Pichia (Komagataella) pastoris under methanol-inducible AOXI promoter // Protein Expr Purif. ‒ 2014. ‒ Vol.104. ‒ Р.85-91.
21 Leite B.R., Tribst A.A., Grant N.J., Yada R.Y., Cristianini M. Biophysical evaluation of milk-clotting enzymes processed by high pressure // Food Res Int. ‒ 2017. ‒ Vol.97. ‒ Р.116-122.
22 Ben Amira A., Mokni A., Yaich H., Chaabouni M., Besbes S., Blecker C., Attia H. Technological properties of milk gels produced by chymosin and wild cardoon rennet optimized by response surface methodology // Food Chem. ‒ 2017. ‒ Vol.237. ‒ Р.150-158.
23 Elagamy E.I. Physicochemical, molecular and immunological characterization of camel calf rennet: a comparison with buffalo rennet // J Dairy Res. ‒ 2000. ‒ Vol.67, №1. ‒ Р.73-81.
24 Luo F., Jiang W.H., Yang Y.X., Li J. Cloning and Expression of Yak Active Chymosin in P.pastoris // Asian-Australas J Anim Sci. ‒ 2016. ‒ Vol.29, №9. ‒ Р. 1363-1370.
25 Wang N., Wang K.Y., Li G., Guo W., Liu D. Expression and characterization of camel chymosin in Pichia pastoris // Protein Expr Purif. ‒ 2015. ‒ Vol.111. ‒ Р.75-81.
26 Sorensen J., Palmer D.S., Schiott B. Hot-spot mapping of the interactions between chymosin and bovine kappa-casein // J Agric Food Chem. ‒ 2013. ‒ Vol.61, №33. ‒ Р.7949-7959.
27 Langholm J.J., Molgaard A., Navarro P.J., Harboe M.K., Simonsen J.B., Lorentzen A.M., Hjerno K., van den Brink J.M., Qvist K.B., Larsen S. Camel and bovine chymosin: the relationship between their structures and cheese-making properties // Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. ‒ 2013. ‒ Vol.69, №5. ‒ Р.901-913.
28 Moller K.K., Rattray F.P., Sorensen J.C., Ardo Y. Comparison of the hydrolysis of bovine kappa-casein by camel and bovine chymosin: a kinetic and specificity study // J Agric Food Chem. ‒ 2012. ‒ Vol.60, №21. ‒ Р.5454-5460.
29 Jensen J.L., Jacobsen J., Moss M.L., Rasmussen F., Qvist K.B., Larsen S., van den Brink J.M. The function of the milk-clotting enzymes bovine and camel chymosin studied by a fluorescence resonance energy transfer assay // J Dairy Sci. ‒ 2015. ‒ Vol.98, №5. ‒ Р.2853-2860.
30 Moynihan A.C., Govindasamy-Lucey S., Jaeggi J.J., Johnson M.E., Lucey J.A., McSweeney P.L. Effect of camel chymosin on the texture, functionality, and sensory properties of low-moisture, part-skim Mozzarella cheese // J Dairy Sci. ‒ 2014. ‒ Vol.97, №1. ‒ Р.85-96.
31 Soltani M., Sahingil D., Gokce Y., Hayaloglu A.A. Changes in volatile composition and sensory properties of Iranian ultrafiltered white cheese as affected by blends of Rhizomucor miehei protease or camel chymosin // J Dairy Sci. ‒ 2016. ‒ Vol.99, №10. ‒ Р.7744-7754.
32 Kappeler S., Farah Z., Puhan Z. Sequence analysis of Camelus dromedarius milk caseins // J Dairy Res. ‒ 1998. ‒ Vol.65, №2. ‒ Р.209-222.
