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ТҰЖЫРЫМ

Есеп 44 бет,  11 сурет, 3 кесте, 58 әдеби көз, 7 қосымша.

КРАХМАЛ, ФЕРМЕНТ, ГИДРОЛИЗ, АМИЛАЗА, ГЛЮКОЗА, БАКТЕРИЯ 

Зерттеу нысаны бактериалды α-амилаза болып табылады.

Жұмыстың мақсаты-ашытқымен алынған қазақстандық Bacillus licheniformis T5 штаммынан α-амилазаның биохимиялық қасиеттерін зерттеу.

Жұмыс жүргізу әдістері – молекулалық биология, генетикалық инженерия, биохимия және биотехнология әдістері қолданылды.

Жүргізілген жұмыстың нәтижесінде топырақтан Bacillus sp. A5.3, Bacillus sp. A5.5, Bacillus sp. A7.1, Bacillus sp. A11.2, Bacillus sp. T5 штаммдары бөлініп алынды, α-амилазаның белсенділігі зерттелді. Α-амилазалар amyA5.3 және amyT5 геномдары Bacillus sp. A5.3 және Bacillus sp. T5 штаммдарының геномдық ДНҚ-нан оқшауланған, клондалған және тізбектелген. Bacillus sp. A5.3 және Bacillus sp. T5 штамдарынан amyA5.3 және amyT5 гендерінің нуклеотидтер тізбегі сәйкесінше MW276066 және submission ID 2512515 сандарымен GenBank мәліметтер базасында сақталды. Bacillus sp. A5.3 және Bacillus sp. T5 штамдары тиісінше Bacillus velesensis және Bacillus lichenifromis -ке сәйкестеледі. Bacillus lichenifromis T5 штаммынан алынған amyT5 α-амилаза гені клондалды және ашытқы Pichia pastoris X-33-те экспрессияланды. P. pastoris X-33_pPICZα / AmyT5 ашытқы штаммы молекулалық салмағы 68 кДа болатын гликозилденген α-амилаза бөлетіні көрсетілді. Α-амилаза rAmyT5 үшін рН мен температураның оптимумы анықталды, олар сәйкесінше 6,5 және 80 ° C. Гликозилденген α-амилаза rAmyT5 жоғары температурада белсенді екендігі анықталды. RAmyT5 ферменті термостабильді - α -амилаза 80 ° С температурада 30 минут бойы алдын ала инкубациялаудан кейін 74% белсенділігін сақтайды. Амилаза rAmyT5 кең ауқымда жоғары рН тұрақтылығын көрсетеді. P. pastoris X-33_pPICZα / AmyT5 ашытқы өндіруші штаммының биореакторда ашытылуы штаммның өнеркәсіптік қолдануға жарамдылығын көрсетті. Рекомбинантты ферменттің жалпы шығымы ылғалды биомассаның граммына 2146 бірлікті құрады.

Жұмыстың жаңалығы-алғаш рет ашытқыда алынған және өнеркәсіптік қолдану үшін қызығушылық тудыратын Bacillus licheniformis T5-тен рекомбинантты гликозилденген α-амилаза алынды және зерттелді.

Қолдану саласы-биотехнология.

Іске асыру бойынша ұсыныстар - технология биотехнологиялық бейіндегі кәсіпорындарда және құрамында крахмал бар шикізатты қайта өңдеуде енгізу мен коммерцияландырудың жоғары перспективасына ие.
РЕФЕРАТ

Отчёт 44 с., 11 рис., 3 табл., 58 источников, 7 прил.
КРАХМАЛ, ФЕРМЕНТ, ГИДРОЛИЗ, АМИЛАЗА, ГЛЮКОЗА, БАКТЕРИЯ 
Объектом исследований является бактериальная α-амилаза.

Цель работы – изучение биохимических свойств α-амилазы из казахстанского штамма Bacillus licheniformis T5, полученной в дрожжах.
Методы проведения работы – использовались методы молекулярной биологии, генетической инженерии, биохимии и биотехнологии.
В результате проведенных работ, из почвы выделены и идентифицированы штаммы Bacillus sp.А5.3, Bacillus sp.А5.5, Bacillus sp.А7.1, Bacillus sp.А11.2, Bacillus sp.T5, которые были исследованы на α-амилазную активность. Из геномной ДНК штаммов Bacillus sp.А5.3 и Bacillus sp.T5 выделены, клонированы и секвенированы гены α-амилаз amyA5.3 и amyТ5. Нуклеотидная последовательность генов amyA5.3 и amyТ5 из штаммов Bacillus sp.А5.3 и Bacillus sp.T5 депонированы в базе данных GenBank за номерами MW276066 и submission ID 2512515, соответственно. Штаммы Bacillus sp.А5.3 и Bacillus sp.T5 отнесены к Bacillus velesensis и Bacillus lichenifromis, соответственно. Ген α-амилазы amyТ5 из штамма Bacillus lichenifromis T5 успешно клонирован и экспрессирован в дрожжах Pichia pastoris X-33. Показано, что дрожжевой штамм P.pastoris X-33_pPICZα/AmyТ5 секретирует гликозилированную α-амилазу с молекулярной массой 68 кДа. Определен рН и температурный оптимум для α-амилазы rAmyТ5, который составляет 6,5 и 80°С, соответственно. Установлено, что гликозилированная α-амилаза rAmyТ5 активна при высоких значения температур. Фермент rAmyТ5 является термостабильным -  α-амилаза сохраняет 74% активности после преинкубации при 80°С в течение 30 минут. Амилаза rAmyT5 демонстрирует высокую рН стабильность в широком диапазоне. Ферментация дрожжевого штамма-продуцента P.pastoris X-33_pPICZα/AmyТ5 в биоректоре показала пригодность штамма для использования в промышленных условиях. Общий выход рекомбинантного фермента составил 2146 единиц на 1 грамм мокрой биомассы. 
 Новизна работы – впервые получена и изучена рекомбинантная гликозилированная α-амилаза из Bacillus licheniformis T5, полученная в дрожжах и представляющая интерес для промышленного применения.
Область применения – биотехнология.
Рекомендации по внедрению – технология имеет высокую перспективу внедрения и коммерциализации на предприятиях биотехнологического профиля и переработки крахмалсодержащего сырья.
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ПЕРЕЧЕНЬ ОБОЗНАЧЕНИЙ И СОКРАЩЕНИЙ
	AOX1
	-
	Промоторный регион альдегид оксидазы 1 (Aldehyde oxidase 1)

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

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

	ЛБ
	-
	Лизогенная среда Леннокса (Lyzogeny Broth- Lennox)

	YEPD
	-
	Yeast Extract Pepton Dextrose medium (питательная среда из дрожжевого экстракта, пептона и глюкозы)

	YEPG
	-
	Yeast Extract Pepton Glycerol medium (питательная среда из дрожжевого экстракта, пептона и глицерина)

	YEPM
	-
	Yeast Extract Pepton Methanol medium (питательная среда из дрожжевого экстракта, пептона и метанола)

	EDTA
	
	Этилендиаминтетрауксусная кислота

	ТАЕ-буфер
	-
	Трис-Ацетатный буфер с Этилендиаминтетрауксусной кислотой

	ТВЕ
	-
	Трис-Боратный буфер с Этилендиаминтетрауксусной кислотой

	ПААГ-ДСН
	-
	Полиакриламидный гель с додецилсульфат натрием

	DTT
	-
	Dithiothreitol (дитиотреитол)

