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НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ

В настоящей диссертации использованы ссылки на следующие стандарты:
ГОСТ 1770-74 – Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия.
ГОСТ 20730-75 – Питательная среда
ГОСТ 28085-89 – Препараты биологические. Метод бактериологического контроля стерильности.
ГОСТ 6038-79 – Сахара
ГОСТ 6709-72 – Вода дистиллированная. Технические условия.
ГОСТ 17206-96 – Агар микробиологический. Технические условия.
ГОСТ 29230-91 – (ИСО 835-4-81) – Посуда лабораторная стеклянная. Пипетки градуированные.
ГОСТ 7.32-2017 - Структура и правила оформления НИР (техническое оформление диссертации).
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В настоящей диссертации применяются следующие термины с соответствующими определениями:
Гидролазы – ферменты, осуществляющие разрыв внутримолекулярных связей в субстрате путем присоединения молекул воды.
Крахмал – сложный углеводный полимер, состоит из амилозы и амилопектина, содержащий α-1,4- и α-1,6-связанные глюкозные звенья.
Гемицеллюлоза – низкомолекулярный полисахарид, связанный в клеточных стенках растений с целлюлозой и лигнином, составляет 20-35% всей лигноцеллюлозной биомассы. 
Ксилан – основной компонент гемицеллюлозы, состоит из субъединиц β-(1,4)-D-ксилозы, замещенные преимущественно α-L-арабинозильными и α-D-глюкуронозильными звеньями.
[bookmark: OLE_LINK2]Амилоза – линейный полисахарид, состоящий из остатков D- глюкозы, связанных α-1,4-гликозидными связями.
Амилопектин – разветвленный полисахарид на основе D - глюкозы, содержащий α-1,4 в линейной цепи и α-1,6-гликозидные связи в точках ветвления.
Альфа-амилаза – фермент, который катализирует гидролиз внутренних α-1,4-гликозидных связей в крахмале, превращая крахмал в декстрины и олигосахариды.
Ксиланаза – фермент, осуществляющий гидролиз гемицеллюлозы до образования ксилоолигосахаридов: ксилоза, ксилобиоза, ксилотриоза, ксилотетраоза.
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		CBM
	· модуль связывания углеводов (carbohydrate binding module)

	SBD
	· крахмально-связывающие домены (starch binding domain)

	CAZy
	· Carbohydrate-Active enZYmes

	GH
	· Glycoside Hydrolase

	EDTA
	· этилендиаминтетрауксусная кислота

	EGTA
	· эгтазиновая кислота

	PMSF
	· фенилметансульфонил фторид

	SH
	· сульфгидрильная группа

	ДТТ
	· дитиотреитол

	AX
	· арабиноксилан

	ГК
	· глюкуроноксилан

	MGX
	· 4-O-метилглюкуроноксилан

	ГМ
	· глюкоманнан

	КГ
	· ксилоглюкан

	ГГМ
	· галактоглюкоманнан

	АГК
	· арабиноглюкуроноксилан

	АГ
	· арабиногалактан

	SDS
	· додецилсульфат натрия (ДСН)

	DNS
	· динитросалициловая кислота

	ПААГ
	· полиакриламидный гель

	ПЦР
	· полимеразная цепная реакция

	PBS
	· фосфатно-солевой буфер

	ТСХ
	· тонкослойная хроматография

	СЭМ
	· сканирующая электронная микроскопия

	МС
	· масс-спектрометрия
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Общая характеристика работы
Диссертационная работа посвящена получению и изучению термостабильных бактериальных гидролитических ферментов: альфа-амилаза из штамма Bacillus licheniformis T5 и ксиланаза из штамма Bacillus sonorensis T6, изучению влияния гликозилирования на биохимические свойства альфа-амилазы и ксиланазы.
Актуальность темы
Ферменты являются высокоэффективными природными биокатализаторами, обладают рядом преимуществ, таких как активность в широком диапазоне реакционных условий, и высокая селективность в отношении субстрата и продуктов, низкая экологическая и физиологическая токсичность. Рынок индустриально значимых ферментов, используемых в различных областях человеческой деятельности динамично растет.  Ферменты, используемые в таких отраслях технической индустрии, как производство бумаги, текстиля, биотоплива и кожи, имеют большой потенциал для совершенствования и применения биокаталитических процессов в крупномасштабном индустриальном производстве [1, 2]. 
Углеводные полимеры составляют значимую часть в общей биомассе, и обладают либо питательной ценностью как крахмал, или механической прочностью как целлюлоза и гемицеллюлоза. В природе гетерогенная совокупность различных полисахаридов в биомассе образует плотные микрофибриллы, плохо поддающиеся ферментативному расщеплению. Упаковка определенных различных полисахаридов имеет такую структуру, что один тип нельзя разрушить без предварительной деградации другого. Например, семена, в которых крахмал окружен слоями других полисахаридов, таких как целлюлоза и пектин, имеет плотную структуру и защищен от воздействия ферментов желудочно-кишечного тракта животных [3]. Особенности в химическом строении полисахаридов ограничивают возможности гидролизующих ферментов, что проявляется в избирательном действии большинства карбогидраз на углеводный субстрат. Поэтому для гидролиза многокомпонентных углеводов, таких как лигнин необходимо использовать несколько монофункциональных ферментов. В частности, для деградации лигноцеллюлозной биомассы используются такие гликозидгидролазы как эндоглюканазы, экзоглюканазы, β-глюкозидазы и ксиланазы [2, р. 1099-1115].
В связи с сокращением ископаемых источников углеводов и энергии и увеличивающейся потребности в энергетических, химических ресурсах и продуктах питания в настоящее время большое значение приобретает использование биомассы в качестве возобновляемого источника. А это, в свою очередь, вызывает потребность в эффективных ферментах для биоконверсии биомассы [4]. 
Амилазы являются известными ферментами, гидролизующими крахмал. Высокая эффективность амилолитических ферментов позволяет им конкурировать в промышленности с технологией химического гидролиза крахмала. Высокая потребность в α-амилазе привела к тому, что 30% всего рынка ферментов составляют α-амилазы. α-амилазы расщепляют α-(1,4)-D-глюкозидную связь в крахмале и других родственных полисахаридах с образованием простых сахаров: глюкозы и  мальтозы [5]. Крахмал состоит из двух полимеров, а именно неразветвленной амилозы (состоящей из α-1,4-D-глюкозидных связей) и разветвленного амилопектина (содержащие α-1,4-D-глюкозидные связи и α-1,6-D-глюкозидные связи). α-амилазы способны расщеплять только α-1,4-D-глюкозидные связи молекул крахмала. Источником промышленно-ценных α-амилаз являются бактериальные и грибные штаммы-продуценты [6, 7]. Основными преимуществами микробных α-амилаз является дешевизна их производства, возможность улучшения их свойств путем молекулярной инженерии на генетическом и белковом уровне и уникальные биохимические свойства [8-10]. В промышленных процессах α-амилазы применяют в производстве сахара, для разжижения и желатинизации крахмала, производстве биотоплива, в фармацевтике, в аналитической химии, в текстильной, бумажной и химической промышленности [6, р. 98-105; 11-13].
Продукты глубокой переработки, в том числе биотопливо в настоящее время получают из лигноцеллюлозной биомассы с применением микробной ферментации. Лигноцеллюлозная биомасса (пшеничные отруби, рисовые отруби, жмых сахарного тростника, кукурузные початки) может быть переработана, так как является субстратом для производства ксилозы, ксилита и  ксилоолигосахаридов, которые востребованы в кормопроизводстве [14]. 
Ксилан в качестве основного компонента гемицеллюлозы формирует клеточную стенку растений, встречается в составе как лиственных, так и хвойных растений. Ксиланазы являются группой гидролитических ферментов, расщепляющих β-1,4 гликозидный остов ксилана с образованием ксилоолигосахаридов: ксилозы и ксилобиозы [15]. Ксиланазы отличаются по своему действию, специфичности субстрата, биохимическим свойствам, трехмерной структуре и продуцируются различными организмами, включая микроорганизмы (бактерии, грибы, актиномицеты, дрожжи), простейшими, членистоногими, молюсками [16]. 
Для использования в индустриальных процессах востребованы ксиланазы микробного происхождения, которые обладают рядом биотехнологических свойств и применяются для осветления соков и пива, производства хлебобулочных изделий, отбеливания крафт-целлюлозы, рафинирования растительных волокон, переработки табака, извлечения растительных масел, восстановления текстильных волокон, биоконверсии сельскохозяйственных отходов и производства биотоплива [17, 18]. Известно, что использование ксиланаз совместно с целлюлазами и фитазами повышает производительность и питательную ценность кормов для животных [19]. В процессе производства хлеба, ксиланаза наряду с глюкозооксидазой, α-амилазой и солодовой амилазой расщепляет гемицеллюлозы в пшеничной муке, разрыхляет тесто, увеличивает объем хлеба, делая хлеб мягче [20].
При переработке растительного материала образуется большое количество отходов, в том числе лигноцеллюлозных. Проводимые в последнее время исследования были направлены на изучение механизма действия гидролитических ферментов с образованием олигосахаридов. 
Новизна темы
Научная новизна работы состоит в том, что выделены и изучены α-амилаза и ксиланаза из казахстанских штаммов Bacillus licheniformis T5 и Bacillus sonorensis T6, соответственно. Ксиланаза из штамма Bacillus sonorensis T6 была охарактеризована впервые. 
Впервые было показано влияние гликозилирования на биохимические свойства α-амилазы и ксиланазы: 
– смещение температурного оптимума α-амилазы  и ксиланазы на 8-10°C;
– снижение температурной стабильности α-амилазы при 80°С;
– увеличение температурной стабильности ксиланазы при 55°С;
– увеличение чувствительности α-амилазы и ксиланазы к ионам металлов: в присутствии ионов Co2+ активность фермента увеличивается на 36%, ионы Fe3+ полностью ингибируют амилазную активность, ионы Mg2+ увеличивают активность ксиланазы на 16%;
– уменьшение ферментативной активности α-амилазы и ксиланазы.
Цель и задачи исследования
Целью исследования является молекулярное клонирование, экспрессия генов термостабильных бактериальных α-амилазы и ксиланазы, и изучение их биохимических свойств.
В соответствии с поставленной целью для ее решения были поставлены следующие задачи:
1. Поиск и выделение амилолитических и ксиланолитических бактериальных штаммов.
2. Клонировать гены, кодирующие ферменты α-амилазу и ксиланазу, гидролизующие полисахариды крахмал и ксилан, соответственно.
3. Экспрессировать соответствующие гены в гетерологичных условиях и получить рекомбинантные ферменты α-амилазу и ксиланазу.
4. Изучить биохимические свойства ферментов: определить температурный и pH оптимум, температурную и pH стабильность, определить влияние ионов металлов, детергентов, органических растворителей на специфическую активность α-амилазы и ксиланазы.
5. Изучить субстратную специфичность ферментов, определить кинетические параметры (Vmax, Km, kcat) и идентифицировать продукты ферментативного гидролиза ксилана и крахмала.
6. Изучить влияние гликозилирования на биохимические свойства  α-амилазы и ксиланазы.
Практическая значимость – выделенные и изученные α-амилазу и ксиланазу можно использовать в ферментативном гидролизе крахмал и ксилан содержащего сырья, проводить осахаривание растительной биомассы, применять в качестве кормовых ферментов для сельскохозяйственных животных.
Объекты исследования. В качестве объектов исследования были использованы штаммы Bacillus licheniformis T5 и Bacillus sonorensis T6, выделенные из образцов почвы Казахстана.
Предмет исследования. Предметом исследования являлись гидролитические ферменты α-амилаза и ксиланаза.
Методы исследования. В работе были использованы микробиологические, молекулярно-генетические (ПЦР, секвенирование) биохимические методы исследования (электрофорез белков, определение ферментативной активности, определение концентрации белка, зимография), белковая хромато-масс-спектрометрия и протеомика, генетическая инженерия (рестрикция, лигирование, трансформация клеток), молекулярная биотехнология (экспрессия генов в гетерологичном окружении), сканирующая электронная микроскопия, препаративная жидкостная и тонкослойная хроматография.
Основные положения, выносимые на защиту
– из почвы Казахстана выделены и идентифицированы бактериальные штаммы Bacillus licheniformis T5 и Bacillus sonorensis T6;
– путем клонирования были выделены и секвенированы гены α-амилазы и ксиланазы из геномной ДНК штаммов Bacillus licheniformis T5 и Bacillus sonorensis T6;
– рекомбинантные α-амилаза и ксиланаза были получены в клетках бактерий Escherichia coli (негликозилированная форма) и дрожжей Pichia pastoris (гликозилированная форма);
– изучены биохимические свойства α-амилазы и ксиланазы: определены температурный и pH оптимумы, температурная и pH стабильность, влияние ионов металлов, детергентов, органических растворителей на специфическую активность α-амилазы и ксиланазы;
– обнаружено, что α-амилаза и ксиланаза являются строго специфичными, при гидролизе крахмала и ксилана образуют ди- и олигосахариды;
– проведен сравнительный анализ биохимических свойств негликозилированной и гликозилированной формы α-амилазы и ксиланазы. 
Публикации.
Основные положения, результаты, выводы и заключение диссертации изложены в 5 печатных работах, из них: 1 статья в зарубежном научном журнале, входящем в базы данных Thomson Reuters и Scopus (PlosOne, Q2, Процентиль – 87, Импакт фактор-3.752, Cite Score-5.6); 4 статьи в республиканских научных журналах, рекомендованных Комитетом по обеспечению качества в сфере образования и науки МНиВО РК: Eurasian Journal of Applied Biotechnology и Вестник науки Казахского агротехнического университета им. С. Сейфуллина. Сельскохозяйственные науки. 
Личный вклад диссертанта в обобщение результатов научной работы, рекомендуемой к защите.
Обзор литературных источников исследователькой работы, определение поставленной цели и задач, проведение экспериментов, анализ и обработка результатов практической работы проводилось при непосредственном участии автора.
Связь работы с программой научных исследований. Данная работа была направлена на получение и изучение новых ферментов класса карбогидраз. Работа проводилась в лаборатории генетики и биохимии микроорганизмов ТОО «Национального центра биотехнологии» МЗ РК. Работа проводилась в рамках грантового финансирования по проекту «Клонирование, экспрессия гена, очистка и изучение биохимических свойств α-амилазы из казахстанского штамма Bacillus licheniformis T5» (грант МОН, 2021), «Получение гликозилированной ксиланазы в промышленных условиях для применения в ферментативной переработке растительного ксилана» (грант МОН, 2021), научно-технической программы BR10764944 «Разработка методов аналитического контроля и проведения мониторинга безопасности пищевой продукции» (2021-2023 годы). 
Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 113 страницах, содержит 14 таблиц, 37 рисунков, 4 приложения. Список цитируемых источников включает 241 ссылка. Структурно диссертация состоит из перечня принятых в диссертации определений, обозначений и сокращений, введения, включает обзор литературных данных, материалы и методы проведения экспериментов, результаты собственных исследований, заключения, списка использованных источников и приложения.
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1.1 Крахмал и амилолитические ферменты
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1.1.1 Крахмал. Структура крахмала и его конверсия
Крахмал количественно является наиболее доминирующим запасным углеводом на Земле и синтезируется преимущественно в растениях и некоторых цианобактериях [21]. Крахмал накапливается в виде нерастворимых в воде частиц - гранул крахмала, и водорастворимого гликогена в качестве запасного углевода. Оба полимера сходны по биологической функции и химическому составу, состоят из звеньев глюкозы, связанных α-1,4 и α-1,6 гликозидными связями. Физические параметры крахмала сильно отличаются от параметров гликогена и обуславливают высокую ценность крахмала для различных применений. Крахмал является универсальным биоматериалом, представляющим особый интерес для различных пищевых и непищевых отраслей промышленности благодаря своей распространенности, дешевизне, нетоксичности и способности к биоразложению. Кроме использования в пищевой промышленности, растет спрос со стороны непищевой промышленности на крахмал как на возобновляемый материал [22]. Непищевое применение крахмала распространено в фармацевтике, текстильной промышленности, производстве биотоплива.
Крахмал состоит из двух полимеров глюкана: амилозы и амилопектина. Амилопектин имеет гораздо большую молекулярную массу, чем амилоза, в количественном отношении является доминирующим и определяет характеристики крахмальной гранулы. В среднем, амилопектин значительно более разветвлен, чем амилоза, которая представляет собой сложную смесь строго линейных (α-1,4-связанных) и некоторых слаборазветвленных полиглюканов (рисунок 1). В амилопектине точки ветвления сгруппированы и позволяют образовывать алломорфы. Вицинальные цепи глюкана образуют двойные спирали, которые образованы соседними α-1,4-связанными глюкановыми цепями со степенью полимеризации от 10 до 20 (рисунок 2). Нередуцирующие концы цепей ориентированы к поверхности гранул, и несколько таких спиралей образуют алломорфы A-типа и B-типа. Оба алломорфа различаются термостабильностью и, в некоторых случаях, отмечается изменение распределения длин цепей. Другой тип алломорфа - С-тип - представляет собой смесь как А-, так и В-типа [23, 24]. Тип A более термостабилен, чем тип B, который содержит больше молекул воды в структуре.
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Рисунок 1 – Участок молекулы амилозы, содержащий повторяющиеся
единицы глюкозы