33 Justesen S.F., Lamberth K., Nielsen L.L., Schafer-Nielsen C., Buus S. Recombinant chymosin used for exact and complete removal of a prochymosin derived fusion tag releasing intact native target protein // Protein Sci. ‒ 2009. ‒ Vol.18, №5. ‒ Р.1023-1032.
34 Wildt S., Gerngross T.U. The humanization of N-glycosylation pathways in yeast // Nat Rev Microbiol. ‒ 2005. ‒ Vol.3, №2. ‒ Р.119-128.
35 Jirimutu J. Genome sequences of wild and domestic bactrian camels // Nat Commun. ‒ 2012. ‒ Vol.3. ‒ Р. 1202.
36 Maniatis T., Fritsch E.E., Sambrook J. Molecular cloning. A laboratory manual. – New York: Cold Spring Harbor Laboratory, 1982. – P.545.
37 Bradford M.M. Rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing of protein-dye binding // Anal. Biochem. – 1976. – Vol.72. – Р.248-254.
38 Laemmli U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4 // Nature. – 1970. – Vol.227. – Р.680-685.
39 Sanger F., Nicklen S., Coulson A. R. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. // Proc Natl Acad Sci U S A. – 1977. – Vol.74, №12. – P.5463-5467.
ПРИЛОЖЕНИЕ А
Календарный план на 2018-2020 годы
[image: D:\Гранты 2018-2020\Договора\19 АР05133470 Хасенов_Страница_1.jpg]
[image: D:\Гранты 2018-2020\Договора\19 АР05133470 Хасенов_Страница_2.jpg]
[image: D:\Гранты 2018-2020\Договора\19 АР05133470 Хасенов_Страница_3.jpg]
ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Список опубликованных работ
1 Akishev Zh., Abdullaeva A., Khassenov B., Ramankulov Ye. Pilot-scale production of recombinant Camelus bactrianus chymosin B in Pichia (Komagataella) pastoris under constitutive GAP promoter // Journal of Biotechnology. – 2018. – Vol.280. – P. S61.
2 Aktayeva S., Akishev Zh., Khassenov B. Proteolytic enzymes in cheese making // Eurasian Journal of Applied Biotechnology. – №1. –2018. – Р. 10-14. 
3 Akishev Z., Khassenov B. Kappa-casein assay for the specific testing of milk-clotting proteases // Proc. of the Int. Symp. “Astana Biotech 2018”. , Astana, 2018. – P. 150.
4 Aktayeva S.A., Khassenov B.B. Plant proteases in cheesemaking. // Proc. of the Int. Symp. “Astana Biotech 2018”. , Astana, 2018. – P. 151.
ПРИЛОЖЕНИЕ В
Оттиски публикаций
[image: C:\Users\User-1\Desktop\1-s2.0-S0168165618X00170-cov150h.gif]
[image: C:\Users\User-1\Desktop\Тезис в Journal of Biotechnology (Akishev, Abdullaeva, Khassenov, Ramankulov).jpg]
[image: C:\Users\User-1\Desktop\img281.jpg]
[image: C:\Users\User-1\Desktop\img282.jpg]
[image: C:\Users\User-1\Desktop\img278.jpg]
[image: C:\Users\User-1\Desktop\img279.jpg]
[image: C:\Users\User-1\Desktop\img280.jpg]
YPD	100	BMGY+CMz	114.85714285714285	BMGY+Molasses	134.89932885906097	YPD+10g/l molasses (without glucose)	0	YPD+5g/l molasses	100.75187969924853	YPD+10g/l molasses	112.92134831460633	YPD+20g/l molasses	2.7916666666666665	BMGY (NO YP)	0	Варианты сред
Относительная активность, %



