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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.
Нәтижесінде C. bactrianus және C. Dromedaries рекомбинантты химозиндері алынды. Олардың белсендігі анықталып, рН, температураға, CaCl2 концентрациясына, және металл иондарына тәуелдігі зерттелді. Препарат үшін негіз ретінде қосөркешті C. bactrianus түйесінің рекомбинантты химозині таңдалды. Түйенің рекомбинантты химозинінің ашытқы штамм өндірушісін дақылдандыру, бөліп алу және препараттың лиофиллизация жағдайлары таңдалды. Жұмсақ және жартылай қатты ірімшік пен сүзбені алу бойынша түйенің рекомбинантты химозині сынақ тексеруден өткізілді. Түйенің рекомбинантты химозинін алу бойынша зертханалық реттеме әзірленіп бекітілді. 
Жұмыстың өзектілігі- алғаш рет қос өркешті C. dromedarius түйенің химозині алынып зерттелді. 
Қолдану аясы – биотехнология.

Ұсынылып отырған технологияның биотехнологиялық бағыттағы мекемелер мен сүт өңдеу зауыттарында енгізілу және коммерциализация келешегі жоғары. 

РЕФЕРАТ

Отчёт 64 с., 16 рис., 2 табл., 29 источн., 10 прил.
ХИМОЗИН, ШТАММ, ФЕРМЕНТ, МОЛОКО, КАЗЕИН 
Объектом исследований является верблюжий сычужный фермент.

Цель работы – 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 получены рекомбинантные химозины C. bactrianus и C. dromedarius. Определена их активность, исследована зависимость от рН, температуры, концентрации CaCl2, ионов металлов. В качестве основы для препарата выбран рекомбинантный химозин двугорбого верблюда C. bactrianus. Подобраны условия для культивирования дрожжевого штамма-продуцента рекомбинантного верблюжьего химозина, выделении и лиофиллизации препарата. Проведены тестовые испытания рекомбинантного верблюжьего химозина на получение мягкого и полутвердого видов сыра и творога. Разработан и утвержден лабораторный регламент на получение рекомбинантного верблюжьего химозина.
Новизна работы – впервые получен и изучен химозин двугорбого верблюда Camelus bactrianus.
Область применения – биотехнология.
Рекомендации по внедрению – технология имеет высокую перспективу внедрения и коммерциализации на предприятиях биотехнологического профиля и молокоперерабатывающих заводах.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ 
В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения
	AOX1
	-
	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)

	А.о.
	-
	Аминокислотный остаток 

	ДНК 
	-
	Дезоксирибонуклеиновая кислота 

	КЖ 
	-
	Культуральная жидкость 

	ЛБ-бульон 
	-
	Среда Луриа-Бертани 

	П.о.
	-
	Пара оснований 

	ПЦР 
	-
	Полимеразная цепная реакция 

	ТАЕ-буфер
	-
	Трис-Ацетатный буфер с Этилендиаминтетрауксусной кислотой


ВВЕДЕНИЕ
В сыродельном производстве для коагуляции молока используют сычужный фермент, который входит в состав многих молокосвертывающих препаратов. В наибольших количествах сычужный фермент образуется в начальный молочный период жизни телят, козлят и ягнят. Интересным с научной точки зрения и перспективным в плане практического применения являются сычужные ферменты других животных, например, представителей семейства верблюдовых (Camelidae). Верблюды представляют собой достаточно крупных животных, приспособленных для жизни в засушливых регионах мира - пустынях, полупустынях и степях. Существует два вида верблюдов: Camelus bactrianus - двугорбый верблюд или бактриан, ареалом распространения которого является территория Центральной Азии и Camelus dromedarius — одногорбый верблюд, или дромадер, распространенный в полупустынях, тянущихся от Северо-Западной Африки до Центральной Азии и Аравийского полуострова.
Целью проекта является определение биохимических свойств химозина из C.bactrianus и C.dromedarius с последующим получением штамма-продуцента верблюжьего сычужного фермента. 
Целью этапа на 2020 год является – получение молокосвертывающего препарата на основе рекомбинантного верблюжьего химозина. Задачами этапа 2020 года являются: сравнительный анализ химозинов двугорбого и одногорбого верблюдов, культивирование перспективного штамма-продуцента в биореакторе-ферментере, отработка условий выделения и хранения химозина, проведение тестовых испытаний по применению рекомбинантного химозина в производстве сыра и получении творога, разработка лабораторного регламента получения препарата на основе рекомбинантного верблюжьего химозина. В Приложении А приведен календарный план на 2018-2020 гг.
Выполнение в сыроварении и, собственно, разработать технологию производства верблюжьего данной работы в контексте всего проекта позволит провести сравнительный анализ и осуществить выбор между двумя химозинами для использования в качестве сычужного фермента химозина. В 2018 году была проведена работа по определению биохимических характеристик двугорбого верблюда C.bactrianus. В 2019 году была проведена работа по определению биохимических характеристик одногорбого верблюда C.dromedarius. 
В настоящем отчете в краткой форме представлены результаты за три года исследований, более подробно результаты работ за 2018 год и 2019 годы приведены в соответствующих промежуточных отчетах за инвентарными номерами №0218РК00256 и №0219РК00353, соответственно.
Метрологическое обеспечение НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований, прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах - ТОО «Инфрадин». 
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления 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 активный рост и в отечественной отрасли. Можно отметить, что, в целом, наблюдается ежегодный прирост собственного производства сыра и творога.
Производство сыра представляет собой одно из первых биотехнологических применений ферментов, история которой насчитывает не менее 7000 лет [1]. Предположительно, первое производство сыра было следствием хранения молока в желудках овец. Впоследствии, активные ингредиенты в этом процессе были идентифицированы как протеолитические ферменты пепсин и химозин [2] ранее называвшиеся сычужным ферментом или ренин [3].  Химозин (EC 3.4.23.4) принадлежит к семейству пепсиноподобных аспартатных пептидаз [4]. Химозин специфически атакует пептидную связь κ-казеина между Phe105 и Met106, что приводит к образованию дестабилизированных мицелл казеина, коагуляции молока и разделению молока на творог и сыворотку [5]. Хотя растения [6,7] и микроорганизмы [8-10] могут использоваться в качестве альтернативных источников ферментов, коагулирующих молоко, растительный и микробный сычужный фермент характеризуется неспецифической протеолитической активностью в отношении казеина, поэтому сычужный фермент животного происхождения более широко используется для производства сыра в молочной промышленности. Это объясняется высокой удельной активностью химозина при свертывании молока и поэтому считается наиболее эффективной протеазой для сыродельной промышленности [11].
Сычужный фермент выделяется 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 (3-10 дней), что ставит много вопросов этического характера. Сычужный ренин на 90% состоит из химозина. 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, что очень важно на первом этапе приготовления сыра.
Химозин верблюда можно использовать для производства сыра из коровьего [12,13] и из верблюжьего молока [14]. Для сравнения, химозин верблюда демонстрирует более высокий уровень термостабильности по сравнению с химозином крупного рогатого скота и демонстрирует на 70% более высокую активность по свертыванию молока [15], что делает его очень полезным и привлекательным для использования в производстве сыра. Исследователи уже обратили внимание на верблюжий химозин [15-18], однако, химозин среднеазиатского верблюда Camelus bactrianus не получен и не изучен, но, в тоже время, известен полный геном двугорбого верблюда C.bactrianus [19]. Проведенный анализ нуклеотидной последовательности генов химозинов двугорбого Camelus bactrianus и одногорбого верблюдов Camelus dromedarius показало, что имеются различия на аминокислотном уровне, которые представляют интерес для изучения. 
В рамках проекта были поставлены задачи по получению двух рекомбинантных форм химозинов двугорбого Camelus bactrianus и одногорбого верблюдов Camelus dromedarius; определении их биохимический свойств; определению молокосвертывающей активности; путем сравнения двух ферментов определение перспективности фермента в качестве коагуляционного препарата; определении возможности биотехнологического способа получения фермента и проведении тестовых испытаний по получению сыра и творога с использованием рекомбинантного верблюжьего фермента.
В качестве хозяйского штамма-продуцента были выбраны дрожжи Pichia pastoris. P.pastoris представляет собой метилотрофные дрожжи, подходящие в качестве организма-хозяина для производства гетерологичных белков вследствие хорошей изученности, возможности для генетических манипуляций, быстрого роста микроорганизма на недорогой среде с достижением высокой плотности клеток и способности к сложным посттрансляционным модификациям [20]. Система экспрессии дрожжей P.pastoris является хорошим выбором для получения гетерологичного рекомбинантного белка с перспективой крупномасштабной ферментации [21].
2 Материалы и методы
Использовались штаммы: E.coli DH5α, Pichia pastoris; 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 Escherichia coli и 100 мкг/мл для клеток Pichia pastoris. Приготовление сред осуществлялось в соответствии с протоколом Маниатиса [22]. 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.
Выделение плазмидной ДНК проводили с использованием набора Pure Yield MiniPrep (Thermo Scientific). 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 методу Бредфорда с использованием бычьего сывороточного альбумина в качестве стандарта [23].
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 [24]. 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. 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.
ПЦР-скрининг колоний проводили с использованием Taq ДНК полимеразы и праймеров GAPfw AOX1rv, синтезированных в НЦБ. 
Определение прямой нуклеотидной последовательности проводили по методу Сэнгера [25] с применением набора «BigDye Terminanor v 3.1 Cycle sequencing Kit».