Примечание – Составлено по источнику [25]
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Рисунок 2 – Участок молекулы амилопектина, содержащий связи α-1, 4 и α-1,6 в крахмале

Примечание – Составлено по источнику [26]

Две существующие основные модели амилопектина – кластерная модель и модель строительного блока – описывают структуру амилопектина. Обе модели сходятся в том, что двойные спирали ориентированы перпендикулярно поверхности крахмальных зерен. Они существенно различаются ориентацией длинных цепей. В базовой модели строительного блока длинные цепи ориентированы перпендикулярно образующимся двойным спиралям и образуют основу внутри каждой аморфной пластинки. Напротив, в кластерной модели длинные цепи имеют практически ту же ориентацию, что и двойные спирали, и могут проникать через несколько слоев двойных спиралей [27, 28]. Однако расположение и ориентация амилозы неизвестны. Роль амилозы в структуре гранул крахмала, целостности и метаболизме растений остается в значительной степени неясной, но свойства и распределение амилозы и амилопектина являются хорошо известными мишенями для биотехнологических модификаций в растениях. 
Конверсия крахмала 
На синтез и расщепление крахмала влияют два типа связей: α-1,4 и α-1,6 гликозидные связи. Связи α-1,4 между единицами глюкозы генерируются синтазами крахмала (КФ 2.4.1.2) и частично, вероятно, также действием пластидной фосфорилазы (КФ 2.4.1.1). Ферменты разветвления крахмала (КФ 2.4.1.18) катализируют образование связи α-1,6 в местах ветвления полисахаридной цепи. Во время синтеза крахмала важна активность гидролитических  ферментов, особенно ферментов разветвления крахмала для образования кластерного распределения α-1,6 гликозидных связей [29].
Разрушение α-1,4-связей катализируют α, β-амилазы (КФ 3.2.1.1; КФ 3.2.1.2) и фосфорилазы. Воздействие различных α, β-амилаз зависит от типа крахмала и происхождения. Разветвленные цепи расщепляются под действием ферментов разветвления крахмала, включающий два типа ферментов: изоамилазы (КФ 3.2.1.68) и декстриназы (КФ 3.1.2.41). Известно, что в метаболизме крахмала участвуют и различные другие ферменты. Начальной точкой синтеза крахмала является синтез АДФ-глюкозы, субстрата для всех синтаз крахмала, под действием АДФ-глюкозопиросфосфорилазы (АГФазы) [30, 31]. На рисунке 3 представлен механизм действия амилаз в конверсии крахмала.
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Рисунок 3 – Схема механизма действия амилаз 

Примечание – Составлено по источнику [26, р. 921362]

Для большинства упомянутых ферментов в растениях существует несколько изоформ, что значительно усложняет процесс синтеза и деградации крахмала. Данные изоформы демонстрируют различное сродство к субстрату, кинетику и взаимодействие с другими белками/ферментами, которые модулирует их активность [32-35]. Изоферменты представляют большой интерес, поскольку они позволяют целенаправленно воздействовать на свойства крахмала. Точно так же многие микроорганизмы продуцируют ферменты, способные расщеплять α-1,4 и α-1,6 гликозидные связи между единицами глюкозы. Методами молекулярной биологии можно изменять специфические свойства таких ферментов, что позволяет проводить дальнейшие специфические модификации крахмала [36-38].
[bookmark: _Toc128419352]
1.1.2 Общая характеристика амилолитических ферментов
Амилазы являются преобладающими гидролитическими ферментами, которые расщепляют гликозидные связи, присутствующие в молекулах крахмала, и производят декстрины и олигосахариды [39]. Амилазы относятся к семейству гликозидгидролаз GH 13 [40]. 
Амилазы по механизму действия классифицируют на экзоамилазы и эндоамилазы. Экзоамилазы расщепляют невосстанавливающий конец крахмала, а эндоамилазы гидролизуют внутренние гликозидные связи в молекуле крахмала [41]. В биотехнологии амилазы являются важными ферментами, имеют преимущественно микробное происхождение и используются в промышленности [42].
Основным представителем из семейств гликозид гидролаз, к которому принадлежат большинство известных амилаз является гликозил гидролаза принадлежащая 13 семейству (Glycoside Hydrolase Family 13, GH13). Существуют три различные формы амилаз: α, β и γ, различающиеся между собой субстратной специфичностью.  
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1.1.2.1 α-Амилазы (КФ 3.2.1.1)
α-Амилазы являются кальций зависимыми эндоферментами [10, р. 125447; 43] и наиболее часто используемыми в промышленности ферментами. Структура α-амилазы представляет собой (α/β)8 бочонок с двумя аминокислотными остатками для расщепления гликозидной связи: глутамата, который действует как донор протонов и аспартата, который действует как нуклеофил в каталитических центрах [43]. α-Амилазы расщепляют гликозидную связь и основными продуктами гидролиза являются мальтотриоза, мальтоза, глюкоза и декстрин [44]. Молекулярная масса α-амилаз варьируется в пределах от 10 до 210 кДа [45].
α-Амилазы являются мономерными металлоферментами, состоят из одной полипептидной цепи, которая свернута в три разных домена, A, B и C (рисунок 4). Домен А известен как каталитический домен, который включает в себя центральный каркас ствола (β/α)8 триозофосфатизомеразы (TIM) и расположен на N-конце фермента. Бочковая складка (β/α)8 была впервые обнаружена в триозофосфатизомеразе куриных мышц и, следовательно, получила название TIM-бочонок [46, 47]. Домен В, который различается по размеру и структуре у разных видов, выглядит как длинная петля, происходящая из нити β3 и спирали α3 ствола (β/α)8. Так как α-амилаза является металлоферментом, на границе раздела доменов А и В расположен сайт связывания с ионами кальция, который служит связующим звеном обоих доменов. Домен C имеет восемь антипараллельных β-листов, известных как греческий ключевой мотив, и расположен на С-конце фермента. Ион кальция стабилизирует интерфейс между центральным доменом А, который состоит из 291 остатка с бочкообразной структурой (β/α)8, и доменом В, и представляет собой 8-цепочечную антипараллельную β-сэндвич-подобную структуру, состоящую из 104-206 остатков [48]. G1u230 и Asp297/206 (нумерация дана на примере Така-амилазы А (ТАА)) выступают в роли тех аминокислотных остатков, которые катализируют гидролиз α-1,4-глюкозидной связи по механизму действия кислоты и основания на С-конце бочки [46, р. 159-172].
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– домен А отмечен зеленым; – домен B – пурпурным; – домен С – голубым

Рисунок 4 – Структурная организация α-амилаз

Примечание – Составлено по источнику [49]

Некоторые амилазы семейства гликозид гидролаз содержат «крахмально-связывающие домены» (starch binding domain, SBD), что способствует правильному связыванию фермента с субстратом и последующему гидролизу. SBD представляет собой модуль связывания углеводов (carbohydrate binding module, CBM), который структурно и функционально является белком, неактивным в ферментативном катализе, но имеющий важное значение в обслуживании каталитического центра для обработки и правильного удержания крахмала в активном центре [50, 51]. SBD вместе с CBM были включены в базу данных CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes) на основе сходства аминокислотных последовательностей. SBD подразделяются на 15 семейств CBM: 20, 21, 25, 26, 34, 41, 45, 48, 53, 58, 68, 69, 74, 82 и 83. SBD расположены в основном на С-конце, но иногда и на N-конце, например, у глюкоамилазы из Rhizopus oryzae. Наиболее изученным CBM является C-концевой CBM20 из Aspergillus niger и N-концевой CBM21 из Rhizopus oryzae. Все известные SBD содержат ~100 аминокислотных остатков, которые образуют β-сэндвич-укладку и имеют один или два сайта связывания углеводов. Более протяженный SBD длиной 300 а.о. был установлен в α-амилазе из Microbacterium aurum B8 [50, р. е49679; 51, р. 107451].
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1.1.2.2 β-Амилазы (КФ 3.2.1.2)
β-Амилаза, является экзогидролазным ферментом семейства GH14, который расщепляет связи α-1,4-глюкана с невосстанавливающего конца полисахарида с образованием мальтозы, по принципу механизма инверсии конфигурации. Кроме микробных источников (Bacillus, Pseudomonas и Streptomyces), β-амилаза (в литературе встречается сокращение – BAM) встречается в семенах высших растений, таких как ячмень (Hordeum vulgare), соя (Glycine max) и сладкий картофель (Ipomoea batatas). Структура β-амилаз состоит из ствола (β/α)8 с двумя остатками глутамата, которые действуют и как донор протонов, и как нуклеофил [52]. Функциональные и структурные исследования β-амилазы были проведены на модельном растении Arabidopsis thaliana, которые показали содержание 9 изоформ данного фермента [53]. Из этих 9 изоформ AtBAM1-AtBAM4 локализованы в хлоропластах, AtBAM7 и AtBAM8 являются ядерными белками, AtBAM5 содержится в цитоплазме, функции остальных изоформ пока еще не известны [52, р. 57-69].
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1.1.2.3 γ-Амилазы (КФ 3.2.1.3)
γ-Амилаза представляет собой экзо-действующую глюкоамилазу семейства GH15, которая катализирует гидролиз как α,1-6, так и невосстанавливающих концевых α,1-4 гликозидных связей полисахаридов с образованием глюкозы. Структурный анализ γ-амилазы показал, что γ-амилаза состоит из (α/α)6 структуры. Остатки глутамата действуют как донор протонов и как нуклеофил в каталитических центрах γ-амилазы [53, р. 1-18]. γ-амилаза характеризуется высокой pH стабильностью, в том числе и при кислом значении рН (pH 3,0). γ-Амилаза встречается в основном у мицелиальных грибов, таких как Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae и Rhizopus niveus [54].
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1.1.3 Источники α-амилаз
Известны α-амилазы бактериального, грибного и эукариотического происхождения. Среди семейств α-амилаз встречаются и так называемые «экстремоэнзимы», которые являются α-амилазами, секретируемыми экстремофилами [55]. α-Амилазы, полученные из экстремофилов, как правило, устойчивы к экстремальным значениям pH, температуры и другим стрессовым условиям окружающей среды [56]. Известна α-амилаза THJA из гипертермофильных архей Thermococcus sp. HJ21, выделенных из глубоководного гидротермального источника, которая обладает максимальной активностью при 95°С и рН 5,0 [57]. Из архей  Pyrococcus furiosus выделена α-амилаза, температурный оптимум которой отмечен при 130°C [58]. Кроме высокой термостабильности, α-амилаза из P. furiosus активна при кислом значении рН, имеет оптимум при рН 5,6 и сохраняет не менее 80% ферментативной активности при значениях рН от 4,5 до 6,5. 
Среди α-амилаз бактериального происхождения встречаются ферменты, температурный оптимум которых варьируется от 25°C до 100°C, а рН диапазон составляет 3,0-11,5. Известны термостабильные α-амилазы из Bacillus licheniformis и Bacillus amyloliquefaciens, обладающие максимальной активностью при 70°С - 90°С и pH 6,0-9,0 [59]. Известна кислая α-амилаза из Alicyclobacillus acidocaldarius, которая активна при pH 3,0 [60]. Из Bacillus sp. GM8901 была выделена щелочная α-амилаза с оптимальным значением pH 11,5 [61]. Из вод Южно-Тихоокеанского круговорота был выделен новый бактериальный штамм Luteimonas abyssi, α-амилаза которого активна при щелочном значении вплоть до рН 9,0, и которая имеет перспективу использования в составе моющих средств [62]. Изучение молекулярной структуры фермента, показало, что в целом алкалофильные ферменты имеют уменьшенное количество остатков лизина в сравнении с ацидофильными, так как лизин чувствителен к щелочному значению рН. Потеря остатка лизина компенсируется остатком аргинина, поскольку аргинин имеет более высокие значения pKa, чем лизин [63]. Еще одной особенностью α-амилаз является их способность сохранять активность в широком диапазоне температуры и рН. Например, α-амилаза из Bacillus cereus SP-CH11, выделенный из озера Чилика (штат Одиш, Индия), демонстрирует стабильность в широком диапазоне pH и температуры и, дополнительно, обладает низкой чувствительностью к большинству известных ингибиторов [13, р. 804-811]. 
Как было упомянуто ранее, α-амилазы являются металлозависимыми ферментами и ионы двухвалентных металлов существенно влияют на активность α-амилаз. Отмечено, что ионы кальция увеличивают активность и термостабильность многих α-амилаз [64]. Однако, известны и кальций независимые α-амилазы и α-амилазы, активность которых наоборот – снижается в присутствии ионов кальция [65]. Ионные детергенты, хелатирующие агенты, протеазные ингибиторы и другие вещества такие как дитиотреитол (ДТТ), β-меркаптоэтанол, EDTA, EGTA, PMSF, йодаацетат, N-бромсукцинимид (NBS) в значительной степени ингибируют α-амилазную активность. Ингибирование активности под действием NBS показывает роль триптофана в поддержании стабильности конформации фермента. Дитиотреитол и β-меркаптоэтанол являются восстановительными агентами, действие которых предполагает наличие SH-группы в каталитической активности фермента. ДТТ может как стимулировать, так и ингибировать α-амилазную активность [66]. Ингибирование α-амилазы под действием PMSF указывает на участие серилгидроксильной группы в ферментативной активности фермента. 
Несмотря на достаточную изученность α-амилаз, тем не менее можно отметить непрекращающиеся исследования, связанные с поиском новых источников α-амилаз и применением амилолитических ферментов в промышленности и медицине. Это объясняется высокой востребованностью данных ферментов в гидролизе крахмала [49, р. 2401-2413]. Особенно интересны термостабильные микробные α-амилазы, которые применяют для процессов осахаривания и разжижения крахмала, которые протекают при температуре 70°С-80°С. В плане рН стабильности, необходимы α-амилазы, сохраняющие не менее 80% активности в щелочном диапазоне рН (7,0-9,0), так они перспективны в производстве моющих средств [45, р. 1129-1-1129-38]. 
В технологии генной и белковой инженерии α-амилазы являются удобным объектом для клонирования, генной экспрессии, получения мутантных и фьюжен белков, редактирования геномов микроорганизмов [67]. С помощью технологии рекомбинантных ДНК в дрожжах Pichia pastoris была получена химерная α-амилаза Ba-Gt-amy, состоящая из кислотного домена α-амилазы Bacillus acidicola и термофильной α-амилазы Geobacillus thermoleovorans [68]. Полученная химерная α-амилаза с молекулярной массой 75 кДа максимально активна при рН 4,0 и температуре 60°С и время полужизни при 70°С 40 минут [68, р. 493-1-493-15]. А при редактировании геномов микроорганизмов с помощью системы CRISPR/Cas9 исследователи либо нокаутируют ген как в Bacillus licheniformis [69, 70] и Clostridium beijerinckii [71], либо интегрируют ген α-амилазы из другого микроорганизма [72]. В данной работе, ген ранее упомянутой высокотермостабильной α-амилазы из археи P. furiosis интегрирован с помощью CRISPR/Cas9 в геном B. subtilis. В результате, мезофильная бактерия B. subtilis приобрела способность продуцировать высокотемпературную α-амилазу [72, р. 570-582]. 
Активность амилолитических штаммов можно усиливать, не редактируя напрямую сами амилазные гены, а нокаутируя гены, кодирующие другие белки. В штамме Bacillus amyloliquefaciens 205, уже обладающего α-амилазной активностью, с помощью CRISPR/Cas9 и CRISPR/dCas9 нокаутировали гены spo0A и spoIIAC, ответственные за спорообразование, что привело к увеличению α-амилазной активности в мутантном штамме на 784,3% [73]. В другой работе, стратегия оптимизации среды внеклеточной деградации и фолдинга Brevibacillus choshinensis была использована для усиления внеклеточной продукции рекомбинантной α-амилазы. В геноме Brevibacillus choshinensis HPD31-SP3 были идентифицированы гены bcp и prsC, кодирующие внеклеточную протеазу и внеклеточный шаперон, соответственно. Нокаутировав ген bcp с помощью CRISPR/Cas9n усилили продуцирующую активность мутантного штамма в 2,1 раза относительно исходного, а оптимизировав условия ферментации увеличили выход α-амилазы в 7,6 раза [74].
В целом, независимо от направленности проводимых исследований, у всех них имеется одна практическая значимость – получение промышленно ценных α-амилаз. Применение современных технологий в исследовании α-амилаз позволяет оптимизировать условия промышленных процессов, удешевить стоимость производства и удовлетворить потребительский спрос во всех отраслях, где данный фермент находит применение. 
[bookmark: _Toc128419357]1.2 Ксилан и ксиланолитические ферменты
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1.2.1 Гемицеллюлозы, ксилан и пентосахариды 
Клеточные стенки представляют собой сложные структуры, состоящие из целлюлозы, гемицеллюлозы (ксиланы, ксилоглюканы, маннаны), пектинов, лигнина и некоторых белков. Гемицеллюлозы, являются вторыми по распространенности полисахаридами в природе и составляют 20-35% всей лигноцеллюлозной биомассы. Гемицеллюлозы представляют собой низкомолекулярные полисахариды, связанные в клеточных стенках растений с целлюлозой и лигнином. В качестве полисахаридных субстратов гемицеллюлозы имеют очень широкое применение (рисунок 5). Они легко гидролизуются в пентозу (ксилозу и арабинозу) и гексозу (глюкоза, галактоза и манноза), и могут быть преобразованы в топливный этанол и другие востребованные в индустрии вещества, такие как 5-гидроксиметилфурфурол (ГМФ), фурфурол, левулиновая кислота и ксилит.
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Рисунок 5 – Продукты переработки гемицеллюлозы 