	А.о.
	-
	Аминокислотный остаток

	ДНК
	-
	Дезоксирибонуклеиновая кислота

	КЖ
	-
	Культуральная жидкость

	ЛБ-бульон
	-
	Среда Луриа-Бертани

	П.о.
	-
	Пара оснований

	ПЦР
	-
	Полимеразная цепная реакция


ВВЕДЕНИЕ
Для получения сахаристых продуктов из крахмалсодержащего сырья применяются ферментные препараты. В производстве пищевых продуктов в настоящее время используют около 10 типов таких ферментов, в их числе амилоглюкозидазы, глюко-изомеразы, амилазы, пектиназы, реннины и др. В настоящее время известно около 2000 ферментов. К используемым в практике амилолитическим ферментам относятся α-амилаза, β-амилаза, амилоглюкозидаза, амило-1,6-глюкозидаза. Каждый из этих ферментов характеризуется специфическим действием на отдельные фрагменты крахмала.
Амилазы являются одними из важнейших ферментов и имеют большое значение в современной биотехнологии [1]. А-амилазы (КФ 3.2.1.1) действуют на крахмал (полисахарид) и при гидролизе продуцируют глюкозу (моносахарид) и мальтозу (дисахарид) [2]. Амилазы - один из важнейших промышленных ферментов, на долю которого приходится 25% рынка промышленных ферментов [3]. Хотя амилазы могут быть получены из нескольких источников, включая растения, животные и микроорганизмы, но наиболее востребованными в промышленности являются ферменты микробного происхождения [4]. Применение α-амилаз в биотехнологии включает переработку крахмалсодержащего сырья, получение биотоплива, использование в пищевой, бумажной, текстильной промышленности, использование в качестве добавок к детергентам, биоремедиацию, применение в клинических и медицинских целях [5]. Одной из важнейших характеристик α-амилаз, используемых в конверсии крахмала, является термическая стабильность, которая заключается в способности сохранять ферментативную активность в течение длительного времени [6]. Термическая стабильность может быть, как собственной характеристикой α-амилазы [7-10], но может быть и улучшена пострансляционными модификациями, например, гликозилированием [11]. Другой важной характеристикой является зависимость α-амилаз от коферментов. Большинство α-амилаз являются металлоферментами, которым для своей активности, структурной целостности и стабильности требуются ионы кальция [3, 12]. В то же время некоторые α-амилазы не зависят от ионов Ca2+ [13, 14], что имеет важно для их применения в промышленности. 
Известными коммерческими штаммами микроорганизмов для производства α-амилазы являются Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens и Aspergillus oryzae [5]. Однако, постоянно растущая потребность в различных амилолитических ферментах стимулирует изучение новых α-амилаз с улучшенными свойствами, поиск новых природных штаммов-продуцентов и создание генно-инженерных штаммов-продуцентов с использованием технологии рекомбинантной ДНК [15-18].

Цель проекта заключается в получении и изучении биохимических свойств α-амилазы из казахстанских штаммов рода Bacillus.
В Приложении А приведен календарный план проекта.
Научная новизна проекта заключается в том, что будет получена и изучена бактериальная α-амилаза из казахстанских штаммов микроорганизмов. Практическая значимость проекта заключается в получении термостабильного фермента для применения в технологиях гидролиза крахмалсодержащего сырья. Социально-экономический эффект от результатов проекта заключается в выпуске биопрепарата для перерабатывающей промышленности.

Метрологическое обеспечение НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований, прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах - ТОО «KazMedServiceGroup». 
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследований

Крахмал, основной резервный полисахарид растений, в том числе зерновых, представляет собой смесь гомополимеров D-глюкозы – как линейных (амилоза), так и разветвленных (амилопектин). Молекула амилозы состоит из 102-105 остатков D-глюкозы, соединенных α-1,4 связями, а амилопектина – из коротких (17-23 остатков D-глюкозы, соединенных α-1,4-связями линейных цепей, соединенных 1,6- и 1,3-связями и формирующими сильно разветвленную структуру, содержащую 104-107 остатков D-глюкозы.  Степень разветвления и соотношение между амилозой и амилопектином варьируется от вида и возраста растения. Наиболее известными и используемыми в промышленности являются: кукурузный, картофельный, пшеничный и рисовый крахмал. Современная технология переработки крахмалсодержащего сырья основана на кислотном и/или ферментативном гидролизе крахмала до получения мальтозных или мономерных углеводов (D-глюкозы, D-фруктозы). С точки зрения чистоты конечного продукта от примесей, предпочтительными являются технологии, основанные на использовании ферментов, так как получаемые только кислотным способом гидролизаты, являются менее ценными из-за присутствия в них продуктов деградации белков и минеральных примесей, образующихся при нейтрализации кислоты.

Предварительным этапом переработки крахмала является его высвобождение из зерен горячей водой или обработкой паром под давлением (90°С-105°С). На первом этапе идет этап разжижения крахмала, представляющего собой декстринизацию – гидролиз субстрата с помощью (-амилазы, конечными продуктами данного этапа являются мальтодекстрины. Альфа-амилаза катализирует разрыв α-1,4-глюкозидных связей в крахмале с образованием низкомолекулярных олигосахаридов и небольшого количества мальтозы и глюкозы. Для получения глюкозного сиропа в гидролизованный α-амилазой крахмал вводят глюкоамилазу, гидролизуя олигосахариды до глюкозы.

К применяемым в промышленности α-амилазам предъявляют следующие требования: оптимум действия и термостабильность выше 80-90°С, функциональность фермента в широком диапазоне рН, толерантность ко многим ингибиторам (ионные, неионные детергенты, органические растворители). Известно большое количество α-амилаз бактериального происхождения в той или иной степени отвечающие данным требованиям [5]. К числу известных α-амилаз относятся бактериальные амилазы из Bacillus subtilis [19-24], Bacillus amyloliquefaciens [13,25-27], Bacillus velezensis [28], B.licheniformis [29-38], Geobacillus stearothermophilus [7]. Альфа-амилазы также получают и в гетерологичных условиях используя различные экспрессионные системы: Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Pichia pastoris, Bacillus licheniformis [16,39-43]. Альфа-амилаза из B.licheniformis является одной из известных термостабильных гидролаз. Температурный оптимум α-амилазы из B.licheniformis по разным источникам составляет 80°С, но может превышать и 90°С [34], в то время как для B.subtilis – 55°C [20], B.amyloliquefaciens – 60°C [25], Bacillus alcalophilus - 50°C [41], G.stearothemophilus – 55°C [7], B.velezensis - 55°С [28]. Имеются работы по мутагенезу B.licheniformis с целью изменения свойств фермента [44]. Было установлено, что гликозилирование в дрожжах практически не меняет термостабильные свойства α-амилазы B.licheniformis [6]. Большое значение имеет штамм-продуцент α-амилазы, к примеру, α-амилаза из Bacillus sp. B4-423 активна в широком диапазоне рН (оптимум составляет 5,0, но фермент сохраняет 90% активность в диапазоне 4-10), устойчив к действию ряда детергентов: SDS, мочевина, EDTA, органическим растворителям, не является кальций-зависимым ферментом и активен при 100°С [34]. Таким образом, представляется перспективным изучение α-амилазы из ранее неописанных штаммов рода Bacillus, в частности, выделенных из казахстанских биоценозов.