Криосохранение клеток проводилось в среде с добавлением 50% стерильного глицерина при -80°С.
Методы приготовления компетентных клеток, транформация клеток, составы и протоколы проведения ПЦР, секвенирования приведены в Приложении Б.
3 Процесс экспериментальных исследований

3.1 Клонирование гена химозина Camellus bactrianus. Получение и изучение рекомбинантного химозина C.bactrianus
Аминокислотная последовательность прохимозина C.bactrianus была взята из данных GenBank (№ JARL00000000.1) [19] и приведена в Приложении Г. В данном белке первые 16 аминокислотных остатка (MRCLVVLLAALALSQA) являются сигнальным пептидом, обеспечиващим секрецию белка в желудке и в названии белка – препрохимозин соответствуют приставке «пре». Следующие 42 аминокислотных остатка (SGITRIPLHKGKTLRKALKERGLLEDFLQRQQYAVSSKYSSL) являются пропептидом и инактивируют фермент химозин – названии соответствуют приставке «про». Следующие 323 а.о. кодируют собственно фермент химозин в изоформе Б.

Нуклеотидная последовательность была кодоноптимизирована под экспрессию в дрожжах. Ген прохимозина был синтезирован в компании Macrogen (Корея) и был представлен в плазмиде pTOP_Blunt_V2. Ген прохимозина был амплифицирован из вектора рTOP_Blunt_V2/ProchymCB (рисунок 1) с использованием ПЦР-праймеров: ProchymCB-EcoRI, и ProchymCB-NotI, и клонирован в составе вектора pGAPZαA по сайтам EcoRI/NotI.  В результате был получен челночный интегративный вектор pGAPZαA/ProchymCB, в котором ген прохимозина двугорбого верблюда несет с N-конца сигнальный пептид (α-фактор) для секреции в дрожжах P.pastoris.
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М – маркер; 1-3 – ПЦР продукт
Рисунок 1 – Результаты ПЦР амплификации гена прохимозина C. bactrianus (1) и сайт направленного мутагенеза для гена прохимозина C. dromedarius после первого раунда ПЦР (2) и второго раунда ПЦР (3)

Вектор pGAPZαA/ProchymCB был линеализирован эндонуклеазой PagI в буфере O.  Линеализованный вектор был очищен методом фенол/хлороформной экстракции с последующим осаждением этанолом. Компетентные клетки P.pastoris GS115 были электропорированы линеализованным вектором. Положительные клоны были отобраны на агаризованной среде с антибиотиком зеоцином и скринированы на наличие хромосомных изменений в геномной ДНК методом ПЦР с использованием праймеров GAPfw и AOX1rv. Положительные клоны рекомбинантного штамма GS115/pGAPZαA/ProchymCB были инокулированы в среде YPD и проверены на продуцирующую способность. Культуральная жидкость каждого клона была отфильтрована и проверена на молокосвертывающую активность. На рисунке 2 представлены результаты данного скрининга.
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Рисунок 2 – Результаты молокосвертываюшей активности клонов-трансфоормантов GS115/pGAPZαA/ProchymCB
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/pGAPZ(A/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
	-
	-


Клон №8, показавший наименьшее время при свертывании молока был выбран в качестве штамма-продуцента химозина двугорбого верблюда. Стабильность хромосомных перестроек была проверена путем многочисленных пересевов штамма на YPD-агаре без использования антибиотика с последующей проверкой геномной ДНК на предмет наличия гена прохимозина. Для дальнейших работ, штамм-продуцент прохимозина двугорбого верблюда C. bactrianus был наработан и сохранен при -80°C. 

Для оптимизации состава питательных сред использовалось 8 вариантов сред, состав которых указан в Приложении Д. Штамм GS115/pGAPZαA/ProchymCB был инокулирован во всех экспериментальных средах и культуру растили в 50 мл среды в 250 мл колбе при 28°С, 250 об/мин, в течение 120 часов. 1 мл культуры отбирали каждые 24 часа, отделяли от клеток центрифугированием при 13200×g, 20 мин, 4°C и супернатант анализировали на молокосвертывающую активность. 
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Рисунок 3 – Накопление химозина двугорбого верблюда при культивировании штамма GS115/pGAPZαA/ProchymCB на различных средах 
Исследования культивирования штамма GS115/pGAPZαA/ProchymCB на семи вариантах сред показали, что наиболее эффективной средой для культивирования штамма с конститутивной экспрессией химозина является «BMGY + меласса» (рисунок 3, столбец 3). Выход химозина на «BMGY+Molasses» на 35% выше, чем на YPD. Кроме того, было обнаружено, что увеличение количества мелассы в среде до 20 г/л оказывает ингибирующее действие на продукцию химозина. Для среды «YPD + 10 г/л мелассы без глюкозы» установлено полное отсутствие роста клеток, что связано с недостатком в среде источника углерода.

Для проверки гликозилирования штамм GS115/pGAPZαA/ProchymCB культивировали в 200 мл среды «BMGY+Molasses» в течение 120 часов при 28°C, 250 об/мин. Клетки осаждали центрифугированием (3500×g, +4°C, 15 мин). Супернатант осветляли центрифугированием (40000×g, 4°C, 1 час) и фильтрованием через 0,22 мкм и 20 мл супернатанта поэтапно наносили в белковый концентратор с порогом отсечения 10 кДа MWCO (ThermoFisher, USA). Степень концентрирования контролировали по уменьшению объема и измерением содержания общего белка по методу Бредфорда. Образец с концентрацией 1 мг/мл был денатурирован при 95°C в течение 5 минут и дегликозилирован с помощью эндогликозилазы Endo H при 37°C в течение 16 часов.  Реакцию останавливали прогревом реакционной смеси до 65°C. Результаты анализировали вестерн-блоттингом. На рисунке 4 представлены результаты вестерн-блоттинга с использованием антител против химозина.
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1 – отрицательный контроль; 2 – супернатант; 3 – супернатант после обработки EndoH; 
4 – телячий химозин (положительный контроль)

Рисунок 4 – Результаты вестерн-блоттинга после дегликозилирования

Известно, что дрожжи обладают высокой способностью гликозилировать белки, и Pichia pastoris не исключение. По сравнению с Saccharomyces cerevisiae, Pichia имеет преимущество в гликозилировании секретируемых белков, поскольку количество маннозных цепей, присоединяемых к белковой молекуле примерно такое-же, как если бы гликозилирование происходило в клетках млекопитающих. Длина олигосахаридных цепей, добавленных посттрансляционно к белкам у Pichia, составляет в среднем 8–14 остатков маннозы на боковую цепь [26]. Анализ аминокислотной последовательности прохимозина C.bactrianus показал, что белок имеет 2 потенциальных центра для N-гликозилирования: Asp142-Gln143-Thr144 и Asp333-Asp334-Ser335. Обычно у Pichia наблюдается очень слабое О-связанное гликозилирование [26], поэтому интерес в рамках проекта представляет только N-гликозилирование химозина. Из рисунка 4 с результатами вестерн-блоттинга до (две полосы на дорожке 2) и после (одна полоса на дорожке 3) обработки ферментом Endo H показывает, что оба белка в супернатанте представляют собой два варианта одного белка с гликозилированием и без него. Расчетная молекулярная масса негликозилированного бактрианского химозина составляет 35,6 кДа. Из рисунка 4 следует, что N-гликозилирование увеличивает молекулярную массу примерно на 7 кДа.

Для очистки рекомбинантного химозина проводили наработку культуры в объеме 200 мл GS115/pGAPZαA/ProchymCB на среде «BMGY+Molasses» при 28°C, 250 об/мин, в течение 120 часов с ежедневной подпиткой 3% глюкозы. Очистку рекомбинантного химозина двугорбого верблюда проводили методами ионно-обменной хроматографии. Клетки удаляли из культуры центрифугированием (3500×g, +4°C, 15 мин). Супернатант фильтровали через 0,22 мкм и доводили рН до 4.5 с помощью 25 мМ натрий-ацетатного буфера и, далее, инкубировали при комнатной температуре в течение 24 часов на магнитной мешалке. Объем раствора увеличивали до 600 мл добавлением 25 мМ натрий-ацетатного буфера и рН понижали до 3.0 с помощью HCl. Раствор загружали в колонку с DEAE-sepharose FF уравновешенную 25 мМ NaCl в 50 мМ натрий-цитратном буфере с рН 3.0. Прошедший сквозь колонку раствор собирали и загружали в колонку с SP-sepharose FF уравновешенную 25 мМ NaCl в 50 мМ натрий цитратном буфере с pH 3.0. Колонку последовательно промывали 5 мл 25 мМ NaCl в 50 мМ в натрий-цитратном буфере (pH 3.12) и 15 мл 50 мМ NaCl в 25 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 5.5). Далее, колонку промывали 750 мМ NaCl в 25 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 5.5) и элюировали белок. 
Фракции проверяли на молокосвертывающую активность, положительные фракции объединяли и понижали концентрацию NaCl до 25 мМ с помощью 25 мМ натрий-ацетатного буфера (pH 5.5) и загружали в колонку с Q-sepharose FF уравновешенную 25 мМ NaCl в 25 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 5.5). Колонку промывали 25 мМ NaCl в 25 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 5.5) и химозин был элюирован в градиенте 50-2000 мМ NaCl в 25 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 5.5). Фракции анализировали в ПААГ-ДСН и использовали в тесте на молокосвертывающую активность. Сочетание анионообменной и катионообменной хроматографии позволило очистить химозин от компонентов среды и сконцентрировать рекомбинантный белок. Химозин имеет Ip = 5,1 и не связывается с DEAE-сефарозой, но связывается с SP-сефарозой при pH = 3,12 и с Q-сефарозой при pH = 5,5 (Рисунок 5).
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Рисунок 5 – Очистка на SP-sepharose FF (1-4) и Q-sepharose FF (5-7)
Для определения оптимального pH субстрата сухое обезжиренное молоко суспендировали в 50 мМ натрий-ацетатном (pH 4,0-5,5), 50 мМ калий-фосфатном (pH 6,0-7,5) или 50 мМ трис-HCl (pH 8,0) буфере. Растворы обезжиренного молока помещали в микропробирки объемом 1,5 мл в качестве субстрата. Очищенный рекомбинантный химозин разбавляли 10 мМ натрий-ацетатным буфером (pH 5,5) и инкубировали с 1 мл молочного субстрата при 37°C. Время свертывания в каждой микропробирке измеряли таймером.