Примечание – Составлено по источнику [75]

Большие различия в содержании как гемицеллюлоз, так в их химической структуре могут возникать между различными источниками биомассы, например, стебли кукурузы содержат до 28,0%, ячменная солома до 34,9%, пшеничная солома до 38,8%, а ржаная солома до 36,9%. Имеются различия и между различными структурными растительными компонентами: стебель, ветки, корни и кора [76]. Среди гемицеллюлоз ксилан является основным компонентом клеточной стенки растений и содержание ксилана в растительных тканях достигает 30%. Структура ксилана состоит из линейной цепи β-(1,4)-D-ксилозильных остатков (Xylp) и составляет от 20 до 35% всей клеточной стенки. Остатки арабинофуранозы (Araf) α-(1,2) или α-(1,3) связаны с ксилановым остовом, образуя арабиноксилан (AX), который может быть дополнительно замещен остатками феруловой (FA) или п-кумаровой кислоты (рисунок 6). Многие структурные характеристики ксилана, включая его молекулярную массу, идентичность и распределение его заместителей, значительно различаются между видами, типом клеток и стадией развития.
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Рисунок 6 – Обобщенная структура ксилана, разветвленная арабинозой, феруловой кислотой и глюкуроновой кислотой 

Примечание – Составлено по источнику [77]

[bookmark: _Toc128419359]1.2.1.1 Гемицеллюлозы лиственных пород
Гемицеллюлозы в разных породах твердой древесины различаются друг от друга в качественном и количественном отношении. Основными гемицеллюлозами лиственных пород являются O-ацетил-4-O-метилглюкуроно-β-D-ксилан или глюкуроноксилан (ГК).  Содержание ГК в лиственных породах  колеблется в пределах 15-30% от общего количества сухих веществ [78]. ГК состоит из остова (1→4)-связанных остатков β-D-ксилопиранозила (Xylp). Большая часть остатков ксилозы содержит ацетильную группу в С-2 или С-3 положении (около семи ацетильных остатков на десять ксилозных единиц). Ксилозидные связи между звеньями ксилозы легко гидролизуются кислотами, но связи между группами уроновой кислоты и ксилозы очень устойчивы. Ацетильные группы расщепляют щелочи, а ацетат, образующийся при крафт-варке древесины, в основном происходит от этих групп [79]. Ксиланы лиственных пород обычно состоят из 4-O-метилглюкуроноксилана (MGX), но некоторые детали их структуры все еще неизвестны.
Помимо ксилана лиственные породы содержат 2-5% глюкоманнана (ГМ), который состоит из звеньев β-глюкопиранозы и β-маннопиранозы, связанных (1→4)-связями. Соотношение мономеров манноза/глюкоза может варьироваться в зависимости от исходного источника ГМ. Соотношение глюкозы и маннозы колеблется от 1:2 до 1:1. Галактоза в лиственных породах маннана отсутствует. Маннозные связи между звеньями маннозы быстрее гидролизуются кислотой, чем соответствующие гликозидные связи, и ГМ легко деполимеризуется при кислых условиях [79, р. 26]. Наиболее часто используемый тип ГМ – конжакглюкоманнан (КГМ), который экстрагируют из растений Amorphophallus, произрастающего в Азии. Состоит из D-маннозы и D-глюкозы в молярном соотношении 1,6:1, связанных β-1,4-связью. Из-за возобновляемости, биосовместимости и биоразлагаемости КГМ является подходящим материалом для использования в производстве биоразлагаемой пластмассы [75, р. 879-902].
Помимо ксилана и глюкоманнана, ксилоглюканы (КГ) также присутствуют в первичных клеточных стенках высших растений (преимущественно в лиственных, и меньше в хвойных породах) [80, 81]. Ксилоглюканы также могут содержаться в небольших количествах (2-5%) в травах [82]. Ксилоглюканы имеют целлюлозную β-(1→4)-глюкопиранановую цепь со звеньями α-D-ксилозы, присоединенными к О-6. В первичных клеточных стенках ксилоглюканы являются основными блокирующими полисахаридами, взаимодействующими с микрофибриллами целлюлозы посредством водородной связи [83]. 
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1.2.1.2 Гемицеллюлозы хвойных пород
Основными гемицеллюлозами в хвойных породах являются ацетилированные галактоглюкоманнаны (АцГГМ), которые могут составлять до 10% сухой древесины. ГГМ состоят из основной цепи (1→4)-связанного β-D-Glcp и остатков β-D-Manp с α-(1→6)-D-Galp. Важной структурной особенностью являются гидроксильные группы в положениях С-2 и С-3 в звеньях основной цепи частично замещенные О-ацетильными группами, при этом в среднем одна группа приходится на 3–4 гексозных звена, содержащих эту замену. Существует два основных типа ацетилгалактоглюкоманнанов  в хвойной древесине, в одном из которых содержится небольшое количество галактозы (5-8% сухого вещества), а в другом сравнительно больше галактозы (10-15% сухой древесины). Соотношение галактоза:глюкоза:манноза составляет примерно 0,1:1:3 и 1:1:3, для двух типов соответственно. Степень полимеризации ацетилированных галактоглюкоманнанов составляет приблизительно 100 и 150, что эквивалентно молекулярной массе 16000-24000 Да [84]. Сообщалось о АцГГМ из еловой древесины Норвегии и термомеханической пульпе [85], в которых около 65% звеньев маннозы в остове ГМ были ацетилированы в положении C-2 или в положении C-3 в соотношении 2,2:1,0. В основном, единицы маннозы и некоторые единицы глюкозы, были частично заменены в C-6 положении на галактопиранозу. Количество боковых групп галактозы в С-6 значительно ниже для АцГГМ из термомеханической массы, чем из древесины. ГГМ легко деполимеризуются кислотами, особенно связи между галактозой и основной цепью, а ацетильные группы достаточно легко расщепляются щелочью и кислотой [79, р. 30]. 
Кроме ГГМ в хвойной древесине содержится арабиноглюкуроноксилан (АГК, 5-10%). АГК являются основным компонентом недревесных материалов. АГК имеют одиночные звенья 4-O-метил-D-глюкуроновой кислоты (MeGlcA) и α-L-арабинофуранозил (α-L-Araf), присоединенные в положениях 2 и 3 соответственно к β-(1→4)-D-ксилопранозному остову, который также может быть  ацетилирован (таблица 1). Как правило, АГК имеет основную цепь, более сильно замещенную MeGlcA, чем у MGX твердой древесины, с 5–6 остатками ксилозы на группу уроновой кислоты в первом и в среднем 10 во втором [81, р. 25]. Кроме того, из-за их фуранозидной структуры боковые цепи арабинозы легко гидролизуются кислотами. Заместители арабинозы и уроновой кислоты стабилизируют цепь ксилана против щелочного гидролиза [79, р. 32]. 
Сердцевина лиственницы содержит большое количество водорастворимого арабиногалактана (АГ), который составляет незначительную часть других пород древесины хвойных пород [79, р. 34]. АГ представляют собой сильно разветвленные полисахариды с молекулярной массой от 10 000 до 120 000 Да. Лиственный АГ, выделенный из Larix sp. относится к типу 3,6-β-D-галактана и состоит из галактозы и арабинозы в соотношении 6:1. АГ имеет галактановый остов с β-(1→3) связями и боковые цепи галактозы β-(1→6) и арабинозы β-(1→6 и 1→3) [86]. Сильно разветвленная структура обуславливает низкую вязкость и высокую растворимость в воде этого полисахарида [79, р. 35]. Природа обеспечивает высокую концентрацию АГ в деревьях рода Larix, которые используются в качестве коммерческого источника арабиногалактана. В плане практической значимости арабиногалактан из Larix occidentalis и Larix laricina представляет собой хорошо растворимое в воде волокно, которое экстрагируется водой из просвета клеток и обладает пребиотическим свойством [86, р. 30-31].
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1.2.1.3 Гемицеллюлозы злаков
Арабиноксиланы (AК) являются основными гемицеллюлозами зерновых и обычно присутствуют в различных тканях основных злаков: пшеница, рожь, ячмень, овес, рис, кукуруза и сорго. AК обычно присутствуют в крахмалистом эндосперме (мука) и внешних слоях (отруби) зерновых культур [87, 88]. АК по структуре похожы на ксилан лиственных пород, но количество L-арабинозы выше. В AК линейная цепь β-(1→4)-D-Xylp замещена α-L-арабинофуранозиловыми единицами в положениях 2-О и/или 3-О. Кроме того, AК также замещены α-D-глюкопиранозилуроновым звеном или его 4-O метилпроизводным в положении 2-O в пшеничной соломе, багассе и бамбуке. По количеству глюкуроновой кислоты и арабинозы различают виды АК: арабиноглюкуроноксилан (AГК) и глюкуроноарабиноксилан (ГАК) [81, р. 28]. AГК являются доминирующими гемицеллюлозами в клеточных стенках трав и злаков, таких как сизаль, кукурузные початки и солома [89, 90]. По сравнению с AГК, ГАК имеет арабиноксилановую основу, которая содержит примерно в десять раз меньше боковых цепей уроновой кислоты, чем арабинозы и содержит ксилан, дважды замещенный единицами уроновой кислоты и арабинозы [75, р. 879-902]. 
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1.2.2 Общая характеристика ксиланолитических ферментов
Наличие вариабельности в структуре ксилана коррелирует с большим разнообразием класса ксиланаз, характеризующимися определенными механизмами действия для полного гидролиза комплекса полимеров до составляющих их мономеров. 
[bookmark: _Toc128419363]
1.2.2.1 Эндо-1,4-β-ксиланазы
Эндо-1,4-β-ксиланаза расщепляет внутреннюю β-1,4-гликозидную связь ксиланового остова с образованием небольших фракций ксилоолигосахаридов, таких как ксилоза, ксилобиоза, ксилотриоза, другие ксилоолигосахариды с более высокой степенью полимеризации [91]. Связи, выбранные для гидролиза ксилана, атакуются не случайным образом, а в зависимости от степени разветвленности, длины цепи и наличия заместителей в молекуле субстрата. Эндоксиланазы продуцируются различными микроорганизмами, такими как бактерии (Streptomyces sp., Bacillus sp.) и грибы (Trichoderma sp., Aspergillus sp.). Эндоксиланазы проявляют максимальную активность при pH 4,0–6,5 и при температуре от 40 до 80°C и имеют значения изоэлектрической точки (pI) от 4,0 до 10,3; молекулярная масса эндоксиланаз варьируется от 8,5 до 85 кДа [92].
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1.2.2.2 β- D-ксилозидазы
Действие β-D-ксилозидаз заключается в отщеплении от нередуцирующего конца ксилоолигосахаридов – остатков ксилозы. β-D-ксилозидазы могут быть мономерными, димерными или тетрамерными с молекулярной массой от 26 до 360 кДа [93]. β-D-ксилозидазы проявляют максимальную активность в температурном диапазоне 40-80°C и рН 4,0-5,0.   После последовательного гидролиза ксилана ксиланазами в реакцию вступает β-ксилозидаза, которая в конечном итоге гидролизует короткие олигомеры в мономеры [94]. Как правило, лучшим субстратом является ксилобиоза, поскольку очищенная β-ксилозидаза не гидролизует ксилан. β-D-ксилозидазы способны гидролизовать и искусственные субстраты, такие как p-нитрофенил и о-нитрофенил-β-D-ксилопиранозид. β-D-ксилозидазы в составе ферментного коктейля используется в промышленности вместе с β-ксиланазами для обесцвечивания бумаги, в качестве кормовой добавки для повышения усвояемости кормов, в хлебопечениии и кондитерской промышленности [93, р. 1650].
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1.2.2.3 α–Глюкуронидазы
α-Глюкуронидазы активны в расщеплении α-1,2-гликозидных связей между D-глюкуроновой кислоты или 4-O-метил эфира и конечными нередуцирующими концами ксилопиронизиловых частей (остатков) мелких ксилоолигосахаридов [92, р. 582]. Были обнаружены у бактерий и грибов, и в пищеварительном соке улиток. Грибковые α-глюкуронидазы являются мономерными белками с молекулярной массой около 90 кДа, бактериальные α-глюкуронидазы - гомодимеры с мономерной молекулярной массой около 70 кДа. Субстратная специфичность α–глюкуронидаз различается в зависимости от микробного источника, некоторые глюкуронидазы способны расщеплять интактные полимеры. Сообщалось также, что ацетильные группы близкие к глюкуронозильным заместителям могут частично препятствовать активности α-глюкуронидазы [92, р. 92].
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1.2.2.4 α–Арабинофуранозидазы 
Арабинофуранозидазы известны гидролитическим действием конечных α-1,2-, α-1,3-, и α-1,5 α-L-арабинофуранозиловых остатков из различных олигосахаридов и полисахаридов (арабиноксилан и арабинаны) экзогенным и эндогенным способами действия [95]. Арабинофуранозидазы были выделены из бактерий, грибов и растений [96, 97] и описаны в нескольких семействах гликозидгидролаз (GH): GH30, GH43, GH51, GH54 и GH62.
Исследования арабиноксиланарабинофураногидролазы GH43 из Bacillus subtilis показали, что под действием фермента происходит высвобождение арабинофуранозильных остатков из монозамещенных C-(O)-2 и C-(O)-3 ксилопиранозильных остатков ксиланового остова [98]. Арабинофуранозидазы нашли применение в процессах расщепления целлюлозы вместе с целлюлазами в качестве синергетически действующих ферментов.
Схематическая структура ксилана, показывающая связи, на которые действуют специфические ксиланолитические ферменты для полного гидролиза ксилана до составляющих его мономерных звеньев, представлена на рисунке 7.
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Рисунок 7 – Структура ксилана, показывающая связи, которые атакуются специфическим ксиланолитическим ферментом для полного гидролиза ксилана 