Для получения, изучения и направленной модификации ферментов используют методы генетической инженерии. Целевой ген клонируют, встраивают под контроль сильного промотора, проводят экспрессию гена, очищают белковый продукт, свойства которого затем изучают. В ряде случаев получение белка рекомбинантным способом является более выгодным, чем выделять из природного источника. В качестве экспрессионной системы представляется перспективным применение секреторной дрожжевой системы Pichia pastoris. Из литературных источников известно, что гликозилирование в Pichia pastoris не снижает температурную устойчивость фермента.  По сравнению с Saccharomyces cerevisiae, Pichia имеет преимущество в гликозилировании секретируемых белков, в частности в отсутствии гипергликозилирования. Длина олигосахаридных цепей, добавленных посттрансляционно к белкам у Pichia, составляет в среднем 8–14 остатков маннозы на боковую цепь [45]. 
Для промышленной продукции ферментов в биореакторах используют методы глубинной [46-48] и твердофазной ферментации [49,50]. Твердофазная ферментация предпочтительней при культивировании нитчатых грибов (например, Aspergillus, Penicillium), но для дрожжей наиболее подходящим является использование глубинной ферментации в биореакторах. Термостабильность α-амилазы позволяет использовать температуру как критерий отделения целевого белка от термолабильных белков, и отсутствие в необходимости поддержания температурных условий при очистке. Еще одним плюсом термостабильности является возможность высушивания фермента в потоке нагретого воздуха, не прибегая к лиофильному высушиванию. Данный критерий очень важен, так как будет прямым образом влиять на себестоимость готового биопрепарата.
Особый интерес представляют α-амилазы с посттрансляционной модификацией. Отмечено, что гликозилированние в ряде случаев повышают термостабильность и улучшают устойчивостью ферментов к негативным факторам окружающей среды [45,51]. В связи с этим перспективными являются исследования по продукции α-амилаз в дрожжах, которые имеют развитую систему гликозилирования, обладают высоким уровнем секреции гетерологичных белков и могут культивироваться в условиях глубокой ферментации в биореакторах большой емкости. Метилотрофные дрожжи Pichia pastoris оказались очень успешной системой для различных рекомбинантных белков. С одноклеточным микроорганизмом Pichia pastoris достаточно легко манипулировать, штамм быстро растет на недорогих средах и достигает высокой плотности клеток.
Таким образом, большое количество публикаций, направленных на изучение амилолитических микроорганизмов и собственно самих α-амилаз подчеркивает актуальность выбранного направления исследования. В связи с чем, в качестве объекта был выбраны бактерии рода Bacillus, выделенные из почвы Казахстана и обладающие амилолитической активностью.

2 Материалы и методы
Использовались штаммы: E.coli DH5α, Pichia pastoris X33. Составы питательных сред ЛБ, SOC YEPD, YEPG, YEPM приведены в Приложении Б. Концентрация антибиотика зеоцина в средах составляла 25 мкг/мл для клеток E.coli и 100 мкг/мл для клеток Pichia pastoris. Приготовление сред осуществлялось в соответствии с протоколом Маниатиса [52]. Дрожжевой экстракт и пептон были производства Titan (Индия). Триптон производства Sigma-Aldrich (Германия). 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), соответственно. Концентрацию ДНК измеряли на спектрофотометре малых объемов NanoDrop1000 Spectrophotometr. Очистку продуктов рестрикции осуществляли методом хлороформной экстракции. Количественное определение концентрации белка в белковых экстрактах определяли по Бредфорду [53] с использованием бычьего сывороточного альбумина в качестве стандарта.
Электрофоретическое разделение нуклеиновых кислот проводили в 1% агарозном геле в буфере ТАЕ или TBE. 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 [54]. 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 AOX1fw (5’-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’) и AOX1rv (5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’), синтезированные в НЦБ. Определение нуклеотидной последовательности проводили по методу Сэнгера [55] с применением «BigDye Terminanor v 3.1 Cycle sequencing Kit».

Амилазную активность определяли йодо-крахмальным методом [56] и с использованием 3,5-динитросалициловой кислоты (DNSA) – ДНС методом [57,58]. 1% растворимого крахмала растворяли в 100 мМ фосфатном буфере (pH 7,0 для rXynT6-E и 6,0 для rXynT6-P) и использовали в качестве субстрата. 1 мл субстрата инкубировали с 40 мкл фермента при 50 ° C в течение 15 мин. Реакцию определяли добавлением 1,5 мл реагента DNSA, и смесь кипятили на водяной бане в течение 10 мин. Поглощение измеряли при 540 нм на спектрофотометре Shimadzu UV-1900i (Япония). Калибровочную кривую строили с использованием глюкозы в качестве стандарта. Одна единица активности α-амилазы определяется как количество фермента, которое высвобождает 1 мкмоль восстанавливающего сахара - глюкозы за 1 мин при стандартных условиях. Измерения были выполнены в трех повторностях, и среднее трех повторений было указано как определенный результат.

Методы приготовления компетентных клеток, трансформация клеток, составы и протоколы проведения ПЦР, секвенирования приведены в Приложении В.
3 Процесс экспериментальных исследований
3.1 Выделение бактериальных штаммов рода Bacillus с амилолитической активностью
Из почвы Казахстана выделено 5 бактериальных изолятов, которые на основании результатов морфологических исследований и секвенирования 16S рРНК были отнесены к роду Bacillus. Скрининг на α-амилазную активность показал, что штаммы А2.1, А5.3, А5.5, А11.2 и Т5 с разной степенью обладают амилолитической активностью. Эти изоляты образуют характерные зоны на крахмалсодержащей среде при окрашивании йодом (Рисунок 1).
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Рисунок 1 - Колонии Bacillus spp. на чашках с крахмалом, 
окрашенным йодом
Для дальнейшего изучения в рамках текущего проекта были выбраны штаммы Bacillus sp.А5.3 и Bacillus sp.Т5. При исследовании α-амилаз штаммов Bacillus sp.А5.3 и Bacillus sp.Т5 был получен и изучен энзиматический экстракт данных штаммов. Штаммы культивировали на минимальной солевой среде с крахмалом в качестве источника углерода при 37°С в течение 48 часов. Биомассу штаммов удаляли центрифугированием (18000×g, 4°С, 10 мин) и фильтровали через 0,22 мкм для полного удаления бактериальных клеток. Энзиматический экстракт обрабатывали пептидазой трипсин для получения пептидного раствора. Далее, пептиды разделяли наноВЭЖХ, пептиды ионизировали электроспреем и получали масс-спектрометрические спектры первичных и вторичных ионов с использованием MS-Q/TOF MaxisImpact (Bruker). Биоинформатический анализ спектров на платформе Mascot в сравнении с базой данных NCBInr обнаружил пептиды, принадлежащие α-амилазе Bacillus sp. и Bacillus licheniformis для штаммов Bacillus sp.А5.3 и Bacillus sp.Т5, соответственно. Основываясь на результатах масс-спектроскопии и протеомного анализа по α-амилазе штамма Bacillus sp.Т5 проведено уточнение до вида Bacillus licheniformis (рисунок 2).
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Рисунок 2 – Результаты по идентификации α-амилазы Bacillus sp.Т5
3.2 Определение нуклеотидной последовательности генов α-амилазы из Bacillus sp. A5.3 и Bacillus licheniformis T5
Основываясь на последовательностях α-амилаз для группы Bacillus, в которую входят B. subtilis, B. licheniformis, B. paralicheniformis, B. amyloliquefaciens, B. velesensis из GenBank были подобраны олигонуклеотиды, последовательность которых приведена в таблице 2.
Таблица 2 – Нуклеотидная последовательность олигонуклеотидов
	Бактерия
	Олигонуклеотид
	Последовательность

	B.subtilis
	AmyBSfw
	5’-ATGGCCTTTGCAAAACGATTC-3’

	
	AmyBSrv
	5’-ATGGGGAAGAGAACCGCTTAAG-3’

	B.amyloliquefaciense
	AmyBAfw
	5’-ATGATTCAAAAACGAAAGCGGAC-3’

	
	AmyBArv
	5’-TTTCTGAACATAAATGGAGACG-3’

	B.velesensis
	AmyBVfw
	5’-ATGTTTAAAAAACGATTCAAAACCT-3’

	
	AmyBVrv
	5’-TTAATGCGGAAGATAACCATTCAA-3’

	B.licheniformis
	AmyBLfw
	5’-ATGAAACAACAAAAACGGCTTTAC-3’

	
	AmyBLrv
	5’-TCTTTGAACATAAATTGAAACCGA-3’