2


image3.emf
EcoRI

  (760)

NotI  (1865)

pGAPZaA-CamBactrCYMB

4202 bp


image4.jpeg
M KX Pp2  Pp3 Pp4 M





image5.jpeg




image6.emf
pH

4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

О

т

н

о

с

и

т

е

л

ь

н

а

я

 

а

к

т

и

в

н

о

с

т

ь

,

 

%



image7.emf
Температура,



C

О

т

н

о

с

и

т

е

л

ь

н

а

я

 

а

к

т

и

в

н

о

с

т

ь

,

 

%

0 20 40 60 80

0

50

100

150



image8.emf
Концентрация CaCl2, mM

О

т

н

о

с

и

т

е

л

ь

н

а

я

 

а

к

т

и

в

н

о

с

т

ь

,

 

%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110



image9.emf
О

т

н

о

с

и

т

е

л

ь

н

а

я

 

а

к

т

и

в

н

о

с

т

ь

,

 

%

C

a

C

l

2

C

o

C

l

2

N

i

C

l

2

F

e

C

l

2

B

a

C

l

2

Z

n

C

l

2

M

g

C

l

2

M

n

C

l

2

L

i

C

l

2

K

C

l

N

a

C

l

Б

е

з

 

м

е

т

а

л

о

в

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500



image10.jpeg
Tpunoxenue 1.19
k JloroBopy Ne__ ot 2018 r.
Ha rpaHTOBOE (PMHAHCHPOBaHHE

TEXHUYECKAS CIEUMDUKAIIAS 1
KAJIEHJAPHBIA IUIAH PABOT

Ilo norosopy Ne oT 2018 rona

1. PTTI na ITIXB «HauuonaibHbIii nentp 6uorexnosorum KH MOH PK

1.1 Tlo npuoputery: PaumoHansHOE HCIIONB30BAHME MPUPOHBIX PECYPCOB, TeONIOTHs,
TepepaboTKa HOBBIC MATEPHAIIB H TEXHOJIOTHH, Ge30IacHble H3IeNHUs 1 KOHCTDPYKI[HH.

12 Tlo nommpuopurery: TexHONOTMH  moONyYeHHS MTaMMOB-TIPOAYLIEHTOB
GHonpenaparos.

1.3 Tlo teme mpoexra: Ne AP05133470 «Co3nanue ITamMMa-IpoJIyleHTa H pa3paboTka
TEXHONIOTMH  TOJNYMCHHE — PEKOMOMHAHTHOTO — BEPOIIOXKBEr0  CHIYYKHOTO  (bepMeHTa,
BOCTPeGOBAHHOTO HA MPENPHATHSIX MOJIOYHOH IPOMBIILICHHOCTH.

1.4 O6mas cymma mnpoexta 39260 000 (TpHINATH IEBSTH MUJUTHOHOB JIBECTH
UICCTB/ECAT THICSY) TEHTe, B TOM 4HCIE ¢ Pa3OGMBKOH 10 rojaM, JUisl BBIIOJNHEHHS paGor
COTJIaCHO IYHKTY 3:

- Ha 2018 rox - B cymme 13 000 000 (TpHHALATS MELTHOHOB) TEHTE;

- Ha 2019 rox - B cymme 13 117 000 (TpHHAANATS MHJUTHOHOB CTO CeMHA/IATH TBICAY)
TeHTe;

- Ha 2020 rox - B cymme 13 143 000 (TpuHaguaTh MUUHOHOB CTO COPOK TPH THICAYH)
TeHre.

2. Xapaxmepucmuxa Hay4no-mexnuueckoli npodyKuuu no K6aMUPUKAYUOHHBIM
HMPU3HAKAM U IKOHOMUHECKUE NOKA3amenu

2.1 Hanmpasnenue paGotsl: TeXHONOTHM MOTyYeHHS IITaAMMOB-TIPOAYLEHTOB
6Guonpenaparos.

2.2 O671acTh NPUMEHERUs: GHOTEXHONOTHS.

2.3 Koneunplit pesyibrar:

- 3a 2018 rox: BHOXMMHYeCKHe TapaMeTphl PeKOMOGHHAHTHOTO XMMO3MHA nByropboro
Bepoimona C.bactrianus.

- 32 2019 rox: PexoMGHHaTHBI XHMO3HH ofHOrop6oro Bepbmona C.dromedarius.

- 3a 2020 rox: BuoxuMudeckne napaMeTpsl peKOMGHHAHTHOTO XHMO3HHA ojtHOrOpGOro
Bepbmona C.dromedarius.

2.4 ITaTeHTOCIIOCOGHOCTB: Pe3yIIBTATEI TATEHTOCIIOCOGHDL.

2.5 Hay4no-texHudeckuii ypoBeHb (HOBH3HA): BIEPBEIC B MHpe OyaeT NoiydYeH u
OHOXMMHYECKH OXapaKTEpH30BAH HOBBIH (JePMEHT — XMMO3WH CpeHEasHaTcKoro BepOIrosa
Camelus bactrianus.