Примечание – Составлено по источнику [99]
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1.2.3 Эндо-1,4-ксиланазы. Структура и механизм действия
Ксиланазы условно классифицируют на основе молекулярной массы и изоэлектрической точки, кристаллической структуры и каталитических/кинетических свойств [100-102]. На основе молекулярной массы и значении изоэлектрической точки ксиланазы были разделены на две группы: высокомолекулярные с низкой изоэлектрической (кислой) точкой (HMWLI) и низкомолекулярные с высокой изоэлектрической (основной) точкой (LMWHI). Однако было замечено несколько исключений из данной классификации, так как не все ксиланазы попадают в категорию HMWLI (выше 30 кДа) или LMWHI (ниже 30 кДа) [103]. Поэтому была введена более подходящая классификация, включающая первичную структуру, сравнение каталитического домена и биохимических свойств: кинетические параметры, каталитические свойства, субстратная специфичность и продукты реакции [1, р. 5]. В классификации, основанной на последовательности гликозид гидролаз, ксиланазы в основном отнесены к семействам GH10 и GH11, но эти ферменты так же встречаются в других семействах гликозид гидролаз: GH5, 7, 8, 43 [104].
Ксиланазы семейства GH11 моноспецифичны, включают эндо-β-1,4-ксиланазы, которые гидролизуют внутренние β-1,4-ксилозидные связи. Это семейство ферментов отличается такими свойствами как высокая субстратная специфичность и высокая каталитическая эффективность, малый размер (<30 кДа) и широкий диапазон оптимальных значений рН и температуры, что делает их привлекательным для применения в разных отраслях индустрии [105]. Структура ферментов GH11 в основном состоит из трех β-складчатых листов и одной α-спирали [1, р. 6; 102, р. 152; 106].
Семейство GH10 состоит из эндоксиланаз, (эндо-1,4-β-ксиланазы), эндо-1,3-β-ксиланаз и целлобиогидролазы [1, р. 7]. Представители GH10 в основном являются высокомолекулярными ксиланазами с низкой изоэлектрической точкой и структурно представляет складку (α/β)8-бочонков. Ксиланазы, относящиеся к семейству GH10, обладают низкой субстратной специфичностью, что проявляется в высокой каталитической универсальности, чем у представителей семейства GH11 [107, 108]. Ксиланазы GH10 атакуют связи ксилозы, которые ближе к остаткам боковой цепи [109], что объясняется связыванием ксилозы в субсайтах ксиланазы и разрывом связи между мономерными остатками на невосстанавливающем (-1) и восстанавливающем конце (+1) полисахаридного субстрата [110].
Было установлено, что при гидролизе арабиноксилана ксиланазами GH10 и GH11 полученные продукты содержат остатки арабинозы, замещенные на ксилозе в субсайтах +1 и +2 соответственно [102, р. 153; 111]. Формирование боковой цепи ксилана зависит от субстратной специфичности фермента и, таким образом, имеет важное значение для образования продуктов гидролиза при деконструкции ксилана [109, р. 3]. 
Исследователи сообщали, что производительность эндоксиланазы GH10 повышается в синергетическом взаимодействии с ферментом целлюлазой для гидролиза предварительно обработанной лигноцеллюлозной биомассы. Для лучшей производительности эндоксиланаз GH10 желательным параметром является термостабильность фермента, так как гидролиз лигноцеллюлозной биомассы эффективно происходит при высокой температуре (50°С), а сам процесс занимает 48-72 часа [99, р. 6]. 
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1.2.4 Источники ксиланазы
Природные источники ксилана, такие как рисовая солома, рисовые отруби, пшеничная солома, пшеничные отруби, жмых сахарного тростника, кукурузные початки и овсяная солома, являются потенциальным и доступным во многих странах сырьем, используемым для производства ксилана [112-114]. Ксиланазы встречаются у прокариотов и эукариотов, в их числе: морские и наземные бактерии, простейшие, грибы, морские водоросли, улитки, ракообразные, насекомые, семена наземных растений и их проростки [16, р. 8764].
Среди бактерий известны представители рода Bacillus, продуцирующие ксиланазы: B. pumilus, B. halodurans, B. subtilis, B. circulans, B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. pumilis [115-118]. Ксиланазы с высокой температурной стабильностью, кислотно-щелочной стабильностью и адаптируемостью к низким температурам были выделены и очищены из широкого спектра бактерий, обнаруженных в экстремальных условиях. Термостабильные ксиланазы, активные при высокой температуре 60–70°C были выделены из бактерий  Bacillus sp. [116, р. 309], B. halodurans TSEV1 [119], Clostridium thermocellum [120], Rhodothermus marinus [121], Stenotrophomonas maltophila [122], Thermotoga thermarum [123]. Психрофильные ксиланазы не очень распространены, но тем не менее обнаружены у таких бактерий как Clostridium sp. PXLY1 [124], Flavobacterium sp. MSY-2 и Flavobacterium frigidarium [125], Pseudoalteromonas haloplanktis [126]. Щелочеустойчивая ксиланаза была выделена из B. pumilis с оптимумом pH 9,0 и 10,0 [116, р. 310]. Ксиланазы B. halodurans TSEV1 и Geobacillus thermoleovorans показывают максимальную ферментативную активность при pH 9,0 и 8,5 соответственно [119, р. 1044; 127]. Различные виды актиномицетов Nonomuraea, Streptomyces, и Actinomadura так же используют в производстве ксиланолитических ферментов [128]. 
Среди грибов изучены термофильные ксиланазы Thielavia terrestris Co3Bag1 [129], Talaromyces thermophilus [130], Paecilomyces thermophila [131] с оптимальными значениями температур 85°C и 75°C. Щелочные ксиланазы были получены из грибов Aspergillus fumigatus и Cladosporium oxysporum GQ-3 с оптимумом активности при pH 8,0 [132, 133]. 
Грибные и бактериальные ксиланазы активны при температуре от 40°C до 60°C, и представлены в виде одноцепочечных гликопротеинов с молекулярной массой 6-80 кДа [134]. Бактериальные ксиланазы имеют оптимум рН в нейтральной или щелочной среде, что делает их применимыми для многих промышленных применений, в то время как грибные ксиланазы активны преимущественно в кислом диапазоне.
На активность ксиланаз оказывают влияние ионы металлов и химические реагенты. Взаимодействие ионов металлов с сульфгидрильными или карбоксильными группами приводит к изменению конформации белка с последующей инактивацией его ферментативной активности. Во многих случаях была обнаружена общая тенденция отрицательного влияния на активность ферментов ионов тяжелых металлов, таких как Hg2+, Fe2+, Co2+, Mn2+, Ag2+, Cu2+, Pb2+, в то время Ca2+ и Mg2+ оказывает активирующий эффект. Установлено ингибирующее действие мочевины и ЭДТА [135]. Исследование ксиланазы из B. licheniformis показало, что ксиланаза является металлоферментом: активность фермента увеличивается до 200% в присутствие Ca2+, а при добавлении 10 мМ ЭДТА активность снижается на 22,7%. Al3+, Ba2+, Ca2+, Na1+, Zn2+ в концентрации 10 мМ увеличивают активность ксиланазы A.sydowii SBS 45. Активность ксиланазы Bacillus sp. увеличивается в 2,7 раз в присутствие Mn2+. Добавление 1-5% Твин-80 увеличивает активность ксиланазы B. licheniformis на 50%, в то время как 1% SDS снижает активность фермента на 52% [136]. Ингибирование активности в присутствие SDS было отмечено у ксиланазы Aspergillus giganteus [137]. β-Меркаптоэтанол и ДТТ оказывают стимулирующее действие на активность ксиланазы B.amyloliquefaciens из-за блокирования окисления сульфгидрильных групп [117, р. 20-8].
Ксиланазы являются альтернативой существующим промышленным процессам переработки ксилана в различные продукты: бумага, текстиль, продукты питания, корма, фармацевтические препараты и биотопливо, использующих агресивные способы разрушения ксилана с использованием химических веществ. Применение ксиланаз при производстве вышеуказанной продукции способствует регулированию общей экономической составляющей процесса. Существующие методы можно улучшить или создать эффективные стратегии для оптимизации и повышения рентабельности производства ксиланазы с желаемыми характеристиками [16, р. 8767]. 
Известны источники микробиальных ксиланаз, которые выступают достаточно эффективными штаммами-продуцентами [91, р. 2285]. Но, применение генной инженерии позволяет получить ферменты с улучшенными свойствами и облегчает крупномасштабное производство различных важных промышленных ферментов [99, р. 40-9]. Получение белков в экспрессионных системах считается эффективным методом получения ксиланаз с высоким выходом белка и низкой стоимости производства. Экспрессионная система дрожжей и грибов широко используется для экспрессии различных ферментов в гетерологичных условиях [91, р. 2285; 138]. Дрожжи являются привлекательными из-за их способности расти до очень высокой плотности клеток на недорогих питательных средах, секретировать белки в ферментационную среду и возможности проводить посттрансляционные модификации, которые могут улучшить биохимические свойства ферментов [139]. Поэтому представлется привлекательным получение ксиланаз в дрожжах.
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1.3 Термостабильные ферменты
Молекулярные механизмы термостабильности различаются и зависят от конкретного фермента, тем не менее, некоторые общие характеристики, такие как увеличенное количество водородных связей, большее количество ионных взаимодействий, лучшие гидрофобные взаимодействия, более короткие поверхностные петли, количество дисульфидных связей, более жесткая и компактная упаковка, снятие конформационной деформации, стабильность α-спирали, пониженная энтропия развертывания, CG богатые кодоны, соотношение заряженных аминокислот в сравнении с незаряженными аминокислотами, посттрансляционные модификации и присутствие стабилизирующих компонентов могут быть идентифицированы как факторы, влияющие на стабильность [117, р. 20-2]. 
Более общие характеристики стабилизации, такие как олигомерное состояние, количество дисульфидных мостиков, количество и объем полостей, то есть компактность, не обнаруживают корреляции с термостабильностью некоторых α-амилаз. Основные факторы, влияющие на термостабильность α-амилазы, включают: наличие кальция, субстрата и других стабилизаторов. Стабилизирующий эффект крахмала наблюдается в α-амилазах Bacillus licheniformis CUMC 305, Lipomyces kononenkoae и Bacillus sp. ВН11 [49, р. 2402]. При сравнении аминокислотных последовательностей и структур α-амилаз Bacillus licheniformis B4-423 и Bacillus amyloliquefaciens BAA обнаружили две возможные причины термостабильности α-амилазы Bacillus licheniformis B4-423: две аминокислоты в Bacillus amyloliquefaciens BAA – Glu178-Glyl79, образуют выпуклость в домене B α-амилазы Bacillus amyloliquefaciens BAA. Отсутствие вставки Glu178-Glyl79 является одним из факторов, определяющих термостабильность α-амилазы Bacillus licheniformis B4-423. Еще одной причиной является наличие аланина в положении 298, что улучшает термостабильность α-амилазы Bacillus licheniformis В4-423 [59, р. 329].
Температурная стабильность ксиланаз обусловлена структурными особенностями. Наличие дополнительных дисульфидных и солевых мостиков, гидрофобных боковых цепей и N-концевых остатков пролина способствует уменьшению конформационной свободы структуры белка. Таким образом, это помогает обеспечить большую стабильность белка при более высокой температуре. Различные структурные модификации, такие как высокое отношение треонин/серин и высокозаряженные остатки такие как аргинин вызывают усиленное полярное взаимодействие и стабилизацию области α-спирали и вторичных структур. Глобулярная структура ксиланазы имеет большое количество ионных пар и ароматических остатков на поверхности белка, что приводит к усилению взаимодействия. Жесткость белка (так называемый слабый B фактор) в сочетании со слабой гибкостью приводит к высокой жесткости третичной структуры в экстремальных физических условиях. Присутствие ионов двухвалентных металлов и удаление N- или C-концевых неупорядоченных остатков защищают ксиланазы от инактивации нагреванием и протеазами. Наличие углеводсвязывающих модулей (CBM22 и CBM9) на N- или C-конце часто придает ксиланазе термостабильность [99, р. 40-1]. 
Рекомбинантные технологии показали высокую эффективность в повышении термостабильности гидролитических ферментов [140]. Для эукариотических систем экспрессии характерны пострансляционные модификации, среди которых распространено гликозилирование. Большинство секретируемых белков подвергается N-гликозилированию, которое влияет на биохимические характеристики белка [141]. Авторами была получена гликозилированная эстераза FAEA из Aspergillus niger, которая оказалась менее термостабильной, чем негликозилированная форма этого белка, полученного в E.coli [142]. Экспрессированная в дрожжах Pichia pastoris β-глюкуронидаза из Penicillium purpurogenum показала повышение показателей функциональных характеристик фермента после гликозилирования в сравнении с нативным ферментом [143]. Отмечалось повышение биохимической стабильности многих белков при N-гликозилировании, но среди исследований встречаются противоположные данные. Рекомбинатная щелочная α-амилаза из Bacillus sp., секретируемая в дрожжах P.pastoris оказалась менее термостабильной, чем природная форма целевого белка [144].
В таблице 1 приведены термостабильные α-амилазы и ксиланазы и их основные биохимические характеристики.