В результате установили, что оптимальное значение pH для рекомбинантного химозина было pH 4,5 (рисунок 6А). При pH = 4,5 относительная активность свертывания молока составляла 100%. Относительная свертывающая активность снижалась с увеличением значений pH. При pH 5,9 относительная активность свертывания молока снизилась до 50% и далее снизилась до 25% и 10% при pH 7,8 и 8,0 соответственно. Эти данные показали, что химозин верблюда, как и другие химозины, имеет наибольшую активность в кислых условиях.
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Рисунок 6 – Оптимальное значение рН (А) и температура (Б) для субстрата 
химозина из C. bactrianus
Исследовалась зависимость молокосвертывающей активности химозина от температуры в диапазоне от 0°C до 70°C. Оптимальная температура для максимальной относительной активности свертывания молока была определена в диапазоне 45-50°C (Рисунок 6Б). Активность химозина полностью прекращается при температуре выше 70°C. Потеря активности при температуре 70°C, скорее всего, связана с денатурацией белка, нарушением третичной структуры и, соответственно, дезактивацией активного сайта фермента.
На активность сычужных ферментов сильно влияет присутствие хлорида кальция в субстрате. Изучены зависимость рекомбинантного химозина верблюда от концентрации хлорида кальция в диапазоне от 0 до 150 мМ и влияние 10 типов ионов металлов с концентрацией 10 мМ на активность свертывания молока. Результаты показали, что концентрация CaCl2, обеспечивающая стабильность активности химозина по свертыванию молока, составляла от 20 мМ до 50 мМ с оптимумом 30 мМ (Рисунок 7А).
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Рисунок 7 – Влияние концентрации CaCl2 (А) и ионов металлов (Б) на молокосвертывающую активность
Относительная активность свертывания составляет 24%, когда CaCl2 не добавляли, и менее 30%, когда концентрация CaCl2 составляла 150 мМ. 
Влияние различных ионов металлов на свертывающую способность молока исследовали путем анализа фермента в присутствии 11 хлоридов: CaCl2, CoCl2, NiCl2, FeCl2, BaCl2, ZnCl2, MgCl2, MnCl2, LiCl2, KCl, NaCl в концентрации 10 мМ в 25 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 6.5) при 37°C. Установлено, что молокосвертывающая активность рекомбинантного химозина увеличивается в 2 раза при добавлении 10 мМ CoCl2 и MgCl2 (Рисунок 7Б). При добавлении 10 мМ FeCl2 и BaCl2 активность возрастает в 3,5–3,7 раза и увеличивается более чем в 5 раз при добавлении MnCl2. В то же время NiCl2 сильно подавляли активность свертывания молока. Полученные данные о рекомбинантном химозине двугорбого верблюда аналогичны данным о рекомбинантном телячьем химозине [27].
Таким образом, впервые получен и изучен рекомбинантный химозин двугорбого верблюда C.bactrianus. Ген прохимозина бактриана был клонирован и экспрессирован в P.pastoris под контролем конститутивного промотора глицеральдегид-3-фосфата (GAP). Рекомбинантный прохимозин секретировался в супернатант и автокаталитически активировался в химозин. Рекомбинантный химозин C.bactrianus очищали с помощью хроматографии на катионно-и анионнобменной сефарозе. Рекомбинантный химозин проявлял высокую активность по свертыванию молока и был активен в широком температурном диапазоне. Оптимальные условия для ферментативной характеристики рекомбинантного химозина двугорбого верблюда составляли: 45°C, pH 4,5 и 30 мМ CaCl2. Исследована зависимость химозина от ионов металлов. Активность фермента повышается в присутствии Mn2+, Fe3+, Ba2+, Co2+, Mg2+ и подавляется при добавлении Ni2+.
3.2 Клонирование гена химозина Camelus dromedarius. Получение и изучение рекомбинантного химозина C.dromedarius
Анализ нуклеотидной последовательности гена химозина одногорбого верблюда из GenBank показал, что общая длина гена составляет 1098 п.о. Сравнение с нуклеотидной последовательностью гена двугорбого верблюда (C.bactrianus) с одногорбым (C.dromedarius) показывает, что два гена различаются следующими нуклеотидами G685(C685, T880(A880, C881(A881, которые ведут к аминокислотным заменам в двух положениях: Leu229(Val229 и Asn294(Ser294 (рисунок 8).
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Рисунок 8 – Сравнение последовательности химозина C.bactrianus и C.dromedarius
 
На основании полученных результатов оптимальным вариантом получения конструкции для экспрессии гена химозина C. dromedarius является модификация имеющегося плазмидного вектора pTOPBluntV2. Одним из наиболее эффективных способов редактирования и модификации нуклеотидной последовательности является сайт направленный мутагенез.

Для получения гена химозина C.dromedarius в ген химозина C.bactrianus были введены две мутации. Изменения в последовательности вектора pTOPBluntV2/ProchymBCB проводили методом сайт направленного мутагенеза с использованием двух пар праймеров. Для первой мутации Val229(Leu229 использовали прямой V229Lfw и обратный V229Lrv праймеры. Для второй мутации Ser294(Asn294 использовались праймеры: S294Nfw и S294Nrv. 

Процедура сайт направленного мутагенеза включает в себя следующие этапы: 1) амплификация всей плазмиды с использованием соответствующих праймеров; 2) обработка смеси нуклеазой DpnI; 3) очистка от компонентов реакционной смеси; 4) трансформация компетентных клеток E. coli; 5) отбор клона, наработка плазмиды; 6) секвенирование на предмет ввода точечной мутации.

Визуализацию результата ПЦР осуществляли с использованием ДНК электрофореза в 1% агарозном геле в ТВЕ буфере с этидиумом бромидом (15 мкг/мл). На рисунке 1Б и 1В представлены результаты амплификации после ввода первой и второй мутации, соответственно.

Затем проводили обработку ПЦР продукта нуклеазой DpnI. Очистку от компонентов реакционной смеси проводили методом хлороформной экстракции. Трансформацию проводили методом температурного шока. Путем секвенирования подтвердили замену G685(C685 в четырех клонах. Плазмидную ДНК pTOPBluntV2/ProchymBCB-L229, содержащей первую замену использовали во втором раунде сайт направленного мутагенеза, который был проведен по вышеуказанной методике за исключением того, что использовалась вторая пара праймеров для ввода мутации T880(A880, C881(A881. В итоге был получен плазмидный вектор pTOPBluntV2/ProchymCD. Таким образом, были изменены кодоны кодирующие аминокислотные остатки - валин в 229 положении был изменен на лейцин и серин в положении 294 на аспарагин и, тем самым, получен ген химозина одногорбого верблюда C.dromedarius.

Использованием интезированных праймеров ProchymCDfw и ProchymCDrv ген был амплифицирован с pTOPBluntV2/ProchymCD при помощи ПЦР, и клонирован в составе pGAPZaA по сайтам EcoRI и NotI. С целью предотвращения самолигирования плазмида была дополнительно обработана фосфатазой 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 при комнатной температуре в течение 30 минут. Лигазной смесью обрабатывали компетентные клетки E.coli штамма DH5α. На среде с зеоцином выросло 127 клонов. Было отобрано 7 клонов, которые подвергли ПЦР-скринингу с использованием праймеров GAPfw/AOX1rv (рисунок 9).
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Рисунок 9 – ПЦР-скрининг клонов-трансформантов
Как видно из рисунка 9 положительными клонами являются №2-5,7. Секвенирование подтвердило отсутствие мутаций в виде делеций, вставки или замены. В результате создана конструкция для экспрессии гена химозина C.dromedarius в культуре дрожжей Pichia pastoris.
Получение штамма-продуцента рекомбинантного химозина C.dromedarius проводилось по протоколам, приведенным ранее. Получение трансформационной кассеты проводили путем линеалиризации вектора pGAPZaA/ChymCD эндонуклеазой рестрикции PagI в буфере Оrange. В ходе второго этапа была проведена трансформация и отбор клона-трансформанта с максимальной продукцией химозина. Созданной кассетой были трансформированы компетентные клетки дрожжей P.pastoris. Трансформацию проводили методом электропорации. Отбор клонов-трансформантов проводили на среде с зеоцином. На третьи сутки инкубации выросло 68 колоний, 10 из них были подвергнуты ПЦР-скринингу с использованием праймеров YF1/AOX1rv.
Установлено, что все клоны являются положительными, но демонстрируют различный уровень свечения амплифицируемого фрагмента ДНК в проходящем ультрафиолетовом свете на длине волны 312 нм, что связано, по всей видимости, с копийностью гена химозина в GAP регионе хромосомной ДНК дрожжей P.pastoris. Клоны с наибольшим уровнем свечения были инокулированы в YPD-бульоне и растили в шейкере-инкубаторе при +30°С, 250 об/мин в течение 120 часов. Далее, образцы обрабатывали соляной кислотой для активации химозина и проверяли на молокосвертывающую активность. При таком 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 №1-3,6-8. Химозин из клона №8 показал чуть меньшее время для коагуляции молока чем клоны №2 и №4, что свидетельствует о наибольшем уровне продукции рекомбинантного химозина C.dromedarius в данном штамме. В результате, данный клон был выбран в качестве штамма-продуцента рекомбинатного химозина C.dromedarius. Культура штамма-продуцента была наработана в 10 мл YPD-среды при +30°С, 250 об/мин в течение 48 часов. Клетки собирали центрифугированием при угловом ускорении 5000×g, в течение 5 минут. Клетки были суспендированы в свежей среде YPD+glycerol и заложены на криосохранение при температуре -80°С.