Была проведена полимеразная цепная реакция с использованием данных олигонуклеотидов на геномной ДНК штаммов Bacillus sp.A.5.3 и Bacillus licheniformis T5. 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; Pfu ДНК полимераза - 1 мкл; Reaction Buffer Pfu-pol Buffer 10x - 5 мкл; деионизированная вода - 38 мкл. Программа амплификации имела следующие температурные режимы: +98°C (3 мин) – 1 цикл; +98°C (1 мин), +55°C (1 мин), +72°C (2 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). На рисунке 2 приведены результаты данной амплификации.
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Рисунок 2 – Результаты амплификации амилолитических генов на геномной ДНК штаммов Bacillus sp.A.5.3 и Bacillus licheniformis T5

Как видно из рисунка успешно были амплифицированы гены α-амилаз из штаммов Bacillus sp.A.5.3 и Bacillus licheniformis T5. Амплифицированные гены были клонированы в векторах pJET1.2/blunt и секвенированы. Анализ нуклеотидной последовательности транскрибируемых продуктов генов amyA5.4 и amyT5 показал, что данные ДНК локусы кодируют α-амилазы Bacillus velesensis и Bacillus licheniformis, соответственно и имеют протяженность 1980 п.о. и 1539 п.о., соответственно.
Анализ аминокислотной последовательности AmyA5.3 с использованием онлайн доступной программы Signal IP 5.0 показал, что первые 33 аминокислотных остатков (MFKKRFKTSLLPLFAGFLLLFHLVLSGPAGANA) являются сигнальным пептидом для данного белка. Для AmyT5 сигнальный пептид кодируется первыми  29 аминокислотными остатками (MKQQKRLYARLLTLLFALIFLLPHSAAAA). В Приложениях Г и Д приведена нуклеотидная и аминокислотная последовательность α-амилаз из Bacillus sp.A.5.3 и Bacillus licheniformis T5. Нуклеотидные последовательности генов amyA5.3 и amyT5 из Bacillus sp.A.5.3 и Bacillus licheniformis Т5 были депонированы в базе данных GenBank за номерами MW276066 и submission ID 2512515, соответственно.


Известно, что бактерии рода Bacillus являются продуцентами многих ферментов, включая карбогидразы (амилазы, ксиланазы) и протеазы. Проведенные нами исследования показали, что штамм Bacillus sp.A.5.3 при культивировании на минимальной среде секретирует комплекс ферментов, из которых доминирующими являются протеазы, обладающие высоким гидролизующим действием в отношении β-кератина, казеина, альбумина и коллагена. Анализ литературных данных показал, что α-амилазы из штаммов Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus velezensis, которые на основании сличения аминокислотных последовательностей с α-амилазой из Bacillus sp.A.5.3 являются близкородственными обладают температруным оптимумом 55-60°С [20,25,28]. На рисунке 3 приведен филогенетический анализ гена (-амилазы Bacillus spp. на основании последовательности (-амилазы из Bacillus sp.A.5.3 и данных GenBank: LQCL01000001 (B. velezensis strain RC218), CP018133.1 (B. velezensis ATR2), CP021890 (B. velezensis SRCM101413), LLZC01000001 (B. velezensis NRRL B-41580), JQ710747 (B. amyloliquefaciens HE1), and CP034484 (B. subtilis 168).
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Рисунок 3 – Филогенетический анализ гена (-амилазы Bacillus sp.A.5.3
На рисунке 4 приведен филогенетический анализ гена (-амилазы на основании последовательности (-амилазы из Bacillus sp.T5 на основании последовательностей из GenBank: DQ407266 (Bacillus licheniformis B0204), FJ556804.1 (Bacillus licheniformis DSM 8785), JQ710747.1 (B. amyloliquefaciens HE1), and CP034484 (B. subtilis 168). Филогенетический анализ подтвердил родственность гена (-амилазы из Bacillus sp.T5. гену из Bacillus licheniformis DSM 8785.
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Рисунок 4 – Филогенетический анализ гена (-амилазы Bacillus sp.T5 
Известно, что α-амилазы из Bacillus licheniformis по литературным источникам обладают оптимумом свыше 70°С [34]. Поэтому, для дальнейшего исследования бактериальной α-амилазы в рамках проекта была выбрана α-амилаза AmyT5 из штамма Bacillus licheniformis T5.
3.3 Клонирование гена бактериальной α-амилазы из Bacillus licheniformis T5 в составе дрожжевого плазмидного вектора
Ген α-амилазы был амплифицирован из вектора рTOP_Blunt_V2/AmyT5 (рисунок 3) с использованием ПЦР-праймеров: AmyT5fw (5’- CCGGAATTCCGGATGAAACAACAAAAACGGCTTTA-3’), и AmyT5rv (5’- TTTTCCTTTTGCGGCCGCTCTTTGAACATAAATTGAAACCG-3’) и клонирован в составе вектора pPICZαA по сайтам EcoRI/NotI. Лигазной смесью трансформировали компетентные клетки штамма Escherichia coli DH5α. Отбор клонов-трансформантов проводили на LB агаре с добавлением антибиотика зеоцина 100 мкг/мл. Наличие вставки гена amyT5 в трансформантах подтверждали ПЦР-скринингом и секвенированием с использованием праймеров AOXfw/rv (рисунок 5). Как следует из рисунка 4 положительными клонами на предмет содержания вставки являются клоны №№ 1-4,7, 10,11,14. В указанных клонах длина ПЦР продукта составляет порядка 2000 п.о., что соответствует протяженности amyT5 с AOX1 регионом (1980 п.о.)
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Рисунок 5 - ПЦР-скрининг колоний-трансформантов, содержащих вставку amyT5
Плазмидную ДНК клона №2 нарабатывали по протоколу MiniPrep и секвенировали по AOX1 региону на предмет отсутствия мутаций в виде вставок, делеций и замен. В результате был получен челночный вектор pPICZαA/AmyT5, в котором ген бактериальной α-амилазы несет с N-конца α-фактор сигнальный пептид из Saccharomyces cerevisiae для секреции в дрожжах P.pastoris.
3.4 Секреторная экспрессия гена α-амилазы в дрожжах
Были приготовлены компетентные клетки дрожжей Pichia pastoris (Приложение Б). Для трансформации дрожжевых клеток готовили соответствующую кассету, содержащую ген amyT5 в AOX1-регионе. Для этого плазмидный вектор pPICZαA/AmyT5 обрабатывали эндонуклеазой рестрикции PmeI в буфере 1XCutSmart для получения линеализированной ДНК. Линеализованный вектор был очищен методом фенол/хлороформной экстракции с последующим осаждением этанолом. Трансформацию проводили методом электропорации с помощью MicroPulser (Bio Rad, США) в ячейках (Eurogentec, Франция). После электропорации клетки разбавляли средой YEDS 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. 