2.6 Vcnonb3oBanue HaydHO-TeXHHYECKOH TPOYKIHH OCYIIECTBIIAETCS: 3aKa34MKOM U
Hcnonaurenem.

2.7 Bux HCHONB30BaHMA pesylbTaTa HAayuHOH M (WM)  HayYHO-TEXHHYECKOH
JeSTENBHOCTH: OTYET, MyONUKALUH, 3asBKa HA IATEHT.

3. Haumenosanue paGom, cpoxu ux peanusayuu u pesyasmamsi

Mudp Hammenosanne paGor 1o CpoK BEIIONHEHAs OsxunaeMslii pesysTaT
3a1aH T H HEI
Sl A10L0BODY H{nCHORHEIG HA4aI0 | OKOHYAHHE
sTana STaIlbI €70 BHIIOIHEHHS
1 Ouncrka  pexoMOuHaHTHOTO | SIHBapH wioup2018 | Byzet ounmen

XHMO3HHA. Onpenenenne | 2018 PEKOMOUHAHTHBI XHMO3HH.
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tion of various amounts of EPSs. Our results also demonstrated that
most of the strains analysed in the study had the ability to ferment
the citrate and to produce diacetyl, an important flavour compound
in many dairy products. In conclusion, the results obtained allowed
us to select numerous LAB strains for further studies related to a
wide range of industrial applications.

https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2018.06.197

Identification and characterization of lactic acid
bacteria isolated from sucuk, a traditional
Turkish dry-fermented sausage

Kubra Cinar!-*, Guzin Kaban?, Bilge Sayin
Borekci?, Medine Gulluce?, Mehmet Karadayi?,
Mukerrem Kaya?

1 Bayburt University, Faculty of Engineering,
Department of Food Engineering, Bayburt, Turkey

2 Ataturk University, Faculty of Agriculture,
Department of Food Engineering, Erzurum, Turkey

3 Ardahan University, Faculty of Engineering,
Department of Food Engineering, Ardahan, Turkey

4 Ataturk University, Faculty of Science, Department
of Biology, Erzurum, Turkey

E-mail address: kcinar@bayburt.edu.tr (K. Cinar).

In this study, 100 lactic acid bacteria strains, isolated from sucuk
and identified phenotypically, were genotypically (16SrDNA) iden-
tified. The strains were also analysed in terms of some technological
properties. In genetical identification, Lactobacillus plantarum (65
strains) was determined as the dominant species, followed by L.
paraplantarum (18 strains), L. sakei (13 strains), Pediococcus acidi-
lactici (3 strains) and P. pentasaceus (1 strain). An important part
of the identified strains did not show both proteolytic and lipoly-
tic activity. However, strong proteolytic activity was observed in
7 strains of L plantarum and 1 strain of L sakei. All strains of L.
plantarum, except 3 strains, formed DL-lactic acid. Production of
DL-lactic acid were determined in 11 strains of L. sakei. All of Pedio-
coccus strains produced DL-lacticacid. All strains (except onestrain)
did not show any decarboxylase activity in the presence of argi-
nine, lysine or ornithine. In agar spot test, all strains showed good
or very good antagonistic activity against Listeria monocytogenes,
while only one L plantarum strain had antagonistic activity against
L monocytogenes in well diffusion assay.

Acknowledgements: This study has been supported by the
General Directorate of Agricultural Research and Policy (TAGEM
13/AR-GE/7).

https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2018.06.198

An application of yeasts Kluyveromyces
marxianus for the enhancement of composition
of galactooligosaccharides produced from the
milk permeate
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Scherbaka!, Agnese Vanaga?, Ansis Zauers?,
Armands Vigants!

11U MBI, University of Latvia, Riga, Latvia
2 Baitic Dairy Board Ltd., Bauska, Latvia
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Lactose containing milk permeate is by-product of milk pro-
tein production which can be converted to galactooligosacharides
(GOS). GOS products obtained in lactose bioconversion by beta-