Общепринятыми в лабораторной практике процедурами по очистке рекомбинантных секреторных белков из культуральной жидкости дрожжей являются: высаливание сульфатом аммония, аффинная хроматография, использование тупиковой фильтрации, ионно-обменная хроматография. Данные методы имеют определенные достоинства и недостатки. В частности, при высаливании сульфатом аммония необходимо подбирать точную концентрацию (NH₄)₂SO₄, при которой будет происходить высаливание только целевого белка. Аффинная хроматография представляет собой достаточно эффективный метод очистки, однако, тагирование целевого белка не производилось, так как: а) наличие дополнительных доменов может изменить свойства фермента (снизить/усилить ферментационную активность, изменить чувствительность к температуре, рН, наличию/отсутствию ионов металлов); б) данный фермент будет применяться в пищевой биотехнологии в качестве аналога оригинального сычужного фермента одногорбого верблюда и требуется точное соответствие по аминокислотной последовательности белка. Тупиковая фильтрация наряду с простотой использования имеет существенные ограничения, в первую очередь это использование одноразовых мембранных фильтров без возможности их регенерации. Второй недостаток — это ограничения по объему фильтруемой культуры. При использовании ионно-обменной хроматографии критичным является объем культуры, так как это прямым образом сказывается на времени загрузки и элюции. Поскольку, конечная цель проекта разработка технологии получения фермента для промышленного применения, то данный аспект имеет круциальное значение. В тоже время перспективным является использование ионообменной хроматографии на завершающем этапе очистки, когда исходный экстракт был уже сконцентрирован.
Был использован двухступенчатый метод очистки рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius основанный на использовании метода тангенциальной ультрафильтрации (cross-flow filtration) с последующей ионообменной хроматографией. Преимуществом тангенциальной ультрафильтрации является: возможность использования практически неограниченного объема культуры – в зависимости от объема культуры подбирается мембрана с соответствующей площадью фильтрующей поверхности; отсутствие «забивания» пор – набегающий поток постоянно смывает белковые молекулы, попавшие в поры; возможность концентрирования в 10-100 раз; возможность регенерации мембраны путем её очистки щелочным/кислотным буферами. Ионообменная хроматография применялась на втором этапе очистки уже сконцентрированного белкового экстракта.

Была собрана лабораторная установка по тангенциальной ультрафильтрации на основе мембранных фильтрационных модулей Vivaflow 50 (Sartorius) с размерами пор на 10 кДа. Выбор данной мембраны обусловлен тем, что согласно теоретическим расчетам тангенциальной ультрафильтрации необходимо использовать соотношение 1:4 - 1:5 для размер мембраны: размер белка. Размер химозина одногорбого верблюда составляет 40,4 кДа. Для создания потока использовался перистальтический насос BS100-1A. 

В качестве сорбента для второй ступени использовались сорбенты DEAE Sepharose FastFlow, SP-Sepharose, Q-Sepharose. Выбор данных сорбента обусловлен тем, что серия предварительно проведенных экспериментов показали, что сорбент DEAE Sepharose FastFlow является нейтральным для верблюжьего химозина C.dromedarius, но обладает высокой активностью для компонентов культуральной жидкости. Затем, химозин при низком значении рН эффективно связывается с SP-Sepharose, а при более высоком значении рН с Q-Sepharose, и, в конечном счете, можно получить высокоочищенный белок.

Наработку культуральной жидкости с секреторным верблюжьим химозином C.dromedarius проводили на питательной среде YPD в объеме 500 мл при 28°С, встряхивании 250 об/мин, в течение 120 часов. Ежедневно с интервалом 24 часа добавляли 4% стерильной глюкозы в качестве источника углерода и 0,1М цитрат-фосфатного буфер для стабилизации рН на уровне 4,0. Отделение клеток проводили центрифугированием при 4°С, 3500×g, 20 минут. Дополнительно, культуральную жидкость дополнительно очищали от клеток микрофильтрацией на 0,22 мкм. Очищенную культуральную жидкость заливали в напорную емкость и запускали установку по ультрафильтрации. Ультрафильтрацию проводили при комнатной температуре (22°С-23°С), скорость потока КЖ составляла 240 мл/мин, в течение 3 часов. В итоге с объема 500 мл было получено 32 мл концентрата, что составляет степень концентрирования 16Х. В полученном концентрате понижали рН до 3 с помощью 1М HCl, доводили объем до 100 мл стерильной водой MillQ и, затем, наносили на колонку с SP-Sepharose уравновешенную 0,025 М натрий-цитратным буфером с рН 3.0. Колонку промыли буфером 5 мМ NaCl, 20 мМ Bis-Tris pH 6,5 и элюат наносили на колонку с Q-Sepharose уравновешенную 20 мМ NaCl, 20 мМ Bis-Tris pH 6,5. Колонку промыли буфером 20 мМ NaCl, 20 мМ Bis-Tris pH 6,5, затем провали буферами 50-500 мМ NaCl, 20 мМ NaOAc pH 5,5 с шагом 50 мМ, 100 мМ, 200 мМ, 500 мМ по хлориду натрия и элюировали рекомбинантный верблюжий химозин натрий-ацетатным буферами 750 мМ NaCl, 20 мМ NaOAc pH 5,5 и 2 М NaCl, 20 мМ NaOAc pH 5,5. Фракции элюата с 750 мМ NaCl содержали выделенный и очищенный верблюжий химозин C.dromedarius. На рисунке 10 представлены результаты очистки рекомбинантного химозина C.dromedarius. 
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1 - концентрат после ультрафильтрации; 2-6 фракции после очистки, М – маркер
Рисунок 10 – Результаты очистки рекомбинантного химозина C. dromedarius
Измерение концентрации химозина показало, что концентрация белка составляет 280 мкг/мл, что соответствует выходу 2,24 мг очищенного белка с 1 литра культуры.
Оценивалось время необходимое для коагуляции молока и проводился расчет молокосвертывающей активности. В таблице 2 приведены данные по определенной активности для различных фракций. 
Таблица 2 – Результаты по определению активности фракций после очистки рекомбинантного верблюжьего химозина C. dromedarius
	№ фракции
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Время коагуляции, с.
	40
	198
	94
	14
	14
	115


В таблице фракция №1 соответствует загрузке на колонку, а фракции №3-6 элюатам с колонки при 750 мМ NaCl. Как видно из таблицы, наибольшая активность наблюдается во фракциях 4 и 5, что соответствует очищенному рекомбинантному верблюжьего химозина C.dromedarius с концентрацией белка 280 мкг/мл. В результате установлено, что активность фермента при данных условиях составляет 6122 ед/мг. 
Исследования по зависимость активности от рН субстрата показали, что фермент обладает максимальной активность при рН=4,5 и обладает 50% активностью в диапазоне рН 4,5-6,5 (рисунок 11А).
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Рисунок 11 – Влияние рН-среды (А) и температуры (Б) на активность рекомбинантного химозина C.dromedarius
Изучение влияния температуры на активность химозина одногорбого верблюда проводили в диапазоне 22°С-65°С. В результате установлено, что фермент обладает максимальной активностью при температуре +48°С°С (рисунок 11Б).

Исследования по влиянию металлов на активность химозина одногорбого верблюда показали, что фермент максимально активен при 35-40 мМ CaCl2. При изучении влияния ионов металлов на ферментативную активность рекомбинантного химозина использовались хлориды металлов: FeCl3, LiCl2, MnCl2, NiCl2, BaCl2, CoCl2, ZnCl2, MgCl2, CaCl2, KCl, NaCl в концентрации 10 мМ. В ходе проведенных экспериментов было установлено, что коагуляционная активность рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius зависит от типа иона (рисунок 12). Активность рекомбинантного химозина C.dromedarius значительно увеличивается в присутствии FeCl3 MnCl2, MnCl2, BaCl2, CoCl2.
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Рисунок 12 – Зависимость активности рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius от ионов металлов

Таким образом, в результате проведенной работы получена генно-инженерная конструкция, в которой ген химозина одногорбого верблюда C. dromedarius встроен под контроль GAP промотора. Полученной конструкцией были трансформированы компетентные клетки дрожжей Pichia pastoris и путем трехуровневого скрининга были отобраны клоны, один из которых штамм P.pastoris/ChymCD был отобран в качестве штамма-продуцента рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius.
Была наработана культура штамма-продуцента и индуцирована секреция целевого белка в культуральную среду. Комбинацией методов очистки: тангенциальной ультрафильтрацией на мембранах с размерами пор 10 кДа и ионнообменной хроматографии на сорбентах DEAE Sepharose FastFlow, SP-Sepharose, Q-Sepharose была проведена очистка 1112 мкг рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius. Изучение биохимических свойств рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.dromedarius показало, что фермент обладает удельной активностью 6122 ед/мг; установлено, что в диапазоне рН до 6,5 активность фермента не падает ниже 50% от максимальной, в то время как дальнейшее увеличение рН ингибирует коагуляционную активность химозина; максимальная активность достигается при температуре 46°С-50°С, для полноценной и стабильной работы фермента необходима концентрация CaCl2 на уровне 40 мМ.