Путем трансформации компетентных клеток X-33 и отбора зеоцинустойчивых клонов с подтвержденным ПЦР интегрированным геном amyT5 в хромосомную ДНК штамма X-33_pPICZαA/AmyT5 были получены клоны, которые с разной эффективностью продуцировали рекомбинантную амилазу AmyT5при добавлении 1% метанола в качестве единственного источника углерода. Культивирование рекомбинантного дрожжевого штамма-продуцента X-33_pPICZαA/AmyT5 проводили в течение 120 часов при температуре +30°C и 250 об/мин на следующих средах: YEPG в течение 24 часов, YEPM в течение 120 часов. Амилолитическая активность культуральной жидкости штамма X-33_pPICZαA/AmyT5 составила 36 Ед/мл.
Проверка стабильности интегрированной вставки amyT5 в геноме этого клона штамма X-33_pPICZα/AmyT5 показал, что после 10 пересевов на YEPD-агаре без добавления зеоцина штамм по-прежнему сохраняет α-амилазную активность.
3.5 Очистка α-амилазы из культуры дрожжей
Наработку дрожжевой культуры P.pastoris X-33_pPICZα/AmyT5 проводили в 1000 мл колбе. Культуру нарабатывали в шейкере-инкубаторе в течение 120 часов при 30°С и интенсивном встряхивании (250 об/мин). Ежедневно в культуру добавляли метанол в концентрации 1% от объема. Для удаления дрожжевой массы культуру X-33_pPICZα/AmyT5 центрифугировали при 10000×g, 4°C в течение 30 минут. Полученную надосадочную жидкость дополнительно фильтровали через 0,22 мкм. Очистку α-амилазы AmyT5 из культуральной жидкости штамма P.pastoris X-33_pPICZα/AmyT5 проводили путем высаливания белка с помощью сульфата аммония и гельфильтрации.
Рекомбинантную α-амилазу AmyT5 осаждали 60 % сульфатом аммония при 4°С в течение 16 ч. Далее, осадок собирали центрифугированием при 40000×g, 4°С в течение 60 минут. Осадок суспендировали в 4 мл буфера следующего состава: 0,2M фосфат натрия, 0,1М лимонная кислота (pH 6,0). Диализовали с использованием мембраны с порогом отсечения 10 кДа против этого же буфера в объеме 1000 мл на магнитной мешалке в холодильнике (при 4°С) в течение 16 часов, с заменой буфера на свежий через 8 часов. Диализованный образец наносили на 80 мл колонку с Sephadex G-100 с элюцией белка буфером: 0,2M фосфат натрия, 0,1М лимонная ксилота (pH 6,0). Элюат концентрировали вакуум выпариванием и анализировали ПААГ-ДСН.

На рисунке 6 приведены результаты по очистке rAmyT5 из супернатанта X-33_pPICZα/AmyT5. Если расчетная масса рекомбинантной α-амилазы AmyT5 составляет 68 кДа, то на рисунке видно, что масса белка rAmyT5 составляет не менее 66 кДа. Установленная разница в несколько кДа, по всей вероятности, связана с гликозилированием AmyT5 в дрожжах. Специфическая активность очищенной rAmyT5 в стандартных условиях (37°C, pH 6,5) составила 620 Ед/мг.
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1 – КЖ штамма P.pastoris X-33_pPICZα/AmyT5, 2- rAmyT5 после очистки на Sephadex G-100, 3 – фракция 1 после концентрирования, 3 – фракция 2 после концентрирования
Рисунок 6 - Результаты ПААГ-ДСН α-амилазы rAmyT5 после очистки
Обработка дегликазой EndoH очищенной rAmyT5 подтвердило, что белок rAmyT5 гликозилирован, что отражается в изменении молекулярной массы белка rAmyT5 до и после обработки EndoH (Рисунок 7). Масса изменилась приблизительно на  10 кДа.
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1- rAmyT5, 2- rAmyT5 после обработки EndoH M- маркер
Рисунок 7 – Результаты по дегликозилированию рекомбинантной α-амилазы rAmyT5
3.6 Определение активности α-амилазы в зависимости от рН, температуры, органических растворителей, ионов металлов
Проведена работа по влиянию различных значений рН и температуры на α-амилазную активность rAmyT5, полученной в P. pastoris. На рисунке 8 показаны результаты по относительной активности очищенной рекомбинантной α-амилазы rAmyT5 в зависимости от значения рН. Оптимум рН составляет 6.5. Высокую активность на уровне выше 90% сохраняет rAmyT5 в диапазоне рН 4,5-7,0. При увеличении pH активность снижается, также, как и при кислых значениях рН. При рН 2,5 и 11,5 активность α-амилазы rAmyT5 составляет 3,3% и 3,8%, соответственно.
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Рисунок 8 – Зависимость активности α-амилазы rAmyT5 от значений pH
Активность rAmyT5 при различных температурах показана на рисунке 9. Как следует из представленных данных α-амилолитическая активность rAmyT5 увеличивается с ростом температуры. Максимальную активность rAmyT5 имеет при 80°C. При 90°С rAmyT5 сохраняет 96% активности, а при 100°С rAmyT5 показывает 30% активности.
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Рисунок 9 – Зависимость активности α-амилазы rAmyT5 от температуры
Изучено влияние органических растворителей, ионов двухвалентных металлов, детергентов и химических веществ на активность α-амилазы rAmyT5. В таблице 3 показано влияние ионов металлов K1+, Co2+, Ni2+, Fe3+, Ca2+ (применялись хлориды соответствующих металлов) в концентрации 5 мМ на α-амилазную активность rAmyT5. В образцы α-амилазы вносили хлориды металлов и выдерживали при комнатной температуре. Активность определяли в стандартных условиях: +37°С и рН=6,5.

Таблица 2 – Влияние ионов металлов на α-амилазную активность рекомбинантной α-амилазы rAmyT5

	Ионы металлов
	Концентрация
	Остаточная активность, %

	K1+
	5 мМ
	94

	Cd2+
	5 мМ
	76

	Ni2+
	5 мМ
	81

	Ca2+
	5 мМ
	63

	Fe3+
	5 мМ
	28

	Контроль
	-
	100


Ионы калия K1+ практически не влияют на активность α-амилазы rAmyT5, в то время как ионы двухзарядных ионов Cd2+, Ni2+, Ca2+ на 19-37% снижают активность рекомбинантной α-амилазы rAmyT5. Сильным ингибирующим эффектом обладают трехзарядные ионы железа, после преинкубации с Fe3+ остаточная активность составила 28% (таблица 2). 
Была проведена работа по изучению устойчивости α-амилазы rAmyT5 к органическим растворителям: ацетон, метанол, изопропанол, этанол в конечной концентрации 30% и бутанол 5%, так как предельная растворимость бутанола в воде не более 7%. Фермент rAmyT5 добавляли к вышеуказанным растворителям и инкубировали при комнатной температуре в течение 90 минут. Далее, проводили измерение остаточной активности при стандартных условиях. В качестве контроля использовался фермент, который инкубировался без добавления какого-либо растворителя. В таблице 3 приведены результаты по влиянию органических растворителей на активность фермента.

Таблица 3 - Влияние органических растворителей на α-амилазную активность рекомбинантной α-амилазы rAmyT5
	Растворители
	Концентрация, %
	Остаточная активность, %

	Ацетон
	30
	99,5

	Метанол
	30
	94,5

	Изопропанол
	30
	85,2

	Этанол
	30
	98,8

	Бутанол
	5
	10,7

	Контроль
	-
	100


Как следует из табличных данных ацетон, метанол и этанол в концентрации 30% не влияют на активность рекомбинантной α-амилазы rAmyT5. Изопропанол на 15% снижает активность α-амилазы rAmyT5, а бутанол в 5% концентрации более чем на 90% снижает активность рекомбинантной α-амилазы rAmyT5, что свидетельствует об его сильных ингибирующих свойствах для данного фермента.
3.7 Определение температурной и рН стабильности α-амилазы и расчет кинетических параметров
Температурная стабильность исследовалась путем преинкубации α-амилазы rAmyT5 при 80°С и 90°С в течение 120 мин. Амилаза rAmyT5, полученная в дрожжах показывает высокую термостабильность. Так rAmyT5 сохраняет 74% активности после преинкубации при 80°С в течение 30 минут (рисунок 10). Через 60 минут преинкубации rAmyT5 сохраняет 58%. После 120 минут преинкубации при 80°С активность rAmyT5 составляет 35%.  Преинкубация при 90°С в течение 30 минут полностью инактивирует фермент rAmyT5.
Амилаза rAmyT5 демонстрирует высокую рН стабильность в широком диапазоне (рисунок 11). При инкубации фермента в буферах с рН 2-11 в течение 30 минут при температуре 22-23°С α-амилаза активность на уровне 60-100%. При инкубации фермента в течение 60 минут α-амилаза сохраняет активность выше 50%.
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Рисунок 10 – Результаты по температурной стабильности α-амилазы rAmyT5 
после преинкубации при 80°С и 90° в течение 120 минут