Таблица 1 – Термостабильные ферменты

	Штамм
	Фермент
	Температурный оптимум, °С
	pH оптимум

	B. stearothermophilus
	α-амилаза
	80-82
	5,6

	G. thermodenitrificans
	α-амилаза
	80
	5,5

	G. thermoleovorans
	α-амилаза
	100
	7,0

	Pyrococcus furiosus
	α-амилаза
	115
	5,6

	P. woesei
	α-амилаза
	95
	5,5

	Thermococcus sp.CL1
	α-амилаза
	98
	6,0

	B.subtilis
	Ксиланаза
	55
	7,0

	Thermoanaerobacterim thermosaccharolyticum
	Ксиланаза
	65
	6,5

	Geobacillus thermodenitrificans A333
	Ксиланаза
	70
	7,5

	Bacillus amyloliquefaciens strain SK-3
	Ксиланаза
	50
	9,0

	Talaromyces thermophilus
	Ксиланаза
	75
	7,0

	Aspergillus oryzae HML366
	Ксиланаза
	65
	6,0

	Примечание – Составлено по источникам [138, р. 1192; 145-155]



Поиск и изучение термостабильных ферментов аргументируется их уникальными свойствами. В производстве использование термостабильных ферментов имеет ряд преимуществ. Например, применение термостабильных ферментов в промышленных процессах ограничивает вероятность микробного загрязнения в течение длительного времени работы реакторов и вызывает инактивацию нежелательных ферментов из сырья. Кроме того, небольшая активность термостабильных ферментов при низких температурах позволяет остановить реакцию простым охлаждением. Дополнительным преимуществом высокотемпературного катализа является повышенная растворимость реагентов и снижение вязкости реакционной среды. Производству термостабильных ферментов в промышленном масштабе способствует клонирование и экспрессия генов из термофилов в клетках экспрессионных систем мезофильных микроорганизмов. Более того, удовлетворительный уровень очистки рекомбинантных ферментов может быть достигнут путем осаждения термолабильных клеточных белков при повышенных температурах.
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1.4 Применение α-амилаз и ксиланаз
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1.4.1 Переработка крахмалсодержащего сырья
В процессе разжижения крахмала α-амилаза имеет важное значение в гидролизе крахмала. Глюкозный и фруктозный сиропы являются продуктами осахаривания крахмала [156]. Переработка крахмала включает три этапа: желатинизация, разжижение и осахаривание, которые показаны на рисунке 8. 

[image: ]

Рисунок 8 – Три этапа конверсии крахмала: желатинизация, разжижение и осахаривание 

Примечание – Составлено по источнику [157] 
На первом этапе гидролиза крахмала – желатинизации, гранулы крахмала растворяются в воде и образуется вязкая жидкость. В результате данного этапа образуется амилоза и амилопектин. В ходе следующего этапа – разжижения – происходит частичный гидролиз остатков крахмала до образования короткоцепочечных декстринов в присутствие α-амилазы, тем самым происходит снижение вязкости раствора крахмала. В процессе разжижения гранулы крахмала клейстеризуются при 105-110°С в течение 5 минут (рН 5,8-6,5), затем гидролизуются термостабильной α-амилазой при 95°С в течение 2-3 часов [158]. После разжижения рН доводят до 4,2-5,0 и снижают температуру до 55-60°С для стадии осахаривания. При осахаривании происходит дальнейший гидролиз с образованием глюкозного сиропа, фруктозного сиропа и мальтозы. Эту реакцию осуществляют глюкоамилазы, которые являются экзо-амилазами, так как катализируют α-1-4-гликозидные связи невосстанавливающей части. Сироп фруктозы широко используется в производстве напитков в качестве искусственного подсластителя, который можно получить путем изомеризации сиропа с высоким содержанием глюкозы под действием глюкозоизомеразы [159].
Сообщалось о некоторых α-амилазах, гидролизующих крахмал, которые могут действовать при нативном рН крахмала, тем самым можно исключать стадию регулирования рН в процессе осахаривания крахмала. Степень гидролиза кукурузного и пшеничного крахмала при 60°C составляет 65,5 и 70,3% при содержании крахмала 10% [160]. Была установлена степень гидролиза 1% необработанного пшеничного и кукурузного крахмала за 4 часа 60 и 37% с использованием α-амилазы B. licheniformis ATCC 9945a в концентрации 0,07 ед на 1 мг крахмала [161]. α-Амилаза из Alicyclobacillus sp. при использовании 0,5 ед фермента на 1 мг крахмала гидролизовала 52,0% 1,0%-го кукурузного крахмала за 2 часа [162]. В то время как α-Амилаза Geobacillus thermoleovorans subsp. stromboliensis при 500 ед/г крахмала гидролизовала 50,0% кукурузного крахмала (20%) за 12 часов [163].
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1.4.2 Ксиланазы в целлюлозно-бумажной промышленности
Традиционно в выщелачивании используются такие отбеливащие агенты как хлор. С переходом большинства производств на низкотоксичные технологии возросла актуальность применения лигноцеллюлолитических ферментов в отбеливании бумаги. Ксиланазы гидролизуют ксилан, который связан с лигнином в целлюлозном волокне. Разрушение ксилана таким образом приводит к разделению этих компонентов, и повышает уровень экстракции лигнина из пульпы [164]. Применение ксиланаз в комбинации с лигниндеградирующими ферментами увеличивает оптическую яркость древесной пульпы [108, р. 253; 165]. В результате ферментативной обработки на целлюлозное волокно увеличивается сила сцепления волокон бумаги и повышается прочность бумаги за счет разложения ксилана и удаления лигнина [166]. В целом, использование ферментов представляет собой высокоселективный, нетоксичный и экологически безопасный способ биоотбеливания.
Переработка бумаги и целлюлозы из биомассы происходит при различных значениях pH и температуры. Больше всего подходят для биоотбеливания термо-щелочные ксиланазы. К примеру, из алкалофильного штамма Bacillus sp. выделена термостабильная ксиланаза, имеющая активность при температуре 60°C и pH 6-10 и которую используют для биоотбеливания крафт-целлюлозы [167]. Ксиланаза из S. thermophilum активна при 50-70°C и используется для отбеливания пульпы багассы [89, р. 1724]. Алкалофильную ксиланазу из B. licheniformis Alk-1 использовали для ферментативной предварительной обработки в технологии отбеливания эвкалиптовой крафт-целлюлозы [168]. Предварительная ферментативная обработка с использованием ксиланазы способствует созданию целлюлозных нановолокон с улучшенной кристалличностью из неотбеленной пульпы багассы и эвкалипта [169]. Zhang et al. предположили, что применение коммерческого фермента Novozyme X2753, основу которого составляет эндо-1,4-β-ксиланаза из Trichoderma viride может упростить процесс производства и очистки целлюлозных нановолокон [170]. Было установлено, что ксиланаза может непосредственно воздействовать на неотбеленную целлюлозу, где фермент действует на связи между гемицеллюлозой и целлюлозой. Данный эффект ведет к тому, что наличие небольшого количества гемицеллюлоз в нанофибриллах целлюлозы повышает эффективность блокирования света и, следовательно, энергоемкость солнечных батарей. Полученная в результате биовыщелачивания целлюлоза уже может выступать в качестве потенциального субстрата для гибких солнечных батарей. 
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1.4.3 Использование α-амилаз и ксиланаз в качестве компонента кормовых добавок
Переход сельского хозяйства на промышленное животноводство привело к тому, что даже использование селективно выведенных пород животных (крупнорогатый скот, свиньи, птицы) и применение высокоэнергетических кормов не решает проблему максимальной усвояемости кормов и требует применения кормовых ферментов.
α-Амилазы могут улучшать усвоение корма и повышать доступность крахмала за счет разрыва специфических химических связей и деградации компонентов корма, которые ферменты животных не могут переварить [171]. На активность ферментов может влиять множество факторов. Некоторыми из этих параметров могут быть растительное происхождение, физико-химические и структурные характеристики, гранулярная структура крахмала, содержание амилозы, аморфные и кристаллические области крахмала [172]. Исследования показали эффективную помощь α-амилаз в качестве добавки при внесении кормов.  Добавление в корм для птицы амилазы и ксиланазы увеличивало общую концентрацию редуцирующих сахаров и улучшало доступность питательных веществ [173]. Более того, использование ферментов с высокой устойчивостью в широком диапазоне pH и температуры в рецептурах кормов позволило улучшить корма для бройлеров, что показало значимость стабильных ферментов в кормовых добавках [174].  
Ксиланазы играют важную роль в кормах для животных, расщепляя арабиноксилан кормового ингредиента и уменьшая вязкость сырья. Эндоксиланазы и целлюлазы из Aspergillus japonicus C03 с высокой стабильностью в условиях рубца коз показали эффективность для применения в кормах для жвачных животных [175]. Ксиланазы используются в кормах для животных на протяжении десятилетий, так как улучшают процессы пищеварения у птицы. Добавление ксиланазы показало улучшение прироста веса и конверсии корма из-за повышения усвояемости арабиноксилана в рационах животных с однокамерным желудком [176]. Исследователи сообщали об использовании экзогенной ксиланазы в рационах птицы для снижения содержания клетчатки [177]. Экзогенные ферменты эффективно улучшали питательную ценность побочных продуктов биоэтанола, полученным из кукурузы [178]. Эндо-1,4-β-ксиланазы используются в качестве кормовых добавок для откорма цыплят и свиней [179].