3.3 Сравнительный анализ по биохимическим характеристикам верблюжьих химозинов
Сравнение двух рекомбинантных верблюжьих химозинов показывает, что рН оптимум субстрата у них одинаков и составляет 4,5. При увеличении рН активность понижалась. Ниже 4.5 измерить не получится, так как молоко начинает сворачиваться и без химозина.
Известно, температура субстрата оказывает существенное влияние на свертывающую способность рекомбинантного химозина в молоке [15,18,21]. Оптимальная температура для максимальной относительной активности свертывания молока для двух верблюжьих химозинов была определена в диапазоне 45-50°C. Аналогичные данные наблюдались в литературе [15,18]. В тоже время, для рекомбинантного химозина теленка оптимальная температура составляет 37°C [27], для химозина ягненка - 44°C [29]. Скорость реакции при 45°C для обоих верблюжьих химозинов увеличивается в 2 раза по сравнению с физиологическим значением 37°C. Активность обоих верблюжьих химозинов полностью прекращается при температуре выше 70°C.
Сравнение характеристик по свертыванию молока при добавлении CaCl2 показывает, что оптимум составляет 30-40 мМ. При отсутствии хлорида кальция или при добавлении его выше 100 мМ оба фермента резко снижают свою активность. 
Оба рекомбинантных верблюжьих химозина показывают чувствительность к ряду металлов. В частности, молокосвертывающая активность при добавлении CoCl2, MgCl2, FeCl2, BaCl2, MnCl2 и наоборот присутствие NiCl2 сильно подавляли активность молокосвертывающую активность ферментов. Полученные данные коррелируют с ранее проведенными исследованиями по рекомбинантному телячьему химозину.
Сравнение удельных активностей показывает, что оба фермента имеют схожую активность, которая составляет 6300 ед/мг и 6122 ед/мг для химозина C.bactrianus и C.dromedarius, соответственно.
В целом, можно констатировать, что ферменты по своим биохимическим характеристикам схожи, что объясняется незначительными различиями в аминокислотной последовательности двух белков. В тоже время, верблюжий химозин значительно превосходит химозины теленка, ягненка и козьего по удельной активности. Поскольку верблюжий химозин двугорбого верблюда изучен только нами, показывает несколько большую активность и требует для работы чуть меньшую концентрацию CaCl2 (хлорид кальция в сыре увеличивает горечь), то при выборе фермента для получения биопрепарата был выбран рекомбинантный верблюжий химозин C.bactrianus.
3.4 Оптимизация условий культивирования перспективного штамма-продуцента в биореакторе-ферментере

Для культивирования дрожжевого штамма-продуцента рекомбинантного химозина одногорбого верблюда C.bactrianus использовали 10-литровый ферментер (Biostat, Sartorius, Германия). На первом этапе получали накопительную культуру, для этого отдельную колонию инокулировали в 5 мл бульона YPD и выращивали при 28°C, 250 об/мин. Через 24 ч культуру переносили в 30 мл YPD-бульона и выращивали в тех же условиях в течение следующих 24 ч. Далее, культуру инокулировали в 300 мл среды «BMGY+Molasses» и выращивали при 28°C, 250 об/мин в течение 24 часов. Затем культуру инокулировали в 3 л среды «BMGY+Molasses» в 10 л биореакторе. Апробировались следующие условия: температура культивирования 25°С и 28°С, аэрация 2-4 л/мин, перемешивание 300-400 об/мин, рН среды 4,0. В качестве источника углерода использовалась 3% глюкоза и 5% 100 мМ цитрат-фосфатный буфер (рН 4,0). Подпитку осуществляли каждые 24 часа. Общее время культивирования - 144 часа.
С учетом ежедневной подпитки и отбора образцов для анализа объем среды на 6 сутки культивирования составил 6 литров. Проводился расчет общего количества мокрых клеток и общее количество единиц с последующим пересчетом на единицу объема культуры. Количество клеток оценивали гравиметрическим способом, путем центрифугирования (5000×g, в течение 5 минут) и взвешивания осадка, а количество активных единиц по молокосвертывающей активности супернатанта. 
Было установлено, что температура 25°С, являющейся оптимальной для культивирования штамма-продуцента рекомбинантного телячьего химозина не подходит для ферментации штамма-продуцента верблюжьего химозина. Выход клеток и активных единиц в конце ферментации составил 20 г/л и 151 ед/мл. Температурные режимы 26 °С и 27°С также показали низкий выход мокрых клеток и активных единиц. Более подходящей температурой для ферментации штамма-продуцента является 28°С, в этом случае была достигнута плотность клеток на уровне 57 г/л и активность 315 ед/мл (Рисунок 13).  
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Рисунок 13 – Продукция рекомбинантного верблюжьего химозина 
в биореакторе-ферментере
Использование среды «BMGY + Molasses» и подпитки в виде 3% глюкоза и 5% 100 мМ цитрат-фосфатного буфера позволило получить 5 мг фермента с 1 литра культуры, что является хорошим показателем для конститутивной экспрессии гена. Установлено, что на выход фермента влияет степень аэрирования, которую необходимо регулировать скоростью перемешивания и подачей воздуха. Значение рН 4.0 в среде необходимо для автокаталитической активации химозина.
3.5 Отработка условий выделения и хранения рекомбинантного химозина

Отработаны условия выделения и хранения рекомбинантного химозина. Оптимальным условием выделения рекомбинантного химозина из культуральной среды является тангенциальная ультрафильтрация на полиэфирсульфоновых мембранах с порогом отсечения 10 кДа. Культуральная жидкость после ферментации штамма-продуцента рекомбинантного верблюжьего химозина использовалась для ультрафильтрации. Для этого культура осветлялась центрифугированием: сначала при (5000×g, 10 мин, 4°С) для удаления клеточной массы, затем при (12000×g, 30 мин, 4°С) для удаления остатков клеток. Дополнительно, культуральную жидкость микрофильтровали через 0,22 мкм. 

Для концентрирования использовали мембраны Sartorius и насос BS100-1A с головкой YZ15A. В процессе фильтрации поток разделялся: прошедший сквозь мембрану поток представлял собой пермеат, который удалялся из системы, а непрошедший сквозь мембрану поток возвращался в исходную, накопительную емкость для повторного концентрирования. В результате было достигнуто концентрирование в 20Х раз. Далее, концентрат химозина разбавляли 25 мМ натрий-ацетатным буфером (рН 5.5) с 150 мМ NaCl до исходного объема и проводили повторное концентрирование. После трех этапов концентрирования, жидкий препарат представлял собой химозин в буфере с концентрацией 1714 ед/мл или 0,43 мг/мл. После выделения и концентрирования потери в активности составили не более 5% на каждом этапе концентрирования. 

Для длительного хранения перспективным является получение порошкообразной формы фермента в условиях лиофильного высушивания. Для этого жидкий химозин смешивали с физиологическим раствором и заливали в алюминиевый стерильный поддон, который замораживали при температуре -20°С в течение 12 часов. Толщина слоя составляла не более 5-7 мм. Далее, поддон охлаждали до -80°С в течение 3 часов. Замороженную массу помещали в лиофиллизатор Christ BETA 2-8 и проводили сублимационное высушивание при температуре -85°С и отрицательном давлении в течение 22 часов. Измерение остаточной влажности порошкообразной формы химозинового препарата составило 4-5%. Оценку остаточной влажности проводили путем взвешивания навески на аналитических весах OHAUS PA114C (0,0001 г) до и после трехчасового прогрева при температуре 90°С. 
В результате получены жидкая и сухая форма препарата рекомбинантного верблюжьего химозина (рисунок 14).
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Рисунок 14 – Жидкая и сухая форма препарата 
рекомбинантного верблюжьего химозина

Определяли условия хранения химозинового препарата в жидкой и сухой форме. Оценку условий хранения проводили путем визуального осмотра препарата (анализировались изменения в цвете, появление комков и т.п.) и путем измерения остаточной молокосвертывающей активности. Установлено, что оптимальными условиями хранения рекомбинантного химозина является: в сухой, лиофилизированной форме при хранении в холодильнике (+2-+8°С) - до 12 месяцев; в жидкой форме при хранении в холодильнике (+2-+8°С) - до 6 месяцев; в сухой форме при комнатной температуре (+22-+24°С) не более 3 месяцев. При данных условиях потеря молокосвертывающей активности относительно исходной составляло не более 7-10%.
3.6 Проведение тестовых испытаний по применению рекомбинантного химозина в производстве сыра и получения творога
Проведены тестовые испытания по применению рекомбинантного химозина в производстве мягкого и полутвердого сыра и в получении творога. Для испытаний использовалась сыроваренное оборудование Доктор Губер, пресс для сыра, сырные формы. Использовалось молоко производства агрофирмы Родина в количестве 20 литров.