Были произведены расчеты константы Михаэлиса Km, значения максимальной скорости ферментативной реакции Vmax, число оборотов Kcat, определяющее максимальное количество субстрата (крахмал), которое α-амилаза может гидролизовать в единицу времени и отношение Kcat/Km, которое определяет каталитическую эффективность α-амилазы. В качестве субстрата использовался растворимый картофельный крахмал. Значение Km для rAmyT5 составило 1,31 мг/мл, Vmax показало 222,8 ед/мг, значение Kcat составило 76,3 с-1 и Kcat/Km для rAmyT5 составило 58,24 мг*мл-1*с-1. Удельная активность рекомбинантной α-амилазы rAmyТ5 в оптимальных условиях (80°С, рН 6,5) составляет 740 Ед/мг;
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Рисунок 11 – Результаты по рН стабильности α-амилазы rAmyT5
Таким образом, результаты по изучению температурной и рН стабильности показывают, что α-амилаза rAmyT5 является термостабильным и устойчивым к кислым, нейтральным и щелочным значениям рН ферментом.
3.8 Культивирование дрожжевого штамма-продуцента α-амилазы в условиях глубинной ферментации
Для культивирования штамма-продуцента X-33_pPICZα/AmyT5 в условиях глубинной ферментации использовали 10-литровый ферментер (Biostat, Sartorius). На первом этапе получали накопительную культуру, для этого отдельную колонию инокулировали в 5 мл бульона YEPD и выращивали в шейкере-инкубаторе при 28 °C и встряхивании 250 об/мин. Через 24 ч культуру переносили в 30 мл YEPD-бульона и выращивали в тех же условиях в течение следующих 24 ч. Далее, культуру инокулировали в 300 мл среды YEPG (1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 1% глицерин) и растили при тех же условиях в следующие сутки. Далее, культуру инокулировали в 1 л среды YEPG и растили при таких же условиях еще одни сутки. После 24 ч культивирования клеточную массу собирали центрифугированием при 3000×g, в течение 5 минут. Клетки переносили в 5 л среды стерильной среды YEPM с добавлением 1 %-го метанола и осуществляли культивирование в 10 л биореактор. использовали следующие условия: температура культивирования 30 °С, подача стерильного воздуха 2-4 л/мин, перемешивание 300-400 об/мин, рН среды 6,0. Подпитку 1%-ым метанолом осуществляли каждые 24 часа. Общее время культивирования составило 120 часов. Количество клеток оценивали гравиметрическим способом, путем центрифугирования при 10000×g, в течение 10 мин, с последующим взвешиванием осадка. Выход мокрых клеток составил 45,1 грамм с 1 литра культуры после 120 часов культивирования. Надосадочная жидкость в конце ферментации содержал активность 58 Ед/мл. Общий выход рекомбинантного фермента составил 2146 единиц на 1 грамм мокрой биомассы массы. Результаты показывают, что экспрессия α-амилазы rAmyT5 в P. pastoris под контролем индуцируемого метанолом промотора является очень эффективной.
Таким образом все запланированные работы по проекту выполнены в полном объеме. По результатам проведенной работы 1 статья подана в печать в журнале «Sustainable Environment Research» (CiteScore - 10.0, Процентитиль - 93, Impact Factor - 4.98, Квартиль – Q2). К публикации готовится еще одна статья – «Cloning, expression and purification of recombinant α-amylase from Bacillus licheniformis T5».
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:
- из почвы выделены и идентифицированы штаммы Bacillus sp.А5.3, Bacillus sp.А5.5, Bacillus sp.А7.1, Bacillus sp.А11.2, Bacillus sp.T5, которые были исследованы на α-амилазную активность;
- с использованием белковой масс-спектрометрии и протеомики в секреторной протеоме штамма Bacillus sp.T5 идентифицирована α-амилаза 58,4 кДа;

- из геномной ДНК штаммов Bacillus sp.А5.3 и Bacillus sp.T5 выделены, клонированы и секвенированы гены α-амилаз amyA5.3 и amyТ5, протяженностью 1980 п.о. и 1539 п.о., соответственно.

- нуклеотидная последовательность генов amyA5.3 и amyТ5 из штаммов Bacillus sp.А5.3 и Bacillus sp.T5 депонированы в базе данных GenBank за номерами MW276066 и submission ID 2512515, соответственно;
- на основании данных по нуклеотидной последовательности генов amyA5.3 и amyТ5, филогенетического анализа и данных масс-спектрометрического анализа штаммы отнесены к Bacillus sp.А5.3 и Bacillus sp.T5 к Bacillus velesensis и Bacillus lichenifromis, соответственно;
- ген α-амилазы amyТ5 из штамма Bacillus lichenifromis T5 успешно клонирован и экспрессирован в дрожжах Pichia pastoris X-33;
- сочетанием N-дегликозилирования и вестерн-блотинга с использованием поликлональных анти-rAmyТ5 антител показано, что дрожжевой штамм P.pastoris X-33_pPICZα/AmyТ5 секретирует гликозилированную α-амилазу с молекулярной массой 68 кДа и активностью 36 Ед/мл;
- определен рН и температурный оптимум для гликозилированной α-амилазы rAmyТ5, который составляет 6,5 и 80°С, соответственно;
- установлено, что гликозилированная α-амилаза rAmyТ5 активна при высоких значения температур, так при 90°С rAmyT5 сохраняет 96% активности, а при 100°С rAmyT5 показывает 30% активности. Фермент rAmyТ5 термостабилен -  α-амилаза сохраняет 74% активности после преинкубации при 80°С в течение 30 минут. Через 60 минут преинкубации rAmyT5 сохраняет 58%;
- амилаза rAmyT5 демонстрирует высокую рН стабильность в широком диапазоне. При инкубации фермента в буферах с рН 2-11 в течение 30 минут при температуре 22-23°С α-амилаза активность на уровне 60-100%. При инкубации фермента в течение 60 минут α-амилаза сохраняет активность выше 50%;

- ионы калия K1+ практически не влияют на активность α-амилазы rAmyT5, в то время как ионы двухзарядных ионов Cd2+, Ni2+, Ca2+ на 19-37% снижают активность рекомбинантной α-амилазы rAmyT5. После преинкубации с Fe3+ остаточная активность составила 28%. Ацетон, метанол и этанол в концентрации 30% не влияют на активность рекомбинантной α-амилазы rAmyT5. Изопропанол на 15% снижает активность α-амилазы rAmyT5, а бутанол в 5% концентрации более чем на 90% снижает активность рекомбинантной α-амилазы rAmyT5;
- установлены кинетические параметры для рекомбинантной α-амилазы rAmyТ5: Km, Vmax, Kcat и Kcat/Km, которые составили 1,31 мг/мл, 222,8 Ед/мг, 76,3 с-1  с-1 и 58,24 мг*мл-1*с-1, соответственно. Удельная активность рекомбинантной α-амилазы rAmyТ5 в оптимальных условиях составляет 740 Ед/мг;
- ферментация дрожжевого штамма-продуцента P.pastoris X-33_pPICZα/AmyТ5 в биоректоре показала, пригодность штамма для использования в промышленных условиях.   Выход мокрых клеток составил 45,1 грамм с 1 литра культуры после 120 часов культивирования. Общий выход рекомбинантного фермента составил 2146 единиц на 1 грамм мокрой биомассы, что свидетельствуют о высокой эффективности процесса.
Таким образом, все поставленные задачи проекта выполнены в полном объеме: получена гликозилированная бактериальная α-амилаза AmyТ5 в дрожжах, изучены ее биохимические свойства, методом глубинной ферментации дрожжевой штамм-продуцент α-амилаза культивирован в биореакторе. Подана к печати 1 статья в журнале «Sustainable Environment Research» (CiteScore - 10.0, Процентитиль - 93, Impact Factor - 4.98, Квартиль – Q2).
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1. PI'TI na IIXB «Hamuonaasuelii nenrp 6uorexnosornm» KH MOH PK