[bookmark: _Toc128419374]1.4.4 Применение амилаз и ксиланаз в пищевой промышленности
Важным применением амилаз является хлебопекарная промышленность. Для предотвращения черствения хлеба, хлебобулочных изделий, для улучшения их текстуры и срока годности в тесто добавляют различные добавки [180]. Известно, что бактериальные мальтогенные α-амилазы действуют как агенты, предотвращающие черствение, тем самым снижая плотность мякиша при хранении за счет продукции мальтоолигосахаридов (DP 2-12) и позволяют дрожжам действовать непрерывно во время брожения теста и на начальных стадиях выпечки [181]. Несколько исследований показали, что добавление α-амилаз в тесто улучшает зернистость мякиша, объем, текстуру, вкус и срок хранения хлеба [182, 183]. α-Амилаза из Geobacillus thermoleovorans представляет собой амилазу с высоким образованием мальтозы, которая улучшает структуру мякиша, текстуру и срок годности [66, р. 179]. Хлеб, приготовленный путем добавления в тесто α-амилазы из Bacillus acidicola, имел более повышенное содержание влаги, сниженное содержание сахаров и растворимого белка. Отмечено, что у такого хлеба более длительный срок хранения при комнатной температуре с сохранением текстуры и мягкости [182, р. 1503].
В хлебопечении используются и ксиланазы. Наряду с крахмалом, хлеб содержит гемицеллюлозы – арабиноксилан. Ксиланаза способна растворять неэкстрагируемый водой арабиноксилан и переводить его в растворимое состояние [184], что помогает в равномерном распределении воды и  образовании глютеновой сети в тесте. В целом, добавление ксиланазы улучшает такие реологические свойства теста как мягкость, растяжимость, и эластичность, улучшает специфический объем хлеба и твердость мякиша [185]. Дополнительно отмечено, что продукты распада арабиноксилана – арабино-ксилоолигосахариды имеют выраженную биологическую ценность [186].
Использование ксиланазы GH11 из Penicillium occitanis Pol6 приводило к улучшению процесса выпечки хлеба в виде снижения водопоглощения (до 8%) и увеличения подъема теста (до 36,8%), увеличение удельного объема хлеба (до 34,9%) [187]. Ghoshal и др. использовали ксиланазу для производства цельнозернового хлеба [188]. Высокоактивная ксиланаза, полученная из Bacillus licheniformis при использовании низкой дозировки фермента была использована в хлебопечении. Применение данной ксиланазы улучшила свойства теста: была достигнута желаемая текстура, изменился и стал более привлекательным цвет и внешний вид хлеба, изменилась структура мякиша [186, р. 43]. Рекомбинантная ксиланаза (r-XynBS27) полученная в Pichia pastoris (ген xynBS27 из Streptomyces sp. S27) была использована в качестве добавки при выпечке хлеба, в результате увеличился объем хлеба и уменьшилось содержание сахаров [189].
Ксиланазы используются в ферментативных процессах экстракции и осветлении фруктовых соков. Свежевыжатые соки фруктов содержат полисахариды: целлюлозу, гемицеллюлозу, пектин, что снижает качество сока [190]. Использование ферментов снижает вязкость и предотвращает образование скоплений, что повышает прозрачность, аромат и цвет сока [190, р. 184]. Иммобилизованную ксиланазу, полученная из Bacillus pumilus VLK-1 использовали для обогащения апельсинового и виноградного сока [119, р. 1044]. Частично очищенная ксиланаза из Streptomyces sp. AOA40 использовалась в производстве фруктовых соков для повышения прозрачности соков из яблок, апельсина и винограда. В результате чего, мутность соков снизилась на 17-18% [191]. Ксиланаза из P. acidilactici GC25 была использована для обработки киви, яблока, персика, апельсина, абрикоса, винограда и граната, в которых наблюдалось увеличение количества редуцирующих сахаров при уменьшении мутности сока [192].
Продукты ферментативного гидролиза ксилана – ксилоолигосахариды – имеют различные применения в биотехнологии, фармацевтике, пищевой и кормовой промышленности [193]. Особенностью ксилоолигосахаридов является то, что они практически не гидролизуются и не всасываются в желудочно-кишечном тракте человека, что предрасполагает их применение в качестве пребиотиков. Отмечено, что ксилоолигосахариды избирательно стимулируют рост ряда кишечных микроорганизмов, которые регулируют деятельность пищеварительной системы человека [194, 195]. Использование ксилоолигосахаридов в качестве пищевой добавки помогает снизить уровень холестерина, ингибирует ретроградацию крахмала, улучшает биодоступность кальция, тем самым улучшая питательные и органолептические свойства пищи. Имеются публикации, свидетельствующие о применении ксилоолигосахаридов в фармацевтической индустрии вследствие их  иммуномодулирующей [196], противораковой [197], противомикробной, антиоксидантной [198], противоаллергической и противовоспалительной [199] активности. 
Перспективно применение ферментов для разрушения биопленок, являющимися формой микробных сообществ, фиксированных на различных абиотических и биотических поверхностях. Биопленки состоят из микробных клеток и ассоциированного с ними внеклеточного матрикса, который состоит из полисахаридов, белков и ДНК. Бактериальные биопленки устойчивы к действию различных стрессов и в том числе к действию антибиотиков, дезинфицирующих химических веществ. Отмечена антибиопленочная активность щелочной и термостабильной α-амилазы, продуцируемой морской разновидностью Bacillus cereus против биопленки, формирующихся Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus [200]. Крейген и др. сообщили об ингибировании биопленки Staphylococcus aureus с использованием α-амилазы микробного происхождения [201]. Для эффективного разрушения биопленок дополнительно к ферментам амилолитического комплекса необходимы протеазы и нуклеазы, в таком случае ферментный коктейль будет эффективным средством разрушения биопленок.
Таким образом, резюмирую вышеизложенное можно отметить, что получение и изучение термостабильных ферментов в настоящее время остается актуальным для промышленного применения во всем мире. Альфа-амилаза и ксиланаза бактериального происхождения являются модельными ферментами для исследований структурных и биохимических свойств термостабильных белков. Во-первых, α-амилаза и ксиланаза относятся к семейству гликозид гидролаз (GH), которые расщепляют растительные полисахариды. Во-вторых, оба фермента обладают строгой субстратной специфичностью, что позволяет  получить более точные показатели функциональных свойств и использовать их в качестве модельных белков в молекулярной биологии. Альфа-амилазы и ксиланазы в настоящее время являются наиболее значимыми ферментами, используемые во многих отраслях промышленности. Изучение α-амилаз и ксиланаз происходит постоянно на протяжении нескольких десятилетий, что подтверждает необходимость дополнительных исследований для обеспечения высококачественного масштабного производства.
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2 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
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2.1 Объекты исследования и методы проведения экспериментов
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2.1.1 Вектора, штаммы
Плазмиды pET28c(+) (Novagen, UK) и pPICZαA (Invitrogen, USA) использовали для конструирования бактериальных экспрессионных и дрожжевых челночных векторов, соответственно. Были использованы штаммы Escherichia coli DH5α (F– φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rK–, mK+) phoA supE44 λ–thi-1 gyrA96 relA1) и ArcticExpress(DE3)RP (– ompT hsdS(rB – mB–) dcm+ Tetr gal λ(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gentr] [argU proL Strr]), ферменты производства Thermo Fisher Scientific и Novagen (Merck4Biosciences, France), и клетки метилотрофных дрожжей Pichia pastoris штамм X-33 производства Invitrogen.
Штамм DH5α использовали в создании экспрессионных векторов при отборе плазмид, содержащих целевой ген. Штамм ArcticExpress(DE3)RP содержит шапероны психофильной бактерии Oleispira antarctica Cpn10 и Cpn60, которые адаптированы к низким температурам. Присутствие данных белков позволяет добиться 30% фолдирующей активности при 12°С и достигает максимума при температуре 30°С. Шапероны штамма ArcticExpress(DE3)RP Cpn10 и Cpn60 обеспечивают повышение уровня экспрессии белка при более низких температурах, таким образом увеличивается выход растворимого рекомбинантного белка в активной форме.
Штамм дрожжей Pichia pastoris X-33 является диким штаммом (wild-type), не содержит изменений в геноме и усваивает метанол в качестве источника углерода. На первом этапе метаболизма метанола происходит окисление метанола, который переходит в формальдегид в присутсвии молекулярного кислорода и фермента алкоголь оксидазы. Дополнительным продуктом этой реакции является перекись водорода. Метаболизм метанола происходит в пероксисоме, чтобы исключить токсичное действие перекиси водорода. Как известно пероксисомы изолируют побочные токсичные образования от остальной части клетки. Алкогольоксидаза имеет слабое сродство к кислороду и Pichia pastoris компенсирует это за счет образования большого количества фермента. Промотор (AOX1) обеспечивает регуляцию продукции алкогольоксидазы, которая используется для регуляции экспрессии генов гетерологичных белков в метилотрофных дрожжах Pichia pastoris [202].
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2.1.2 Субстраты и реактивы
[bookmark: _Toc128419379]2.1.2.1 Субстраты
В качестве субстрата использовали березовый ксилан, целлюлозу, карбоксиметилцеллюлозу, крахмал (Sigma-Aldrich, США), буковый ксилан (Megazyme, Ирландия), и пуллулан (Tokyo Chemical Industry, Япония). 
Приготовление березового ксилана проводили самостоятельно с использованием березовых опилок. Измельченные березовые опилки заливали дистиллированной водой из расчета на 1 грамм опилок 40 мл воды. Полученную смесь автоклавировали в течение 30 минут при давлении 1 атм и температуре 121°С. Надосадочную жидкость удаляли и проводили спиртово-водную экстракцию. Готовили смесь этиловый спирт : вода в соотношении 1:1 и кипятили с обратным холодильником при 90°С в течение 1 часа. Надосадочную жидкость удаляли и повторно проводили спиртоводную экстракцию в течение 2 часов при температуре 90°С. После удаления надосадочной жидкости образовавшийся осадок промывали 200 мл дистиллированной водой и сушили при 105°С в течение 1 часа. Ксилан экстрагировали раствором 4% (м/об) NaOH охлажденного до 18°С из расчета 1:40 по соотношению растворитель/сухая масса. Полученную суспензию встряхивали на шейкере при 18°С в течение 6 часов, раствор пропускали через фильтр и нейтрализовали уксусной кислотой до рН 6,0, после чего добавляли 90% спирт в соотношении 1:1. Фильтрат отстаивали в холодильнике при 4-6°С в течение 16 часов и центрифугировали при 6000×g, в течение 10 минут при 4°С. Надосадочную жидкость удаляли и дважды повторили процедуру отмывки спиртом. Промытый осадок сушили в сушильном шкафу при температуре 50°С.  В результате был получен порошок светло-кремового цвета. При добавлении холодной воды ксилан набухает аналогично крахмалу и другим подобным полимерам.
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2.1.2.2 Химические реактивы
В качестве стандартов для тонкослойной хроматографии использовали глюкозу, мальтозу, мальтотриозу, мальтотетраозу, мальтопентаозу, ксилозу, ксилобиозу, ксилотриозу, ксилотетраозу, ксилопентаозу, ксилогексаозу производства Megazyme (Ирландия) и Sigma-Aldrich (США). Для определения ферментативной активности использовали 3,5 – динитросалициловую кислоту (Sigma Aldrich, Германия). Все реактивы, использованные в работе, производства Sigma-Aldrich, AppliChem, Promega, Amresco с категорией чистоты – «Для молекулярной биологии».
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2.1.2.3 Олигонуклеотиды
Дизайн олигонуклеотидов для клонирования проводился на основе анализа последовательности соответствующих генов из данных NCBI (GenBank), проверка их in silico осуществлялялась с использованием программы Clone Manager Suite7 и SnapGene. Нуклеотидная последовательность праймеров AOX1 Forward и AOX1 Reverse использовалась из описания набора Expression Kit Pichia Easy Select (Invitrogen). Последовательность олигонуклеотидов Т7_fw, Т7_rv использовалась на основе плазмидной карты вектора рЕТ-28с(+). Все олигонуклеотиды были синтезированы в РГП «Национальный центр биотехнологии» (Астана). Нуклеотидная последовательность олигонуклеотидов приведена в таблице 2.


Таблица 2 – Нуклеотидная последовательность использованных в работе олигонуклеотидов

	Олигонуклеотиды
	Последовательность в направлении 5’-3’

	27F
	AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

	1492R
	TACGGTTACCTTGTTACGACTT

	pJET1.2_F
	CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

	pJET1.2_R
	AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

	Т7fw
	TAATACGACTCACTATAGGG 

	Т7rv
	TAATACGACTCACTATAGGG

	AOX1_F
	GACTGGTTCCAATTGACAAGC 

	AOX1_R
	GCAAATGGCATTCTGACATCC

	AmyT5fw
	ATGAAACAACAAAAACGGCTTTAC

	AmyT5rv
	TCTTGAACATAAATTGAAACCGA

	AmyT5_NdeI
	GGAATTCCATATGGCAAATCTTAATGGGACGCTG

	AmyT5_NotI
	TTTCCTTTTGCGGCCGCTCTTTGAACATAAATTGAAAACCG

	AmyT5_EcoRI
	CCGGAATTCCGGATGAAACAACAAAAACGGCTTTA

	XynT6fw
	ATGTTTAAGTTTAAAAAGAATTTCTTAG

	XynT6rv
	TTACCACACTGTTACGTTAGAACT

	XynT6_NcoI
	CATGCCATGGCTAGCCCAGACTACTGGCAA

	XynT6_NotI
	TTTTCCTTTTGCGGCCGCCCACACTGTTACGTTAGAACTTC

	XynT6_EcoRI
	CCGGAATTCGCTAGCCCAGACTACTGGC



Температура отжига для всех олигонуклеотидов составила 55°С.
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2.1.3 Питательные среды
Штаммы Escherichia coli культивировали в питательной среде Леннокс бульон (Broth-Lennox, ЛБ) и супероптимальном бульоне с катаболитной репрессией (SOC). Для выделения и культивирования штамма Bacillus licheniformis T5 использовался питательный агар производства HiMedia (Индия) с добавлением 1% крахмала. Концентрация агара в твердых средах составляла 1,5%. При выделении штамма Bacillus sonorensis T6 использовали основную (базальную) среду. Клетки дрожжей Pichia pastoris Х-33 культивировали на средах YEPD, YEPG, YEPM. Составы всех использованных в работе сред приведены в таблице 3.

Таблица 3 – Составы питательных сред

	Наименование
	Состав

	1
	2

	ЛБ
	0,5% дрожжевой экстракт, 1% триптон, 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

	Питательный агар
(Nutrient agar)
	0,5 % пептон, 0,5% NaCl, 0,15% мясной экстракт, 0,15% дрожжевой экстракт, 1,5% агар, pH 7,4

	Продолжение таблицы 2


	1
	2

	Базальная среда
	NaNO3 3, K2HPO4 0,5, MgSO4x7H2O 0,2, MnSO4xH2O 0,02, FeSO4xH2O 0,02, CaCl2x2H2O 0,02, дрожжевой экстракт 5, 1% березового ксилана, pH 7,2