Технологическими этапами приготовления сыра являлись следующими: подготовка молока; внесение бактериальных культур, добавление рекомбинантного верблюжьего химозина; отделение сгустка от подсырной сыворотки; формовка и прессовка; посолка и созревание.
При приготовлении мягкого сыра использовался рецепт для сыра брынза. Молоко в объеме 6 литров прогревали до температуры 37°С в сыроварне и добавляли культуру мезофильных лактобактерий (Lactobacillus delbrueckii), вносили сухой препарат рекомбинантного верблюжьего химозина в количестве 10 мг и инкубировали в течение 30 минут. Как только образовывался сгусток его разрезали сырным ножом на кубики размером (см) 2×2 и проводили отделение сыворотки от сгустка, путем вымешивания в течение 15 минут. Сырную массу наносили в форму и проводили самопрессование сыра в течение 18 часов при комнатной температуре 22-23°С. Сформировавшуюся сырную головку выдерживали в рассоле (1,5% NaCl) в течение пяти суток при температуре 4°С. Просоленный сыр заворачивали в пергамент и выдерживали при температуре 8°С в течение 28 суток. Полученный сыр (Рисунок 15А) имел белый с желтоватым оттенком цвет, мягкую, слегка ломкую консистенцию, влажность составляла 67%, запах молочный, органолептические и вкусовые свойства соответствовали сыру брынза. На рисунке 15А приведена фотография полученного мягкого сыра.
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Рисунок 15 – Мягкий (А), полутвердый (Б) сыры и творог (В), полученные с использованием рекомбинантного верблюжьего химозина

При приготовлении полутвердого сыра использовался рецепт сыра чеддера (без добавления красителя Аннато). Молоко в объеме 6 литров прогревали до температуры 37°С в сыроварне и добавляли культуру мезофильных лактобактерий, вносили сухой препарат рекомбинантного верблюжьего химозина в количестве 10 мг и инкубировали в течение 30 минут. Как только образовывался сгусток его разрезали сырным ножом на кубики размером (см) 1×1 и проводили отделение сыворотки от сгустка, путем долгого вымешивания более 30 минут. Сырную массу вымешивали до образования сырных зерен. Чедерризацию проводили при темперуре 42°С в течение 10 минут на каждой стороне сырной массы. Сырную массу вносили в сырную форму и проводили прессование сыра с помощью пресса в течение 16 часов, с удвоением нагрузки каждые 4 часа. Сформировавшуюся сырную головку выдерживали в рассоле (3% NaCl) в течение 48 часов при температуре 8°С. Просоленный сыр смазывали растительным маслом, заворачивали в пленку и выдерживали при температуре 10 в течение 6 недель. Полученный сыр (Рисунок 15Б) имел кремово-желтый цвет, плотную консистенцию, влажность составляла 54%, запах сливочный, органолептические и вкусовые свойства соответствовали сыру чеддер. На рисунке 15Б приведена фотография полученного полутвердого сыра.

При приготовлении творога молоко в объеме 5 литров прогревали до температуры 37°С, добавляли приготовленную накануне закваску мезофильных бактерий на основе Lactobacillus delbrueckii в количестве 10 мл, вносили сухой препарат рекомбинантного верблюжьего химозина в количестве 8 мг и инкубировали в течение 30 минут. Образовавшийся сгусток разбивали на полоски 3×3 и вымешивали для отделения творожной сыворотки. Творожную массу помещали в мелкоячеистое сито для максимального удаления сыворотки. Анализ показал, что влажность творога составляет 74%. Цвет творога белый. Консистенция творога мягкая, слегка рассыпчатая. Вкус слегка кисломолочный, без посторонних привкусов и запахов. В сравнении с творогом, полученным кислотным (с помощью органических или неорганических кислот) и термокислотным способом (с помощью молочной (или лимонной кислоты) кислоты и температуры), творог полученный ферментативным способом гораздо мягче и более рассыпчатый. На рисунке 15В приведена фотография полученного творога.

3.7 Разработка лабораторного регламента получения препарата на основе рекомбинантного верблюжьего химозина. Публикация результатов исследований, подача заявки на патент Республики Казахстан
На основании полученный данных по ферментации штамма-продуцента рекомбинантного химозина Camelus bactrianus разработан и утвержден лабораторный регламент, в котором указаны условия получения рекомбинантного верблюжьего химозина с использованием штамма Pichia pastoris/ProchymCB D22 (Приложение Е). На рисунке 16 приведена технологическая схема производства рекомбинантного верблюжьего химозина. 

На стадии вспомогательных работ (ВР1-4) проводится подготовка персонала, оборудования, производственных помещений, приготовление питательных сред и буферов. На стадии технологического процесса (ТП 1-4) идет наработка культуры в условиях глубинного культивирования на биореакторе-ферментере, сбор клеток, отбор культуральной жидкости, концентрирование и лиофилизация. В процессе культивирования обязателен контроль за биотехнологическими параметрами, установленными при оптимизации процесса производства.
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Рисунок 16 – Технологическая схема производства рекомбинантного 

верблюжьего химозина
После этапа культивирования рекомбинантный химозин выделяют из культуральной жидкости с помощью тангенциальной ультрафильтрации. Проводят тест по активности и фасуют. На стадия переработки отходов (ПО 1) проводят оббезараживание отходов производства и их утилизацию.

Регламент включает в себя следующие главы: 1. Характеристика производственного штамма; 2. Расходные материалы; 3. Оборудование; 4. Характеристика сырья, материалов и продуктов; 5. Аппаратурная схема производства и спецификация оборудования; 6. Технологический процесс получения рекомбинантноого фермента; 7. Переработка и обезвреживание отходов; 8. Информационные материалы.
Определен класс опасности штамма-продуцента рекомбинантного верблюжьего химозина P.pastoris/ProchymCB D22 (Приложение Е). Определение класса опасности проводилось в испытательной лаборатории ТОО «Нутритест». Установлено, что штамм отнесен к 4-классу опасности и, является безопасным для человека и животных штаммом. В США дрожжы P.pastoris допущены FDA к применению на производстве.
Таким образом все запланированные работы по проекту выполнены в полном объеме. Дополнительно к проведенным работам, для более точного определения протеолитической активности проводится разработка количественного метода определения активности, основанного на получение фьюжен белка, состоящего из пептида каппа казеина Bos taurus
(MARHPHPHLSFMAIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPTSTPTIEAV ESTVATLEASPEVIESPPEINTVQVTSTAV) распознаваемого химозином слитого с белком MBP (Maltose Binding Protein) и меткой под Avitag. Данный белок после биотинилирования будет представлять собой субстрат для химозина. После гидролиза субстрата химозином продукты разделяются в электрофорезе и проводится вестерн-блоттинг. Детекцию продукта гидролиза осуществляют с использованием стрептавидина, конъюгированного пероксидазной меткой. Результаты такого вестерн-блоттинга переводятся в цифровой формат с помощью денситометрии и в зависимости от условий (время инкубации, температура, рН, наличие коферментов) определяется относительная активность химозина. Таким образом, можно будет определять количественные константы биохимических реакций: kcat, Km, Vmax.
Проведено депонирование штамма-продуцента рекомбинантного химозина двугорбого верблюда C.bactrianus в коллекции микроорганизмов Национального центра биотехнологии за номером IMB-B-323 (Приложение И).

По результатам проведенной работы опубликованы статьи и доклады в материалах международных конференций. Подана заявка на получение Патента Республики Казахстан «Способ получения молокосвертывающего фермента на основе рекомбинантного верблюжьего химозина» за № 2019/0950.1 от 24.12.2019.

Подготовлены к публикации две статьи: «Constitutive expression of Camelus bactrianus prochymosin B in yeast Pichia pastoris» и «New method for peptidase activity determination by biotinylated of kappa-casein», которые подаются в журналы квартиль Q2.
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, экспрессирующий ген химозина C. bactrianus;
- методом сайт направленного мутагенеза гена химозина двугорбого верблюда в положениях G685(C685, T880(A880, C881(A881, ведущие к заменам: Leu229(Val229 и Asn294(Ser294 получен ген химозина одногорбого верблюда C. dromedarius. Интеграция которого в геном дрожжей позволила получить дрожжевой штамм-продуцент химозина C. dromedarius;
- с помощью очистки методами тангециальной ультрафильтрации, ионнообменной хроматографии из дрожжевой культуры проведена очистка двух рекомбинантных химозинов двугорбого и одногорбого верблюдов;

- изучено влияние значения рН в диапазоне от 4,5 до 8,0 на активность рекомбинантных химозинов C.bactrianus и C.dromedarius. Установлено, что оптимальным значением рН является 4,5, в диапазоне от 4,5 до 6,8 активность ферментов не падает ниже 40% от максимальной, в то время как дальнейшее увеличение рН ингибирует молокосвертывающую активность химозина;
- изучено влияние температуры в диапазоне от +22°С до +70°С на активность рекомбинантных химозинов C. bactrianus и C. dromedarius. 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 30-40 мМ. Выявлено, что наряду с кальцием активность фермента в 2-5 раз увеличивается при добавлении 10 мМ концентраций MgCl2, CoCl2, MnCl2, FeCl2, BaCl2 в то время как другие соли металлов не влияют на активность химозина, а присутствие NiCl2 ингибирует реакцию;
- путем сравнения двух рекомбинантных химозинов C.bactrianus и C.dromedarius, для препарата на основе верблюжьего химозина был выбран рекомбинантный химозин двугорбого верблюда C.bactrianus;
- установлено, что из 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 на такой среде увеличивается на 34% в сравнении с известной YPD;

- определены оптимальные условия для культивирования штамма-продуцента верблюжьего химозина в условиях глубинной ферментации в биоректоре: среда “BMGY + Molasses”, температура 28°С, подача воздуха 2-4 л/мин, перемешивание 300-400 об/мин, ежедневная подпитка 3% глюкоза и 5% 100 мМ цитрат-фосфатный буфер, рН среды 4,0. При данных условиях после 144 часов культивирования было получена плотность клеток 57 г/л и активность 315 ед/мл;
- отработаны условия выделения рекомбинантного верблюжьего химозина. Оптимальным условием выделения рекомбинантного химозина из культуральной среды является тангенциальная ультрафильтрация на PES мембранах с порогом отсечения 10 кДа в 25 мМ натрий-ацетатным буфере (рН 5.5) с 150 мМ NaCl с концентрированием 20Х;

- установлено, что оптимальными условиями хранения рекомбинантного химозина является: в сухой, лиофилизированной форме при хранении в холодильнике (+2-+8°С) - до 12 месяцев; в жидкой форме при хранении в холодильнике (+2-+8°С) - до 6 месяцев; в сухой форме при комнатной температуре (+22-+24°С) не более 3 месяцев;

- проведены тестовые испытания по применению рекомбинантного химозина в производстве мягкого и полутвердого сыра и в получении творога. Тесты показали, что рекомбинантный верблюжий химозин эффективен для приготовления указанных видов сыров и творога;

- разработан и утвержден лабораторный регламент на производство рекомбинантного верблюжьего химозина с использованием штамма Pichia pastoris/ProchymCB D22 (Приложение Е);
- определено, что штамм-продуцент рекомбинантного верблюжьего химозина относится к 4-му классу опасности (Приложение Ж). 