galactosidases contains up to 60% of GOS. Other components are
reaction by-products - glucose, galactose and residual lactose. GOS
concentration can be further increased by removal of sugars using
fermentations by yeasts. The application of K. marxianus DSM5422
for selective removal of sugars from GOS obtained from milk per-
meate was investigated. The impact of fermentation conditions as
substrate concentration, aeration rate, pH on efficiency of carbo-
hydrate removal process was studied. Best results were obtained
by 72-h co-fermentation of yeasts with B. circulans 3-galactosidase
used for GOS formation. The increase of GOS content in reaction
mixture up to 98% from total carbohydrates was observed. The
molecular weight profile of GOS was changed during fermentation.
The GOSwith DP2 decreased from 36% to 9,7% of total GOS. The pro-
portions of GOS fractions with DP4 and higher increased comparing
with initial mixture. We can conclude that co-fermentation of milk
permeate by B. circulans (3-galactosidase and yeasts K. marxianus
allows to obtain GOS with low lactose content and the increased
degree of polymerization.

Acknowledgments: This study was supported by ERDF project
Nr. 1.2.1.1/16/A/004

https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2018.06.199

Pilot-scale production of recombinant Camelus
bactrianus chymosin B in Pichia (Komagataella)
pastoris under constitutive GAP promoter
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Itis known from literature sources that it is rather difficult to obtain
active chymosin in bacteria, since the chymosin protein in E. coli
cells aggregates into the inclusion bodies, requiring re-naturation
procedure to be performed. The most effective is the expression
system based on Pichia (Komagataella) pastoris, which produces a
relatively low level of its own secreted proteins, greatly facilitating
the purification of the recombinant protein. Thus, Camelus bactri-
anus chymosin is produced by secretion in P. pastoris. We carried
out this work, by replacing 296 codons in a 365 aa protein and opti-
mizing the composition of the medium. We used pGAPZaA vector,
to produce chymosin under the constitutive GAP promoter. Pilot-
scale production was attained using a 3 L fermenter during 6 days.
Starting level of biomass was 3.8 g/L wet cell weight. During next
2 days biomass level was reached to 50g/L wet cell weight. And
grown up to 80g/L wet cell weight at 96 h cultivation and then
decreased to 60 g/Lwet cell weight at 6th day. The yield of recombi-
nant bovine chymosin in our studies reached 1980 SU/ml. The yeast
system produced approximately 63 mg/L of recombinant enzyme
under pilot-scale conditions.

https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2018.06.200
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ABSTRACT

There has been an increasing consumer demand for cheese along with a search for products with new organoleptic
parameters, which has resulted in extensive research on alternative milk coagulants. The ratio of proteolytic activity to
milk-clotting activity determines the requirements for proteases used in the cheese making process. To date, plant enzymes
have largely been used for this purpose, along with traditional enzymes of animal origin, chymosin and pepsin. The most
popular types of proteases used in the food industry, especially in cheese making, are plant proteases belonging to the
cysteine (papain, bromelain, ficin), aspartate (cinarase, cardosin), and serine (kukumizin, leucine) group of proteases.
The aspartate proteases of microbial origin mucorpepsin and endotyapepsin have found wide application in cheese
production due to low production costs and high organoleptic characteristics of the final product. The use of plant and
microbial milk-clotting enzymes as an alternative to animal-derived enzymes allows not only to diversify the assortment
of cheeses on the market but also to solve ethical and economic issues. In addition, vegetable and microbial preparations
meet the requirements of vegetarianism, halal, and kosher food, thus further opening the market.

Key words: milk coagulation, chymosin, vegetable rennet, microbial rennet.

INTRODUCTION

Milk and its products are among the main sources of human
nutrition since the Neolithic revolution. According to the International
Dairy Federation (IDF) in 2015, the production of all types of milk
amounted to 818 million tons, which is 2% higher than in 2014 [1].
and in 2016, according to “The Dairy News™ with reference to IDF.
this indicator reached 826 million tons. The main regions for milk
production are India/Pakistan, the USA and Europe. The milk of the
following animals is used in the production of dairy products: cows
(84%). buffalo (12.1%), goats (2%). sheep (0.2%). camels (0.2%).
horses, donkeys and others animals (0.4%).