[bookmark: _Toc128419383]2.1.4 Выделение бактериальных изолятов
Штаммы бактерий были выделены из почвы различных регионов Казахстана. Выделение и получение чистой культуры бактерий включало следующие этапы: 1 г почвы суспендировали в 9 мл физиологического раствора (0,9% NaCl), полученную суспензию разбавляли в 10 раз и 100 мкл высевали на чашки с питательным агаром, которые инкубировали при 37°C в течение 48 часов. 
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2.1.5 Выделение ксиланолитического штамма
Для выделения ксиланолитического штамма образовавшиеся на питательном агаре колонии переносили на чашки с базальной агаризованной средой, содержащей 1% березовый ксилан. После 48 часов инкубации наносили 0,1% раствор конго красного, выдерживали в течение 15 минут и добавляли 1М NaCl. Положительные колонии переносили в новую чашку с питательным агаром и проверяли чистоту и однородность колонии методом окрашивания по Граму и световой микроскопией.
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2.1.6 Выделение амилолитического штамма
Селекцию амилолитических штаммов проводили на питательном агаре с добавлением 0,2% крахмала, инкубировали при 37°C в течение 48 часов, после чего наносили раствор Люголя. Образование зон просветления подтверждало ксиланолитическую и амилолитическую активность выделенных штаммов. Положительные колонии переносили в новую чашку с питательным агаром и проверяли чистоту и однородность колонии методом окрашивания по Граму и световой микроскопией.
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2.1.7 Идентификация штаммов
[bookmark: _Toc128419387]2.1.7.1 Идентификация штаммов по культурально-морфологическим признакам
Исследование морфологических свойств  выделенных изолятов проводили методом световой микроскопии с использованием набора для окрашивания по Граму (Sigma-Ardrich) по протоколу изготовителя. При исследовании культурально-морфологических свойств учитывалась форма клеток, подвижность, образование спор и реакция на окрашивание по Граму. Определяли характер роста штамма в жидкой и твердой питательной среде: образование и форма осадка, степень помутнения среды, формирование пленки, цвет, консистенция и форма колоний. Характеристики каждого изолята сравнивали с данными из «Руководства по систематической бактериологии» Берджи. 
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2.1.7.2 Идентификация штаммов с помощью системы MALDI-TOF Biotyper
Идентификацию штаммов по протеомным признакам проводили с использованием MALDI-ToF-масс-спектрометрии производства Bruker (Германия). Принцип идентификации микроорганизмов с помощью системы MALDI Biotyper® (MBT) заключается в сравнении масс-спектра рибосомальных белков неизвестного микроорганизма с библиотекой референтных масс-спектров из базы данных.
Бактериальные штаммы культивировали до образования колоний, колонии скалывали стерильной бактериальной петлей в асептических условиях и помещали на полированную стальную пластину-мишень, к образцу добавляли 1 мкл насыщенного раствора α-циано-4-гидроксикоричной кислоты в 50% ацетонитриле, содержащем 2,5% трифторуксусной кислоты. Видовую идентификацию бактерий проводили с помощью МС-анализа (MALDI-TOF Biotyper Microflex LT; Bruker Daltonics, Бремен, Германия), где каждую колонию бактериальных изолятов анализировали в трех повторностях с использованием программного обеспечения FlexControl (3.0, Bruker), а затем полученные спектры сравнивали с эталонной базой данных.
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2.1.8 Идентификация штаммов путем секвенирования фрагмента консервативного локуса 16S рРНК
[bookmark: _Toc128419390]2.1.8.1 Выделение геномной ДНК 
Культуру штаммов подращивали в жидкой питательной при 37°С в течение 16-20 часов при встряхивании 150 об/мин в термостатируемом шейкере-инкубаторе. Сбор клеток проводили центрифугированием при 6000×g, при 4°C в течение 7 минут. Геномную ДНК из клеток бактерий выделяли с использованием набора Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) по протоколу изготовителя.
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2.1.8.2 Амплификация и очистка фрагмента 16S рРНК
Для секвенирования участка гена 16S РНК проводили амплификацию методом ПЦР. Ген 16S РНК амлифицировали из геномой ДНК бактерий с использованием олигонуклеотидов: 27F и 1492R. Реакционная смесь (финальный объем 25 мкл) состояла из 2,5 мкл 10Xреакционного буфера для Taq-полимеразы (Thermo Fisher Scientific), 1,5 мкл 25 мМ MgCl2, 2 мкл смеси dNTP (2 мМ стоковый раствор), 1 мкл обратного и прямого олигонуклеотидов  (10 μM стоковый раствор), 50-100 нг ДНК, 1 мкл Taq DNA полимеразы (5000 U/mL), и доводили объем до 25 мкл безнуклеазной водой. Условия амплификации были следующими: начальная денатурация 95°C – 5 мин; затем 30 циклов при 95°C – 1 мин, 55°C – 1 мин, и 72°C – 1,5 мин; и последняя элонгация при 72°C – 10 мин. 
Очистку ПЦР-продукта от несвязавашихся олигонуклеотидов и оставшихся дезоксинуклеотидов (dNTP) проводили с использованием ферментов Exonuclease I (Exo I, Thermo scientific) и FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo scientific). На 10 мкл ПЦР-продукта вносили 1 мкл FastAP™ и 0,5 мкл Exo I, инкубировали при 37°C в течение 30 минут, инактивацию проводили при 85°C в течение 15 минут.
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2.1.8.3 Секвенирование 16S рРНК
Определение нуклеотидной последовательности проводили по методу Сэнгера [57, р. 380] с применением «BigDye Terminanor v 3.1 Cycle sequencing Kit» (Applied Biosystems). Состав реакционной смеси: плазмидная ДНК – 1 мкл (70-150 нг); олигонуклеотид (3,2 мкМ) – 1 мкл; Terminator Ready Reaction Mix – 1 мкл; Reaction Buffer 5x – 2 мкл; безнуклеазная вода – 5 мкл. Программа амплификации имела следующие усиловия: 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 сравнение их с референтными последовательностями  проводили с использованием пакета программ Vector NTI и базы данных NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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2.1.9 Горизонтальный электрофорез в агарозном геле
Анализ результатов амплификации проводился путем разделения фрагментов ДНК в 1% агарозном геле в трис-ацетатном буфере с ЭДТА и добавлением этидиум бромида (15 мкг на 100 мл геля). Детекцию ПЦР-продуктов осуществляли под ультрафиолетом при длине волны 312 нм. Разделение ПЦР-продуктов проводили при напряжении 120 В в течение 20 минут. 
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2.1.10 Вертикальный электрофорез в полиакриламидном геле
Электрофоретическое разделение белков проводили по методу Лэммли [56, р. 570]. Гели окрашивали в растворе 2% Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma), содержащий 50% этанол и 10% уксусную кислоту. Инкубацию в кумасси проводили в течение 1-16 часов. Обесцвечивание гелей проводили в течение 3 часов в растворе, содержащий 25% этанол и 7,5% уксусную кислоту.  Полученные результаты документировали и анализировали с использованием маркера молекулярных масс коммерческого производства (Thermo scientific, New England Biolabs).
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2.1.11 Зимографический анализ
[bookmark: _Toc128419396]2.1.11.1 Зимографический анализ на ксилане
Исследуемые бактериальные штаммы инокулировали в трех вариантах базальной среды с добавлением различных дополнительных источников ксилана: 1) 1% пшеничные отруби; 2) 0,5% березовый ксилан; 3) 0,5% березовый ксилан и 0,01% ксилоза и культивировали при 37°C и 120 об/мин в шейкере-инкубаторе в течение 120 часов. Культуральную жидкость центрифугировали при 10 000 × g в течение 30 минут при температуре 4°C. Надосадочную жидкость подвергали электрофоретическому разделению в 10% полиакриламидном геле, сополимеризованным с 0,2% березовым ксиланом без β-меркаптоэтанола. Условия проведения электрофореза: 90 В в течение 15 минут и 120 В в течение 1 часа. Гель промывали раствором 2,5% Triton X-100 в течение 1 часа, затем инкубировали в 100 мМ фосфатном буфере (pH 6,8) при 50°C в течение 1 часа согласно Vandooren [203, 204]. После окончания инкубации гель окрашивали раствором 0,1 % Конго красный и обесцвечивали 1 M NaCl в течение 10 мин. Результаты документировали и подвергали хромато-масс-спектрометрическому анализу.
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2.1.12 Хромато-масс-спектрометрический анализ секреторных ферментов
Из геля после зимографического анализа вырезали фрагмент, содержащий образец требуемых белков. Белки экстрагировали из образцов геля и обрабатывали, как описано в [205, 206]. Затем 15 мкл 190 мМ бикарбоната аммония добавляли к 100 мкл 13,33 нг/мкл трипсина (Promega, V5280), вносили 15 мкл 190 мМ бикарбоната аммония для активации фермента. Образцы инкубировали при 37C в течение 16 часов. Пептидную смесь очищали в наконечниках для пипеток ZipTip C18 (Millipore, слой 0,6 мкл, ZTC18S096). Надосадочную жидкость, содержащую пептиды, высушивали при 35°С в SpeedVac в течение 30 минут, далее суспендировали в 10 мкл 0,1% трифторуксусной кислоты для хромато-масс-спектрометрии. Использовалась улавливающая колонка (предколонка Acclaim PepMap100 C18, 5 мм × 300 мкм; частицы 5 мкм; Thermo Scientific) и насос для ВЭЖХ Dionex (Ultimate 3000 RSLCnano System, Thermo Scientific). Пептиды разделяли на колонке Acclaim Pep-Map RSLC (15 см × 75 мкм, частицы 2 мкм; Thermo Scientific) с 75-минутным многоступенчатым градиентом ацетонитрила (буфер A: 0,1% муравьиной кислоты; буфер B: 90% ацетонитрил/10% H2O в 0,1% муравьиной кислоте) при скорости потока 0,3 мкл/мин. Для ионизации пептидов использовали капиллярный источник ионов CaptiveSpray с напряжением на капилляре 1300 В. Скорость сухого газа составила 3,0 л/мин при температуре 150°C. Данный источник ионов был сопряжен с системой жидкостной хроматографии Impact II (Bruker). Для количественной оценки спектры МС с полным сканированием получали со спектральной частотой 2,0 Гц с последующей записью 1 тандемного масс-спектра. Для получения данных из образца были выбраны 2 наиболее распространенных иона-предшественника для фрагментации, в результате чего общее время цикла составило 3 с. Диапазон масс МС-сканирования был установлен таким образом, чтобы охватывать m/z диапазон от 150 до 2200 в режиме положительной полярности ионов. Для выполнения поиска в базе данных NCBInr 20140923 (49 710 996 последовательностей; 17 838 311 419 остатков) использовалось программное обеспечение Mascot. Параметры поиска были установлены следующим образом: переменные модификации, окисление (М), допуск по массе фрагментного иона; устойчивость к исходному иону.
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2.1.13 Клонирование
Традиционный метод клонирования генов включает перенос интересующего фрагмента ДНК из одного организма в самовоспроизводящийся генетический элемент, такой как плазмидный вектор. Выделение гена проводили методом ПЦР из геномной ДНК бактерии с использованием геноспецифичных олигонуклеотидов, содержащие сайты рестрикции. Далее, проводили рестрикцию амплифицированного продукта и плазмиды с использованием ферментов нуклеинового обмена, и проводили очистку ДНК после реакции. Лигирование вставляемой ДНК и плазмиды проводили с использованием T4 ДНК лигазы в соответсвующем реакционном буфере. Затем проводили процедуру отбора плазмидного вектора, несущего требуемую вставку. Размножали вектор по протоколу MiniPrep и секвенировали вставку на предмет отсутствия мутаций в виде вставок, делеций и/или замен. 
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2.1.14 Амплификация генов
Состав реакционной смеси: геномная ДНК бактерии – 50 нг; смесь dNTP (10 мM каждого) – 4 мкл; 5 x реакционный буфер Phusion HF Buffer  (содержащий 7,5 мМ MgCl2) – 10 мкл; олигонуклеотид прямой (10 мкМ) – 2,5 мкл; олигонуклеотид обратный (10 мкМ) – 2,5 мкл; Phusion High Fidelity ДНК полимераза – 1 мкл; деионизированная вода – до 50 мкл. Условия амплификации были следующими: 98°C (30 сек) – 1 цикл; 98°C (10 сек), 55°C (30 сек), 72°C (30 сек/т.п.о.) – 30 циклов; 72°C (10 мин) – 1 цикл; 4°C (10 мин) – 1 цикл.
[bookmark: _Toc128419400]
2.1.15 Очистка ДНК после ферментативных реакций
Очистку ДНК проводили методом хлороформной экстрации. Объем реакционной смеси доводили до 100 мкл, вносили равный объем хлороформа, встряхивали на вортексе до полного перемешивания. Центрифугировали при 9300 × g в течение 15 минут. Отбирали верхнюю водную фазу в новую пробирку Eppendorf объемом 1,5 мл, добавляли 1/10 3M ацетата натрия и 3 объема 96% этилового спирта, выдерживали при -20°C в течение 2-16 часов, центрифугировали при 13200 × g в течение 40 минут. Надосадочную жидкость удаляли, а осадок промывали в 75% этаноле, подсушивали и растворяли в 12 мкл деионизированной воды. 
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2.1.16 Обработка ДНК ферментами нуклеинового обмена 
Обработку ДНК проводили ферментами рестрикции в соответствующем реакционном буфере: вносили по 1 мкл рестриктаз, 3 мкл концентрированного (10Х) реакционного буфера, ДНК в количестве 5 мкг. Доводили объем реакционной смеси деионизированной водой до 30 мкл. Рестрикцию ДНК проводили при 37°C в водяной бане в течение 2,5 часов, после окончания реакции ферменты инактивировали нагреванием при 85°C. Очистку ДНК проводили методом хлороформной экстракции.
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2.1.17 Приготовление хемокомпетентных клеток штамма Escherichia coli DH5α
Культуру высевали на агаризованную питательную среду Луриа-Бертани и выдерживали в суховоздушном термостате при температуре 37°C в течение 16-20 часов до получения единичных колоний. Затем одну колонию подращивали в объеме 5 мл при 37°C в течение 16 часов. Подросшую культуру переносили в среду SOB в объеме 200 мл и инкубировали при температуре 18°C в течение 20 часов до достижения оптической плотности OD600=0,6. Осажденные центрифугированием клетки промывали буфером СС (10 мМ Hepes-NaOH, 15 мМ CaCl2, 55 мМ MnCl2, 250 мМ KCl, рН 6,7). К образовавшейся клеточной смеси добавляли 0,56 мл диметилсульфоксида, аликвотировали по 50 мкл в пробирках 1,5 мл, и замораживали на жидком азоте, клетки хранили при температуре -80°C в течение 6 месяцев.
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2.1.18 Трансформация клеток Escherichia coli DH5α 
Трансформацию проводили методом температурного шока следующим образом: к 50 мкл клеточной суспензии хемокомпетентных клеток добавляли плазмидную ДНК в количестве 50-100 нг, и выдерживали во льду в течение 30 минут. После инкубации, клетки подвергали нагреванию при 42°C в течение 45-60 секунд в водяной бане GFL 1003 (GFL, Германия), после чего охлаждали во льду в течение 2 минут. Добавляли 950 мкл среды SOC и инкубировали в термостатируемом шейкере при температуре 37°C и встряхивании 180-200 об/мин в течение 1,5 часа. Затем культуру высевали на твердую питательную среду Луриа-Бертани с добавлением антибиотика канамицина в конечной концентрации 50 мкг/мл, и выдерживали в течение 16-20 часов в суховоздушном термостате при температуре 37°C до образования колоний.
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2.1.19 Лигирование и отбор позитивных клонов
Рестрикцию ДНК проводили с использованием ферментов нуклеинового обмена в соответствующем буфере производства Thermo Scientific по протоколу изготовителя. После завершения рестрикции проводили осаждение ДНК ацетатно-спиртовой смесью. Сборку генно-инженерной конструкции, содержащую целевой ген, проводили с использованием T4 ДНК лигазы в соответствующем буфере производства Thermo Scientific. Лигирование проводили при 4°С в течение 16 часов, далее лигазную смесь вносили в компетентные клетки штамма E.coli DH5α и проводили трансформацию методом температурного шока. Отбор положительных клонов проводили на твердой питательной среде с содержанием антибиотика.
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2.1.20 ПЦР-скрининг бактериальных колоний