Таким образом, все поставленные задачи проекта выполнены в полном объеме, достигнута цель проекта – определены биохимические свойства химозинов из C.bactrianus и C.dromedarius и получен штамма-продуцент верблюжьего сычужного фермента. Проведено депонирование штамма-продуцента рекомбинантного химозина двугорбого верблюда C.bactrianus в коллекции микроорганизмов Национального центра биотехнологии за номером IMB-B-323 (Приложение И). По результатам проведенных работ опубликовано 4 работ (Приложение К). Оттиски статьи и тезисов приведены в приложении Л. На стадии подачи в редакцию находятся две статьи. Подана 1 заявка на Патент РК.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А 

Календарный план на 2018-2020 годы
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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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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 

Протоколы проведения экспериментов

Приготовление хемокомпетентных клеток штамма DH5α
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 MnCl2, 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.
Трансформация хемокомпетентных клеток DH5α 
Трансформацию проводили 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.

Приготовление электрокомпетентных клеток Pichia pastoris
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 
Трансформацию 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.

ПЦР-скрининг колоний

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).
Секвенирование вставки

Состав реакционной смеси: 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. 
Определение молокосвертывающей активности
Анализ свертываемости молока проводили по известной методике. Этот анализ проводился с использованием сухого обезжиренного молока в качестве субстрата, восстановленного при 12% (вес/объем) в 0,025 М натрий-ацетатном буфере, pH 6,0. Ферментативные реакции для отбора клонов проводили, в трех повторностях при 37°C в пробирках с 200 мкл раствора фермента и 200 мкл субстрата. Молочные сгустки визуализировали, переворачивая пробирки вверх дном. Одна единица активности свертывания молока была определена как количество фермента, необходимое для свертывания 1 мл обезжиренного молока за 40 минут при 37°C.
Вестерн-блоттинг

Для вестерн-блоттинга использовали поликлональные антитела, полученные при иммунизации кролика прохимозином теленка. Вестерн-блоттинг проводили по стандартному протоколу: образцы белка разделяли в 12% ПААГ-ДСН и электропереносили на PVDF-мембрану. Для проверки переноса белка мембрану окрашивали красителем Ponceau S. После блоттинга мембраны молоком буфере TBST (50 мМ Трис-HCl, pH 7,6, 150 мМ NaCl, 0,1% Твин 20). Прохимозин детектировали с помощью кроличьих поликлональных антител против прохимозина (1: 5000) в качестве первичных антител и козьих антител, конъюгированных с пероксидазой хрена (Sigma-Aldrich Chimie Sarl, Lyon, France) (1: 10,000) в качестве вторичных антител. Полосы регистрировали с помощью хемилюминесцентного субстрата ECL (Applichem GmbH, Дармштадт, Германия) и экспонировали на рентгеновской пленке (AgfaPhoto GmbH, Германия).
ПРИЛОЖЕНИЕ В

Аминокислотная и нуклеотидная последовательности гена 

верблюжьего химозина C.bactrianus
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tctggaattactagaatcccattgcataaaggaaaaactttgagaaaagctttgaaagaaagaggtttgttggaagactttttgcaaagacaacaatatgctgtttcttccaaatattcctccttgggtaaagttgctagagagccattgacttcctacttggattcccaatattttggtaaaatctacattggaactccaccacaagagttcactgttgttttcgatactggatcttctgacttgtgggttccatctatctattgtaaatctaatgtttgtaaaaaccatcatagattcgacccaagaaaatcttctactttcagaaacttgggtaaacctttgtctattcattacggaactggttccatggagggattcttgggttatgacactgttactgtttctaatattgttgatccaaaccaaactgttggattgtctactgaacaaccaggagaggtttttacttattctgagtttgatggtattttgggattggcttacccttctttggcttctgaatattctgttccagtttttgacaatatgatggacagacatttggttgctagagacttgttctctgtttatatggatagaaatggacaaggatctatgttgactttgggtgctattgacccttcttattatactggttctttgcattgggttccagttactgttcaacaatattggcaattcactgttgactctgttactattaatggagttgctgttgcttgtgttggtggatgtcaagctattttggacactggtacttctgttttgtttggaccatcctctgatattttgaagattcaaatggctattggtgctactgaaaatagatatggtgagtttgatgttaattgtggttctttgagatctatgcctactgttgttttcgaaattaacggtagagattatccattgtctccatctgcttacacttccaaggaccaaggtttttgtacttctggatttcaaggagataacaactctgagttgtggattttgggtgacgttttcattagagagtattactctgttttcgacagagctaacaacagagttggattggctaaagctatctaa.

ПРИЛОЖЕНИЕ Г
Олигонуклеотиды и праймеры

ProchymCB-EcoRI – 5’CCGGAATTCTCTGGAATTACTAGAATCCCATTG-3’ 
ProchymCB-NotI 
5’-ATAGTTTAGCGGCCGCTTAGATAGCTTTAGCCAATCCAACTCTGTTGTTAGC-3’

GAPfw – 5’-GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-3'

AOX1rv – 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

V229Lfw 5’–GGGTTCCAGTTACTCTTCAACAATATTGGC–3’

V229Lrv 5’– GCCAATATTGTTGAAGAGTAACTGGAACCC–3’ 

S294Nfw 5’–GATGTTAATTGTGGTAATTTGAGATCTATGC–3’ 

S294Nrv 5’– GCATAGATCTCAAATTACCACAATTAACATC–3’ 

ProchymCDfw 5’–CCGGAATTCTCTGGAATTACTAGAATCCCATTG–3’ 

ProchymCDrv 

5’–ATAGTTTAGCGGCCGCTTAGATAGCTTTAGCCAATCCAACTCTGTTGTTAGC–3’

ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Составы питательных сред

	Наименование
	Состав

	ЛБ
	0,5% дрожжевой экстракт, 1% пептон, 0,5% NaCl

	SOC
	2% триптон, 0,5% дрожжевой экстракт, 0,05% NaCl, 2,5 мМ KCl, 20 мМ MgSO4, 20мМ глюкоза, pH7,5

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

	BMGY+CMz
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 100 мМ цитратно-фосфатный буфер рН 4.0, 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол, 1% кукурузная патока

	BMGY+Molasses
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 100 мМ цитратно-фосфатный буфер рН 4.0, 10 мМ аскорбиновая кислота, 5% сорбитол, 1% свекловичная меласса

	YPD+10g/l molasses without glucose
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 1% свекловичная меласса

	YPD+5g/l molasses
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 0,5% свекловичная меласса 

	YPD+10g/l molasses
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 1% свекловичная меласса

	YPD+20g/l molasses
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 3% глюкоза, 2% свекловичная меласса

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


ПРИЛОЖЕНИЕ Е

Лабораторный регламент на получение рекомбинантного верблюжьего химозина
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ПРИЛОЖЕНИЕ Ж 

Заключение об определении класса опасности штамма-продуцента рекомбинантного верблюжьего химозина
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Pecny6auka Kazaxcran, 050008, r. Anmarsl, yn. Knoukoga, 66,
Tenedon/axe: (727) 375 82 23, (727) 375 00 34

KZ.T.02.0043 ATrecrar akkpexuTauuu Ne KZ T.02.0043 ot 08 denpans 2016 r.

3AKJIIOYEHME 2400K ot «_04 » HOsa6ps 2019

Beero crpanun 2
Crpanuua 1

Jlata noctynnenus s naGoparopuio: 30.09.2019 r.
Haumenosanue u anpec sassurens: PI'TT na IIXB «Haunonanbuprii uenrp 6uorexnonornn» KH MOH PK
Haunmenosanue u 0603nauenne HMCTIBITbIBAEMOr0 06pasua(iramMma): mramm Pichia pastoris/Chymosin CB D22
Marorosurens (ctpana, (upma): Pecny6anka Kazaxcran
Konuyectso o6pasuios, nocrynusumx na HccrenoBanre: 1 mramm
O6o3uayenue HJJ Ha npoaykuuio: ECII'T, yrs. Pemr. KTC Ne 299 ot 28.05.2010r. ruXX paspen 20 m. 3
Jlata Hauana uenbiranus: 30.09.2019 r. Jara okoH4aHus NpoBeaeHHUs ucnbiTanuii: 04.11.2019 r.
Bua uenbiranmii: konrpoasuprii
YcnoBus npoeaeHus HembITanHii: Temneparypa 21-23 °C; Baaxnocts 68-74%

HaumenoBanme wmramma Pichia pastoris/Chymosin CB D22: Xemoopraﬂore'repoTpOQ)u.
DaKyBTaTHBHBIE aHA3POGEL Wnertudunuposan  cexsenmpopanmem TPAMOH IIOC/Ie/IOBATENFHOCTH TeHa
Maloii CyObeHuIBI prGocomuoi PHK.

Kyﬂb'l‘ypa.ﬂbHO-MOp(l)OJ'lOI‘H‘IecKHe ocobennocTn Kietku opansHoi (opMmEr, pasmepom 5-10 M.
Kosouuu - npu pocre na nnorsoi Cpesie 00pasyeT OKpyIible, BBIIyKIbE, C POBHBIMH  KpasiMH, TIaJiKie
MATKOH KOHCHCTEHIIHH, Gell0BATO-KPeMOBOro uBera, pasmepom 0,5-1 mMm.

Obracts npumenenus npoxynent CEKPETOPHOro peKOMOMHAHTHOTO IPOXHMO3HHA B prochym CB.