Cheese is a product that has a special place in the diet of
modern people. Due to the variability of the components used and the
manufacturing technology. there is a huge number of types of cheese
that differ in taste. smell and consistency. To date, experts disagree
about the number of cheese types, and from 500 to 5000 names of
cheese are given while attempting to classify [2]. The production of
cheese is one of the most ancient food industries. Investigation of
the remains of pottery from the Neolithic epoch in the territory of
modern Poland made it possible to obtain evidence that already in
the 5th millennium BC people processed milk. making cheese [3].
The production of cheese made it possible to solve several tasks:
preserving the main components of milk (proteins. fats, vitamins) for
a long time; transfer of milk into a solid form. which ensured more
convenient transportation (which is relevant for nomadic peoples): the
creation of a dairy product with a lower content of lactose. which
makes it possible to solve the problem of lactase deficiency. In
addition. milk processing allowed creation of a product that satisfies
the taste preferences of a mostly any consumer.

The global cheese market shows stable growth. The main players
in this market are the USA and the countries of the European Union.
According to the USDA in 2016, the United States produced 5.514
thousand tons of cheese, and the EU 9,810 thousand tons. Despite the
cessation of supply by the European Union of cheese to the Russian

10

market. and through it to the CIS states, cheese production in the EU
countries has increased. In the period 2013-2017 world cheese growth
was 5%.

Along with the US and European countries, major producers
of cheeses are Russia, Brazil, Argentina, Canada and New Zealand.
The largest growth rates in 2013-2017 are typical for New Zealand —
12.4%. In addition, analysts noted the prospects for the cheese market
in China - increasing both demand and supply — the annual increase
is about 20%. Among the reasons for the growing demand are the
increase in income and changes in food habits.

In the period 2013-2017 the production of cheese and
cottage cheese in the CIS countries went up by almost 20%: from
1.313 thousand to 1,572 thousand tons. The largest increase in the
production of cheese and cottage cheese was shown by Russia and
Belarus - regional leaders in the field of cheese making. In 2013-
2017 years Russian producers increased cheese and cottage cheese
production by 34.5%. and Belarusian producers — by 32.1%.
According to BusinesStat, in 2018-2022 the production of cheese and
cottage cheese in the CIS countries will grow at a rate of 1.1-2.3% per
year. In 2022 the cumulative output of cheese and cottage cheese in
the region will reach 1,718 thousand tons, which will exceed the value
0f 2017 by 9.3%.

Modern technology of cheese preparation includes the following
stages: preparation of milk, milk coagulation with proteolytic enzymes
and curd formation, cutting of a curd and separation of cheese grains
from whey. kneading of cheese mass. pressing and maturing [4]. The
use of various types of enzymes. bacterial and fungal starter cultures
and formulations provides a variety of species [4, 5].

The presented review provides information on proteolytic
enzymes used in cheese making.

Enzymatic hydrolysis of casein

Presumably, the first cheese was the result of the storage of
milk in bags made from the stomachs of ruminants. Later, the active
ingredients in this process were identified as proteolytic enzymes
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The conventional way of quantifying a given milk-clotting enzyme employs milk as the substrate
and determines the time elapsed before the appearance of milk clots. However, milk clotting may take
place without the participation of enzymes because of variations in physicochemical factors, such as low
pH or high temperature. Consequently, this may lead to confusing and irreproducible results, particularly
when the enzymes have low activity. At the same time, the classical method is not specific enough, in terms
of setting the precise onset of milk gelation, such that the determination of the enzymatic units involved
becomes difficult and unclear. Furthermore, although it has been reported that k-casein hydrolysis follows
typical Michaelis-Menten kinetics, it is difficult to determine with the classic milk-clotting assay.

To overcome all these difficulties a new technique was developed. It consists in obtaining a new
substrate for determining the specific protease activity of the chymosin enzyme based on its ability to
cleave the peptide bond between Phe'” and Met'* in the kappa-casein molecule and detecting the hydroly-
sis products by immunoblotting.

To obtain this substrate, the genomic DNA of the calf thymus (Sigma) was used. The fourth exon of
the kappa-casein gene was amplified using primers including Sacl restriction sites in flanking regions. The
length of the gene was 298 bp. The PCR result was determined by dividing the amplified DNA fragment in
a 1% a garose gel in TAE buffer. After PCR, the amplification product was cloned in the Parallel2 vector,
the vector was pretreated with the Sacl restriction endonuclease. Screening of the obtained clones was
carried out using primers CSN3fw/M13fw. After establishing the insertion of the insert, plasmid vectors
were propagated in DH5a strain cells and developed using the miniprep protocol.