1.1 ITo npuopurety: Hayka 0 )H3HH H 310pOBBE

1.2 Tlo mnommpuoputery: Pa3BuTHe OTeyecTBeHHOM (apMaleBTHYECKOH HAyKH H
MPOMBIILIEHHOH OHOTEXHOIOTHH.

1.3 Tlo teme npoekrta: UPH AP09563186 «KnonumpoBanue, sKCHpeccus rena, O4MCTKa U
H3ydeHne GHOXMMHYECKHMX CBOWCTB (-aMHJIa3hkl U3 KaszaxcraHckoro mramma Bacillus licheniformis
T5» . L
1.4 O6mas cymma mpoekta Ha 2021 rox 7997 932,20 (Cemb MMIUIMOHOB JEBATHCOT
JIEBSHOCTO CEeMb ThICAY AEBATHLCOT TpWjalATh JBa) TeHre 20 THUBIH ISl BBITONHEHHS paboT
COTJIACHO MYHKTY 3.

2. XapaKTepHCTHKA HAYYHO-TEXHHYECKOH MPOYKIHH 110 KBAJTHPHKANHOHHBIM
NPH3HAKAM H JKOHOMHYECKHE M0Ka3aTe/IH

2.1 HampaBnenwe  paborel:  TexHOJOrHS  IIOJYYEHHs  LITAMMOB-IIPOJYLEHTOB
OuonpenaparoB, (epMeHTOB, O€JKOB H aMHHOKHCIOT JUIi CEJbCKOIrO XO3fAHCTBa, MHIIEBOH H
nepepabaThIBarOIIECH TPOMBIIUIEHHOCTH.

2.2 O6acTh MPUMEHEHHUS: OHOTEXHOJIOTHS

2.3 Koneunsrii pesynsrar 3a 2021 rox:

Byzer mnonyueHa TepmocralHibHas ¢-aMuia3a M3 KaszaxcraHckoro mramma Bacillus
licheniformis TS5, ompejeneHsl ee OMOXHMMHYECKHE XapaKTepHCTHKH, TeMmmeparypHble ¥ pH
nokasareiay cTabuIbHOCTH epMeHTa, H3y4YeHO BIHSHHE WHIHOMTOPOB HAa aKTUBHOCThH (DepMEHTa,
OLIEHEHA BO3MOYKHOCTh KYJIBTHBHPOBAHMs INTaMMa-TIPOJyLEHTa B YCJIOBHAX [JIyOHHHOH
(depmentaunn B Guopeakropax. [lo pesynpraram mpoekrta 1(oana) craTtes OyneT omyOiMKoBaHa,
IpPUHATA B [EYaTH MM M0JaHa B pelieH3upyeMoe Hay4yHoe u3jaHue, Bxojsmee B Science Citation
Index Expanded umu Social Citation Index B 6aze Web of Science u (u1m) umeroniee npoUeHTHIIb
no CiteScore B 6a3ze Scopus He MeHee 35 (TpUALATH IATH).

[TpeamonoxurenbHble Hay4yHble u3ganus: Microbial Biotechnology (ITpouentun 86),
Enzyme and Microbial Technology (Ilpouentuns 82), Applied Biochemistry and Biotechnology
(IMpouenTuns 64), Journal of Biological Chemistry (ITpouentuns 84), PlosOne (ITpouentuis 91),
Applied Microbiology and Biotechnology (Ilponentuns 82), Journal of Biotechnology
(ITpouientunp 74), WM aHAJIOTHYHBIE 10 MPOQGHIIIO HAYUHBIE H3AAHUS.

2.4 [lateHTOCNIOCOOHOCTD: HET

2.5 Hayuno-texHu4yeckuii ypoBeHb (HOBH3HA): Oyxer TOdy4eHa U M3y4eHa
TepMocTabuiIbHAs (-aMHJIa3a U3 KasaxcTaHckoro mramma B.licheniformis TS.

2.6 Ucnonp3oBaHue Hay4yHO-TEXHHYECKOW IPOAYKIMU OCYIIECTBISACTCSA: 3aKa3uUMKOM U
Ucnonuutenem

2.7 Buj UCIosib30BaHUs pe3yjIbTaTa Hay4YHOH M (MJIM) HAYYHO-TEXHHYECKOMN JIeATeIbHOCTH:

oTueT, nyoauKanus

3. HaumeHoBanue padboT, CPOKH HX pPeajH3alHH H Pe3yJbTAThI
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
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

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

	YEPG
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 1% глицерина

	YEPM
	1% дрожжевой экстракт, 2% пептон, 1% метанола


ПРИЛОЖЕНИЕ В
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 MnCl24·H2O, 250 мМ KCl, рН 6,7). К суспендированной культуре в объеме 7,44 мл добавляли 0,56 мл диметилсульфоксида, аликвотировали по 50 мкл в пробирках 1,5 мл и замораживали на жидком азоте. Пробирки с хемокомпетентными клетками хранили при температуре -80°C.
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 X33 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. Cуспендировали клеточный осадок в 0,5 мл охлажденного 1 М сорбитола. Клетки аликвотировали по 50 мкл и хранили при -80°С.

Трансформация 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.

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. 
ПРИЛОЖЕНИЕ Г
Нуклеотидная и аминокислотная последовательности гена 