Hsyuenne noTenumansHo-naTorenmux TIPH3HAKOB WTaMMa in vitro: B onbirax nposenenusx in

YCTaHOBIICHO, YTO KyibTypa Pichia pastoris/Chymosin CB D22 me NPOSBHJIA NIPU3HAKOB JICHUTHHA3HOM H
FeMOJIHTHYECKOH aKTHBHOCTH.

Hsyuenne Bupyaenthnocrn wramma (JIso): Uccnenosanue BHPYJICHTHOCTH ImnTamma Pichia
pastoris/Chymosin CB D22 TPOBOJIMIIMCE OOLIEIPHHATEIM METOI0M /Buprep M.O., 1982/ na § rpymnmax
XKUBOTHBIX (110 12 GenbIX Mblieii B K&K/I0H, 6 caMoK 1 6 camIoB Becom 16-18 T) B KOHIEHTpamusx ot 10°
10 10" KOE/em® (Ta6un,).

Tabmina - PesyanTarer ncenenopanns OCTPOH TOKCHYHOCTH KyJIbTypbI
Pichia pastoris/Chymosin CB D22 TIpH BHYTPHOPIOWIMHHOM 1 1EepPOPaILHOM BBEJeHHH

NeNe K-Bo sxuBOTHBIX | Crioco6 BBEJICHHs Josa 3aboneno Iano Bbikuno
B OTbITe KOE/ma JKMBOTHBIX JKHBOTHBIX JKHBOTHBIX
1 12 BHYTPH-GpIOLIHHHO 10° 0 0 12
2 12 BHYTPH-GpiouHHO 10° 1 0 12
3 12 BHYTPH-OpIomMHHO 107 3 1 11
4 12 BHYTPH-GpiolnHHO 10’ 8 2 10
Kontpons 12 BHYTPH-6piomnHHo ¢us3.pacteop 0 0 12
5 12 TnepopabHO 10° 0 0 12
6 12 NepopanbHO 107 0 0 12
7 12 NePOpaILHO 10° 3 0 12
8 12 TIEPOPANILHO 10" 7 1 11
Kontpons 12 1epopabHO ¢us.pacreop 0 0 12

LD 50 kynbTypsr  Pichia pastoris/Chymosin CB D22 1pH BHYTPHOPIOIIHHHOM BBEICHUH - Gojlce
10° KOE/mn, LD 50 npu nepopainbHoM BBenenun - Gonee 10! KOE/wu.
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Mopdonornyeckne usmenenus BHYTPEHHHX OpraHoB: Pesynprarsr BCKDBITHS  )KHBOTHBIX
TIOKA3AIH: MeYeHh TeMHO-KPaCHOTO IBeTa, moiu CIICTKa yBEIHYEHB, TOBEPXHOCTH IMIANKAS. «PucyHOK»
MO3TOBOTO M KOPKOBOTO BELIECTBA YeTkwuif. Jlerkue 110 CTPOCHHUIO Ji0NIeH 1 0GBEMY OOBIYHBIE, OTMEUeHE!
CIE/BI HEBBIPXXEHHOTO BOCIATIEHHUS, HeGOMbIIHE CraiKku.

Crocobnocts k reccnmunamun BHYTPEHHHX OPraHoOB:

Meccumunanus BryTpennnx OPraHOB HMEET MECTO TONBKO B TeueHue TEPBBIX 72 4acoB mocie
BBE/ICHHS KYJIbTYpBI.

Auteprennoe neiicrsue mo CeHCHOMIM3HpYOmEemy a¢dexry: Onpenenenne CpelHeaIIepreHHOMH
AO3EI IPOBO/IMIIOCH HA MOPCKHX CBHHKAX, KOTOPBIM BBOAMJIACH HCCHETyeMast KyJIbTypa B fo3ax 10°,10°, 10,
10° KOE/ua OHO xuBOTHOE. KoHTponem ciysun busnonoruyeckuii PacTBOp. YUeT peakuuu mpoBomiICs
depes 10 anedt mo amamerpy sputemel. CpenHeanneprennas nosa HCCIIElyeMOH KyJIBTYpPEl COCTABHIIA
4.9x10* KOE na oano KHBOTHOE. TakuM 06pasom, 3ToT mTamm obmanaer c1aGoBbIpaKeHHbIM AJUIEPreHHBIM
NeiicTBHEM,

Mectno pasapasaromee neiicraue: Ipu BBentennn uccnenyemoit KYJIBTYPEI B KOHBIOKTHBY IlIa3a
KpoImuKoB B z103e 1x10° KOE/cn® Habozasack crabas TIOJIOKHTEIILHAS PEAKIHUS B BUJE HHBCKIMH CoCyz10B
CIJIEPE W DOTOBHUEI, CIM3HCTHIX BEIIETCHHH B yrmax rmas. Ha werBepreie cyrkm Habmoenuit
BBIICHA3BAHHBIC SIBJICHHS y BCEX SKUBOTHBIX [OJHOCTEIO KYNMHPOBAIHCh M MOCIeAyIOmHe 5 CYTOK
OTKJIOHEHHUH OT Yu3MOTOrHYecKoii HOpMEI He Habmonanock. Takum 06pasom, uccnenyemerit mramm Pichia
pastoris/Chymosin CB D22 o6mazaer cn1aboBBIpasKeHHBIM MECTHO-pa3ApaKaloluM JeiiCTBHEM.

3akiouenne:

Cornacro cymecrayiomeit KIIACCU(DUKALMU 1ITaMMOB (Ipenensro nomycrumere KOHLEHTpaIHx
I10K) MHKPOOPraHH3MOB-IIPOLYLIEHTOB, GakTepuanbHbIX NIpenapaToB U HMX KOMIIOHEHTOB B BO3JlyXe
paboueit 30ns1 [Hruennyeckie HopmatuBel I'H 2.2.6.709-98), KyabTypa Pichia pastoris/Chymosin CB D22
MPHHANNEXKHT K 4-My KJIACCY OMACHOCTH,

H. Xamkubaesa

% A.Omaposa

3akmouenne PacnpocTpausiercs Tobko na o6pasen, NOABEPrHyTHI HCNBITAHASM
Moanas wan wacruunas fiepeneuaTka sakmodenns Ges paspeuenus HenbITaTeNbHOI 1aGopaTopuu
3anpemena





ПРИЛОЖЕНИЕ И 
Свидетельство о депонировании штамма-продуцента рекомбинантного химозина двугорбого верблюда C. bactrianus
[image: image30.jpg]CBHJETEJIbCTBO O JEIIOHUPOBAHUM
HITAMMA I'PUBKOBOM KYJIbTYPBI

KOMY: Xacenoy B.B.. Axwumesy JK.JI. JlaGopaTopus TeHETHKH W _OHOXMMHH
mukpoopranusmos PI'TI wa [MTXB "Hanmonaneneli uentp Guotexnonormu" KH MOH PK.
r.Hyp-Cynran, Kypramsxusuckoe mocce 13/5.
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[ZeNOHNPOBAHHH)

1. HA3BAHUE I'PMBKOBOM KYJIbTYPhI
Pichia pastoris/ChymosinCB

Ono3HaBaTeNnbHAs CCBUIKA (HOMEP, CChLIKA KonneximoHHsiii Homep,
H T.IL., IPHCBOEHHAS MUKPOOPTaHH3MY TIPUCBOEHHBIN KOJUIEKIHEH
JIETIO3HTOPOM)

ChymosinCB IMD -B - 323

2.HAYYHOE  OIIMCAHME WMWJIA  TAKCOHOMMHYECKOE  OIIPEJIEJIEHUE
MUKPOOPTAHU3MA

Pon: Komagataella
Bun: Pichia pastoris

MuKpoopraHusM, TOHMEHOBaHHBI B rpade 1, CONMPOBOXIANCSs XOIATAHCTBOM O
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Macnopr
l:] 2 Crnipasky o
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3. [IOJIYYEHHME Y ITPUHSATUE

IlltaMM NpHHAT Ha JAENOHMpOBaHHE B Koiulekimio KymbTyp PITI ma ITXB "HaumonansHerit
nenTp 6uorexxonoruu" KH MOH PK.

HacTosmum  yTBepikzaeTcs, UTO MHMKPOODraHM3M, NOHMEHOBaHHBII B rpade 1- Pichia
pastoris/ChymosinCB D22, HaxoMTCsl Ha rapaHTUPOBAHHOM XPAHEHHH.

JlaTa xenoHHpoBaHus
16.09.2019r.
4. KOJUIEKLIMS

JenozuTapuii MpoMbINLIeHHBIX MHKpooprann3Mos npu PITI ua IIXB "Haumonansnbrii
neHTp 6norexnostorun' KH MOH PK
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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
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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).
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An application of yeasts Kluyveromyces
marxianus for the enhancement of composition
of galactooligosaccharides produced from the
milk permeate

Jekaterina Martynova !-*, Kristiana Kovtuna', Rita
Scherbaka!, Agnese Vanaga?, Ansis Zauers?,
Armands Vigants!

11U MBI, University of Latvia, Riga, Latvia
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E-mail address: jg05006@Iu.lv (J. Martynova).

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

Zhiger Akishev 1-*, Abdullayeva Aliya2, Khassenov
Bekbolat?, Yerlan Ramankulov?

1 Department of General Biology and Genetics, LN.
Gumilyov Eurasian National University, Astana,
Kazakhstan
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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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PLANT PROTEASES IN CHEESEMAKING

National Center for Biotechnology SC MES RK
13/5, Kurgalzhynskoye road, Astana, 010000, Republic of Kazakhstan
e-mail: aksan@list.ru

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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Method of obtaining milk-clotting enzyme based on recombinant camel chymosin
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