The E. coli BL21 (DE3) cells were transformed with obtained Parallel2/k-casein vector by
electroporation and induction of gene expression was performed. A fter selection of the transformant strain
on the antibiotic, and grown to OD600 = 0.6, then, IPTG was added at a concentration of 1 mM, and the
culture temperature was changed to +18°C.

Purification of the chymosin protein from E. coli culture was carried out from a volume of 400
mililiters. The cells were harvested by centrifugation at an angular acceleration of 6000 x g, for 7 minutes
at +4°C. Cell lysis was performed by sonication on an OmniRaptor 4000 disintegrator. The water-soluble
lysate was separated from the cell debris, inclusion bodies and nucleic acids by high-speed centrifugation
(40,000 x g, +4°C, 1 hour). Next, the lysate was applied to a chromatographic column of MBPTrap 1 ml
(GE) and the MBP-CSN3ex4 protein was eluted with 10 mM maltose. It was found that the yield of the
recombinant protein was 12 mg from 1 liter of culture.

To test the activity of chymosin on the substrate obtained, 1 u1 of the enzyme was mixed with 50 mM
Tris-HCI, pH 6.5, 40 mM CaCl,, 15 ug of MBP-CSN3ex4 in 20 zl. The reaction was carried out in covered
0.5-mL Eppendorf tubes at 0°C, 4°C, 10°C, 20°C, 37°C for 5 min. The reaction was stopped by adding
8.57 ul of 4xLaemmli sample buffer and mixed thoroughly. The tubes were boiled at 95°C for 5 min and
allowed to stand atroom temperature for at least 30 min. Samples were analysed in 12% PAAG.
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The annual increase in cheese consumption around the world also causes an increase in interest in
milk-clotting enzymes, one of the main components of cheese. The use of natural rennet faces ethical and
economical issues. In addition, there are religious and ideological constraints in the consumption of
cheese, also associated with the method of obtaining coagulants. In this regard, a great interest for cheese
manufacturers are substitutes of rennet. An alternative to enzymes of animal origin are plant proteases.
Vegetable enzymes used in cheesemaking are most often referred to the group of cysteine, aspartate and
serine proteases.

For cysteine proteases of plant origin are enzymes derived from Carica papaya (papain,
chymopapain karikain, glycyl endopeptidase), Ananas comosus (bromelain, ananain, komozain), Ficus
glabrata and Ficus racemosa (ficin). Papain is the most used in food production by proteolytic enzyme
from plants. Due to its high proteolytic activity, a broad specificity and activity at various pH values and
temperatures cysteine proteases have high commercial potential.

The presence of aspartate proteases possessing the ability to coagulate milk from Silybum
marianum, Cynara scolymus, Onopordum turcicum, Centaurea calcitrapa and rice grains had been
described before. The most studied are aspartate proteases of the Spanish artichoke Cynara cardunculus:
cinarase 1,2 and 3, cardosin A and B. Cheese products prepared with the use of aspartate proteases have a
delicate creamy texture and an exquisite bitter taste, which is due to the broad substrate specificity of
aspartate proteases that break down not only k-casein, but also a- and B-casein.

Serine proteases are found in almost all taxonomic groups of plants and are present in almost all parts
of plants, but in the greatest quantity in fruits. These enzymes exhibit high proteolytic and milk-
coagulating activity. Cucumis melo contains a high concentration of serine protease kukumizin.
Kukumizin exhibits the same milk-clotting activity as papain, but produces a much less bitter peptides to
degradation than those which have been formed by other vegetable proteases.

Vegetable coagulants can be prepared under conditions in vitro using micropropagation, callus and
cell suspension cultures and cultures of the transformed roots which allows to obtain a large amount of
homogeneous protease without depending on climatic conditions. In addition, products manufactured
using plant enzymes meet the requirements for labeling kosher, halal and vegetarian food. It should be
noted that the search for new enzymes of vegetable origin, applicable in cheese making, continues, due to
the demand not only for natural products, but also for products characterized by special organoleptic
parameters..
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