α-амилазы AmyA5.3
atgtttaaaaaacgattcaaaacctctttactgccgttattcgccggatttttattgctgtttcatttggttttgtcaggcccggcgggtgcaaacgctgaaactgcaaacaaatcgaatgaggtgaccgattcatcggtcaaaaacgggaccatccttcatgcatggaattggtcattcaatacgttaacacaaaatatgaaagagattcgtgatgcgggttatgcagccattcagacgtctccgattaaccaagtaaaggaagggaaccaaggagataaaagcatgtcgaactggtactggctctatcagccgacatcgtaccaaatcggcaaccgttacttaggcactgaacaagaatttaaggacatgtgtgcagccgcggaaaagtatggcgtaaaagtcattgtcgatgcggttgtcaatcataccaccagcgattatggcgcgatttctgatgagattaagcgtattccaaactggacccatggaaacacacaaattaaaaattggtcggaccgatgggacatcactcaaaatgcattgcttgggctgtatgattggaatactcagaatactgaggtgcaagcctacctgaaaggtttcttggaaagagcattgaatgacggagcagacgggttccgctatgatgccgccaagcatatagagcttccggatgatgggaattacggcagccaattttggccgaatatcacaaatacatcggcggagttccaatacggagaaatcctgcaagacagcgcgtccagagatactgcttatgcgaattatatgaatgtgacggcttctaactatgggcattccatcagatccgctttaaagaatcgtaatctgagtgtgtcgaatatctcccattatgcatctgatgtgtctgcggacaagttagtcacatgggtggaatcacatgatacgtatgccaatgatgatgaagagtccacatggatgagtgatgacgatattcgtttaggctgggcagtgattggttcccgctcaggaagcacgcctcttttcttttccagacctgagggcggaggaaatggtgtaagatttcccggaaaaagtcaaataggagatcgcgggagcgccttatttaaagaccaggcgatcactgcggtcaatcaatttcacaatgaaatggccgggcagcctgaggaactctcaaatccgaatggcaacaatcaaatatttatgaatcagcgcggctcaaaaggcgttgtgctggcaaatgcaggatcgtcttctgtcaccatcaatacttcaacgaaattacctgacggcaggtatgataatagggccggcgccggttcatttcaagtagcgaacggcaaactgacaggtacgatcaatgccagatccgcggctgttctttgtcctgatgatattggaaatgcgcctcatgtctttcttgagaattaccaaacagaggcagtccattctttcaatgatcagctgacggtcaccctgcgtgcaaatgcgaaaacaacaaaagccgtttaccaaatcaataatgggcagcagacagcatttaaggatggagaccgattaacgatcgggaaagaagatccaatcggcacgacatacaacgtcaagttaaccggaacgaacggcgagggtgcatcgagaacccaagaatacacgtttgtcaaaaaagacccgtcccaaaccaacatcattggctatcaaaatccggatcattggggcaatgtaaatgcttatatttacaaacatgatggaggcggggccatagaattaaccggatcgtggccggggaaagccatgactaagaatgcagatggaatttacacactgacgctgcctgcgaatgcggatacggccgacgccaaagtgatttttaacaatggcagcgcccaagtgcccggacagaaccatcccggctttgattatgtgcagaatggtttatataacaactctggtttgaatggttatcttccgcattaa
MFKKRFKTSLLPLFAGFLLLFHLVLSGPAGANAETANKSNEVTDSSVKNGTILHAWNWSFNTLTQNMKEIRDAGYAAIQTSPINQVKEGNQGDKSMSNWYWLYQPTSYQIGNRYLGTEQEFKDMCAAAEKYGVKVIVDAVVNHTTSDYGAISDEIKRIPNWTHGNTQIKNWSDRWDITQNALLGLYDWNTQNTEVQAYLKGFLERALNDGADGFRYDAAKHIELPDDGNYGSQFWPNITNTSAEFQYGEILQDSASRDTAYANYMNVTASNYGHSIRSALKNRNLSVSNISHYASDVSADKLVTWVESHDTYANDDEESTWMSDDDIRLGWAVIGSRSGSTPLFFSRPEGGGNGVRFPGKSQIGDRGSALFKDQAITAVNQFHNEMAGQPEELSNPNGNNQIFMNQRGSKGVVLANAGSSSVTINTSTKLPDGRYDNRAGAGSFQVANGKLTGTINARSAAVLCPDDIGNAPHVFLENYQTEAVHSFNDQLTVTLRANAKTTKAVYQINNGQQTAFKDGDRLTIGKEDPIGTTYNVKLTGTNGEGASRTQEYTFVKKDPSQTNIIGYQNPDHWGNVNAYIYKHDGGGAIELTGSWPGKAMTKNADGIYTLTLPANADTADAKVIFNNGSAQVPGQNHPGFDYVQNGLYNNSGLNGYLPH
ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Нуклеотидная и аминокислотная последовательности гена 

α-амилазы AmyT5
atgaaacaacaaaaacggctttacgcccgattgctgacgctgttatttgcgctcatcttcttgctgcctcattctgcagcagcggcggcaaatcttaatgggacgctgatgcagtattttgaatggtacatgcccaatgacggccaacattggaagcgcttacaaaacgactcggcatatttggctgaacacggtattactgccgtctggattcccccggcatataagggaacgagccaagcggatgtgggctacggtgcttacgacctttatgatttaggggagtttcatcaaaaagggacggttcggacaaagtacggcacaaaaggagagctgcaatctgcgatcaaaagtcttcattcccgcgacattaacgtttacggggatgtggtcatcaaccacaaaggcggcgctgatgcgaccgaagatgtaaccgcggttgaagtcgatcccgctgaccgcaaccgcgtaatttcaggagaacacctaattaaagcctggacacattttcattttccggggcgcggcagcacatacagcgattttaaatggcattggtaccattttgacggaaccgattgggacgagtcccgaaagctgaaccgcatctataagtttcaaggaaaggcttgggattgggaagtttccaatgaaaacggcaactatgattatttgatgtatgccgacatcgattatgaccatcctgatgtcgcagcagaaattaagagatggggcacttggtatgccaatgaactgcaattggacggtttccgtcttgatgctgtcaaacacattaaattttcttttttgcgggattgggttaatcatgtcagggaaaaaacggggaaggaaatgtttacggtagctgaatattggcagaatgacttgggcgcgctggaaaactatttgaacaaaacaaattttaatcattcagtgtttgacgtgccgcttcattatcagttccatgctgcatcgacacagggaggcggctatgatatgaggaaattgctgaacagtacggtcgtttccaagcatccgttgaaagcggttacatttgtcgataaccatgatacacagccggggcaatcgcttgagtcgactgtccaaacatggtttaagccgcttgcttacgcttttattctcacaagggaatctggataccctcaggttttctacggggatatgtacgggacgaaaggagactcccagcgcgaaattcctgccttgaaacacaaaattgaaccgatcttaaaagcgagaaaacagtatgcgtacggagcacagcatgattatttcgaccaccatgacattgtcggctggacaagggaaggcgacagctcggttgcaaattcaggtttggcggcattaataacagacggacccggtggggcaaagcgaatgtatgtcggccggcaaaacgccggtgagacatggcatgacattaccggaaaccgttcggagccggttgtcatcaattcggaaggctggggagagtttcacgtaaacggcgggtcggtttcaatttatgttcaaagataa
MKQQKRLYARLLTLLFALIFLLPHSAAAAANLNGTLMQYFEWYMPNDGQHWKRLQNDSAYLAEHGITAVWIPPAYKGTSQADVGYGAYDLYDLGEFHQKGTVRTKYGTKGELQSAIKSLHSRDINVYGDVVINHKGGADATEDVTAVEVDPADRNRVISGEHLIKAWTHFHFPGRGSTYSDFKWHWYHFDGTDWDESRKLNRIYKFQGKAWDWEVSNENGNYDYLMYADIDYDHPDVAAEIKRWGTWYANELQLDGFRLDAVKHIKFSFLRDWVNHVREKTGKEMFTVAEYWQNDLGALENYLNKTNFNHSVFDVPLHYQFHAASTQGGGYDMRKLLNSTVVSKHPLKAVTFVDNHDTQPGQSLESTVQTWFKPLAYAFILTRESGYPQVFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIEPILKARKQYAYGAQHDYFDHHDIVGWTREGDSSVANSGLAALITDGPGGAKRMYVGRQNAGETWHDITGNRSEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIYVQR

ПРИЛОЖЕНИЕ Е
Список поданных к публикации работ
1 Aktayeva S., Baltin K., Kiribayeva A., Akishev Zh., Silayev D., Ramankulov Ye., Khassenov B. Isolation of a new strain, Bacillus sp. A5.3, with keratinolytic activity // Sustainable Environment Research (CiteScore - 10.0, Процентитиль - 93, Impact Factor - 4.98, Квартиль – Q2). – Подана к публикации 
ПРИЛОЖЕНИЕ Ж
Оттиски публикаций
[image: image22.jpg]Confirmation of revised submission to Sustainable Environment Research - SERE-D-21-00426R1 -

(@) e St B St O

SERED21.00428R1
Isciaton of  ew stan, Bacis sp. A3, wihkeratnltc ey

Saniya Atayeua Kl Baltin; Al Kifbayeva; Ziger Akshev; Dy Siayev; Yan Ramankor;Bekboat Knassenow
Sustanabie Envionment Researeh

DearOn. Knsserar;

Thar you o th evised version of yourmanuscpt 1aton o  new stan, Baclus sp. AS3, Wi Keratinoyc 3ty submiied o Susainabie
Enveonment Researcn

You maycheck th sats ofyourmanuscrpta any e by ccessing th folowing webste
s toriimanages consee!

you have frgoten your usermame o password plase use e “Sen Logn Detals” ik gt your oginformatin. Fo securty reasos, your
password wil e eset.

We o youof he Eatoscecsion 2 soon 25 possile.

Bestwies,
Ectoral Ofce

‘Sustainabio Envanment Research
g satorgimanages convsere!




43