Колонии скалывали стерильным наконечником, переносили скол колонии в пробирку с ПЦР-смеcью, а наконечник вносили в 5 мл ЛБ-бульона с антибиотиком для подращивания культуры. Далее, культура положительных клонов использовалась для наработки ДНК по протоколу Минипреп. Состав реакционной смеси: бактериальная ДНК (скол колонии); dNTP (10 мM каждого) – 4 мкл; MgСl2, 25 мМ – 3 мкл; олигонуклеотид прямой (10 мкМ) – 1 мкл; олигонуклеотид обратный (10 мкМ) – 1 мкл; Taq ДНК полимераза – 1 мкл; 10xреакционный буфер для полимеразы Taq-pol – 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 проводили методом электрофореза нуклеиновых кислот в 1% агарозном геле в ТAЕ буфере с этидиумом бромидом (150 нг/мл).
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2.1.21 Наработка плазмидной ДНК
Выделение плазмидной ДНК проводили с использованием набора MiniPrep (Thermo Scientific) согласно рекомендациям производителя. В протокол были введены следующие изменения: использовали 5 мл плотной культуры, полученной после культивирования в жидкой питательной среде с добавлением соответствующего антибиотика в течение 16-18 часов. Время инкубации колонок с элюирующим буфером увеличили до 5 минут, элюирование ДНК проводили центрифугированием в два этапа.
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2.1.22 Секвенирование вставки
Состав реакционной смеси: плазмидная ДНК – 1 мкл (70-150 нг); праймер (3,2 мкМ) – 1 мкл; безнуклеазная вода – 5 мкл; Reaction Buffer 5x – 2 мкл; Terminator Ready Reaction Mix – 1 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 сравнение их с референсной последовательностью проводили с использованием программ Vector NTI версии 11.
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2.1.23 Экспрессия генов 
[bookmark: _Toc128419409]2.1.23.1 Приготовление электрокомпетентных клеток штамма Escherichia coli ArcticExpress(DE3)RP
Готовили электрокомпетентные клетки экспрессионных штаммов следующим образом: культуру штамма высевали на твердую агаризованную среду Луриа-Бертани. Чашки с культурой выдерживали в суховоздушном термостате при температуре 37°C в течение 16-20 часов до образования единичных колоний. Колонии скалывали стерильной бактериологической петлей, и культивировали в бульоне Луриа-Бертани при температуре 37°C и встряхивании (120-150 оборотов в минуту) до достижения оптической плотности OD600=0,6, затем клетки центрифугировали при 6000g, в течение 7 минут и температуре 4°C.
Собранные клетки трижды промывали буфером, содержащем 10% глицерин и высокоочищенную  воду MilliQ (с сопротивлением 18,2 МОм). После промывания клетки суспендировали в 1 мл промывочного буфера до получения клеточной суспензии, аликвотировали по 50 мкл, и для длительного хранения клетки замораживали и хранили при температуре -80°C.
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2.1.23.2 Трансформация клеток Escherichia coli ArcticExpress(DE3)RP
Плазмидную ДНК в количестве 50-100 нг 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 – 2,5 кВ, сопротивление – 200 Ом, емкость – 25 мкФ. Время переноса составляло 4-5 мс. После электропорации в клетки вносили 950 мкл среды SOC, и инкубировали в термостатируемом шейкере при температуре 37°C и встряхивании 180 об/мин в течение 1 часа. Затем культуру высевали на агаризованную питательную среду с добавлением антибиотика канамицина в концентрации 50 мкг/мл, и выдерживали в течение 16-20 часов в суховоздушном термостате при температуре 37°C до образования единичных колоний.
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2.1.23.3 Приготовление компетентных клеток Pichia pastoris X-33
Единичные колонии штаммов Pichia pastoris X-33 инкубировали в 10 мл YPD среды при температуре 28°С в течение 24 часов. Выросшую культуру вносили в 200 мл свежей YPD среды и растили до достижения оптической плотности OD600≥2,0 при температуре 28°С и встряхивании 180 об/мин. Клетки центрифугировали при 1500×g, в течение 5 минут при температуре 4°C. Надосадочную жидкость удаляли, суспендировали клетки в 100 мл YPD, добавляли 2 мл 1М Hepes (pH 8,0) и 2,5 мл 1 М DTT . Инкубировали клетки в течение 15 минут при температуре 28°С и перемешивании 170 об/мин. Затем вносили 400 мл охлажденной (во льду) деионизированной воды, центрифугировали при 1500×g, в течение 5 минут, при 4°С, и удаляли надосадочную жидкость. Клетки суспендировали в 50 мл охлажденным (во льду) 1 М сорбитолом, центрифугировали при 1500×g, в течение 5 минут, надосадочную жидкость удаляли. Cуспендировали клеточный осадок в 0,5 мл охлажденного во льду 1 М сорбитола. Клетки аликвотировали по 80 мкл и хранили на льду перед трасформацией, для более длительного хранения замораживали при -80°С.
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2.1.23.4 Трансформация компетентных клеток Pichia pastoris 
Трансформацию проводили методом электропорации с помощью MicroPulser (Bio Rad, США) в ячейках (Eurogentec, Франция). Предварительно замороженные компетентные клетки размораживали в течение 10 минут во льду. Далее 1 мкг линеаризованной кассеты ДНК вносили в 80 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 – 4-5 мс. После электропорации вносили 1 мл охлажденной YPDS и инкубировали в суховоздушном термостате при температуре 30°C в течение 1,5-3 часов с периодическим перемешиванием. Затем культуру высевали на твердую питательную среду YPD с добавлением антибиотика зеоцина в конечной концентрации 100-200 мкг/мл, и инкубировали в течение 72 часов в суховоздушном термостате при температуре 30°C.
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2.1.23.5 ПЦР-скрининг дрожжевых колоний
Колонии скалывали стерильным наконечником, затем вносили скол колонии в пробирку с реакционной смеcью для ПЦР, а наконечник окунали в 5 мл YEPD - бульона с антибиотиком зеоцином (200 мкг/мл) для подращивания культуры. Состав реакционной смеси: ДНК (скол колонии); MgСl2, 25 мМ – 1,5 мкл; олигонуклеотид  AOX_F (10 мкМ) – 1 мкл; олигонуклеотид AOX_R (10 мкМ) – 1 мкл; dNTP (10 мM каждого) – 2 мкл; Taq ДНК полимераза – 1 мкл; 10x реакционный буфер для полимеразы Taq-pol – 2,5 мкл; деионизированная вода – до 25 мкл. Температурные режимы амплификации были следующими: 95°C (10 мин) – 1 цикл; 95°C (1 мин), 55°C (1 мин), 72°C (1,5 мин) – 30 циклов; 72°C (10 мин) – 1 цикл; 4°C (10 мин) – 1 цикл. 
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2.1.23.6 Наработка и индукция бактериальной рекомбинантной культуры 
Для выделения и очистки рекомбинантных ферментов компетентные клетки Escherichia coli ArcticExpress(DE3)RP подвергали электропорации с использованием плазмидного вектора, содержащего соответствующий ген (α-амилазы или ксиланазы). После селекции на антибиотике канамицине и ПЦР-скрининга положительные колонии-трансформанты культивировали в 500 мл бульона Леннокса с добавлением антибиотика канамицина (50 мкг/мл) при температуре 37°C и встряхивании 150 об/мин. При достижении бактериальной культуры оптической плотности 0,6 (OD600=0,6) добавляли индуктор изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ) в финальной концентрации 0,5 мМ. Культуру инкубировали в течение 16 часов при температуре 18°C. Клетки собирали центрифугированием при угловом ускорении 6000×g в течение 7 минут при температуре 4°С. Взвешивали массу мокрых клеток бактериальной культуры, и проводили лизис и хроматографическую очистку.
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2.1.23.7 Приготовление трансформирующей кассеты
Линеаризацию плазмидной ДНК в количестве 5-10 мкг проводили с использованием рестриктазы PmeI (Thermo Scientific) в соответствующем реакционном буфере B (Thermo Scientific) при 37°С в течение 3 часов. После завершения рестрикции вносили равный объем хлороформа, центрифугировали при 10000 об/мин, 15 минут. Надосадочную жидкость (водную фазу) переносили в новую пробирку, добавляли 1/10 объема 3 М ацетата натрия и 3 объема 96% этилового спирта, выдерживали при -20°C в течение 1 часа, центрифугировали при 13200 об/мин, 1 час, при 4°C. Надосадочную жидкость отбирали, осадок промывали 75% этиловым спиртом, подсушивали и растворяли в 12 мкл деионизированной воды.
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2.1.23.8 Наработка и индукция дрожжевой рекомбинантной культуры 
Для получения рекомбинантного дрожжевого штамма-продуцента клетки штамма метилотрофных дрожжей Pichia pastoris X-33 электропорировали линеаризованной плазмидой, содержащей ген соответствующего фермента (α-амилазы или ксиланазы). Полученные трансформанты, устойчивые к зеоцину (ZeoR), культивировали в жидкой питательной среде YEPD в объеме 5 мл для выделения геномной ДНК из дрожжевых клеток. ДНК полученных клонов подвергали ПЦР скринингу с праймерами AOX1_F и AOX1_R. Положительные клоны-трансформанты анализировали на проявление соответствующей активности. Для этого клоны растили на среде YEPM в течение 5 суток при температуре 30°С и встряхивании 250 об/мин, каждые 24 часа вносили индуктор метанол в концентрации 1% и отбирали 1 мл для проверки экспрессии белка (по времени индукции). Клетки осаждали центрифугированием при 10000×g в течение 20 минут и удаляли, а надосадочную жидкость проверяли на проявление соответствующей ферментативной (α-амилазной или ксиланазной) активности. Клон с максимальной ферментативной активностью использовали в качестве штамма-продуцента. Колонию штамма-продуцента инокулировали в 20 мл YEPG и культивировали в течение 24 часов при 30°С и 250 об/мин. Клетки собирали центрифугированием при 3500×g в течение 15 минут при комнатной температуре, осадок суспендировали в питательной среде YEPM в объеме 200 мл, и инкубировали культуру при 30°С и 220 об/мин в течение 120 часов. Клетки собирали центрифугированием, надосадочную жидкость отбирали, пропускали через фильтр с размером пор 0,22 мкм для стерилизации и использовали для очистки соответствующего белка (α-амилазы или ксиланазы).
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2.1.24 Хроматографическая очистка ферментов
[bookmark: _Toc128419418]2.1.24.1 Хроматографическая очистка α-амилазы и ксиланазы из рекомбинантной культуры Escherichia coli
Клеточную массу после индукции суспендировали в буфере, содержащем 20 мМ Tris-HCl (pH 8,0), 500 мМ NaCl и лизоцим в концентрации 2 мг/мл. Лизис бактериальных клеток проводили при комнатной температуре в течение 30-40 минут с последующей ультразвуковой обработкой на частоте 22 кГц. Далее, бактериальный лизат осветляли центрифугированием при 40000×g в течение 1 часа при 4°C. Исследуемый  белок выделяли из осветленного лизата методом металлоаффинной хроматографии на хроматографе AKTA Purifier 10 FPLC (General Electric, США) с использованием колонки HiTrap Chelating объемом 1 мл (General Electric, США), предварительно активированную ионами Ni2+ и эквилибрированной буфером (20 мМ Трис-HCl, 500 мМ NaCl, 20 мМ имидазол (pH 8,0)). Осветленный лизат загружали в колонку и выделяли белок элюирующим буфером (20 мМ Трис-HCl, 500 мМ NaCl, (pH 8,0)), содержащем имидазол в концентрации 20-500 мМ с помощью линейного градиента с фракционированием. Контроль элюции осуществлялся по спектрофотометрическому датчику на длинах волн 280 нм и 320 нм, соответствующих поглощению белков и пептидов. Фракции, соответствующие спектрофотометрическим пикам, отбирали, проверяли ферментативную активность и анализировали в ПААГ-ДСН электрофорезе на чистоту. Фракции с чистым белком и с наибольшей ферментативной (α-амилазной или ксиланазной) активностью объединяли, измеряли концентрацию белка и использовали в дальнейших экспериментах на изучение биохимических свойств. 
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2.1.24.2 Хроматографическая очистка α-амилазы из рекомбинантной культуры Pichia pastoris
В надосадочную жидкость индуцированной дрожжевой культуры в объеме 90 мл вносили 100 мМ фосфатный буферный раствор и раствор 1 М сульфата аммония. Очистку α-амилазы проводили на колонке Phenyl Sepharose 6FF, предварительно уравновешивали колонку 0,1 М фосфатным буфером рН 6,5 и 1 М сульфатом аммония. Элюцию белка проводили раствором, содержащим 0,1 М фосфатный буфер (рН 6,5) с уменьшающимся градиентом сульфата аммония (1000-0 мМ) при гравитационном потоке. Очищенные фракции α-амилазы объединяли и диализовали против 20 мМ фосфатного буфера рН 6,5. Фракции тестировали на α-амилазную активность, проверяли чистоту в ПААГ-ДСН электрофорезе, измеряли концентрацию белка и использовали в дальнейших экспериментах на исследование биохимических характеристик.
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2.1.24.3 Хроматографическая очистка ксиланазы из рекомбинантной культуры Pichia pastoris
Полученную надосадочную жидкость индуцированной дрожжевой культуры в объеме 80 мл обрабатывали сульфатом аммония до 60%-ного насыщения и проводили высаливание белков при 4°С в течение 16 часов. Центрифугировали при 40000×g, в течение 1 часа при 4°С, осадок растворяли в 4 мл буфера, содержащего (200 мМ фосфата натрия и 100 мМ лимонной кислоты (рН 6,0), и диализовали против того же буфера с использованием мембраны с порогом отсечения по молекулярной массе 14 кДа. Диализованный раствор наносили на колонку с сефадексом G-100 (Sigma-Aldrich), уравновешенную этим же буфером. Колонку промывали вышеуказанным буфером со скоростью потока 0,01 мл/мин с применением насосов AKTA Purifier 10 FPLC с контролем по УФ датчику и фракционированием. Фракции тестировали на ксиланазную активность, проверяли чистоту в ПААГ-ДСН электрофорезе, измеряли концентрацию белка и использовали в дальнейших экспериментах на изучение биохимических характеристик.
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2.1.25 Определение концентрации белка
Концентрацию белка определяли по методу Брэдфорда [207]. Использовался реагент производства Bio-Rad (Мюнхен, Германия) с использованием бычьего сывороточного альбумина в качестве стандарта. Процедура определения концентрации белка проводилась следующим образом: 100 мкл реагента Бредфорда смешивали с 860 мкл 10% PBS и 1% глицерина и добавляли 40 мкл образца белка. Инкубацию смеси проводили в течение 5 минут при комнатной температуре и измеряли оптическую плотность на спектрофотометре Shimadzu UV-1900i (Япония) при 595 нм. Измерения проводились в трех независимых повторах, и определялось среднее значение трех образцов. 
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2.1.26 Получение антител
Для иммунизации 6-месячного кролика концентрации рекомбинантных белков AmyT5-E и XynT6-E доводили до 0,3 мг/мл путем добавления фосфатно-солевого буфера (PBS). До начала иммунизации проводили отбор крови у кролика в объеме 1 мл,  в качестве отрицательного контроля. Далее, по схеме иммунизации, кролика иммунизировали смесью рекомбинантного белка с адъювантом Фрейнда в соотношении 1:1. Для второй иммунизации белок смешивали с неполным адъювантом Фрейнда в соотношении 1:1, концентрация белка составляла 150 мкг/мл. Антиген вводили подкожно, в несколько точек, вдоль позвоночника пятикратно, с интервалом между 1 и 2 иммунизацией 10 суток, интервал между следующими иммунизациями составил 7 суток, иммунизацию проводили в течение 35 дней. Через два дня проводили шестую иммунизацию, а на следующий день собирали сыворотку крови и проверяли наличие антител методом иммуноблоттинга.
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2.1.27 Вестерн-блоттинг
Для вестерн-блоттинга использовали поликлональные антитела, полученные при иммунизации кролика рекомбинантными белками α-амилазы и ксиланазы. Вестерн-блоттинг проводили по стандартному протоколу: образцы белка разделяли в 12% ПААГ-ДСН по методу [208] и переносили на PVDF-мембрану, предварительно активированную 96% этанолом. Для проверки переноса белка мембрану окрашивали красителем Ponceau S. Мембрану блокировали в 5% (мас./об.) растворе сухого обезжиренного молока в буфере TBST (50 мМ Трис-HCl, pH 7,6, 150 мМ NaCl, 0,1% Твин 20). Соответствующие белки определяли с использованием поликлональных антител (1: 5000) в качестве первичных антител и кроличьих антител, конъюгированных с пероксидазой хрена (Sigma-Aldrich Chimie Sarl, Lyon, France) (1: 10,000) в качестве вторичных антител. Полосы детектировали с использованием хемилюминесцентного субстрата ECL (Applichem GmbH, Дармштадт, Германия) и экспонировали на рентгеновской пленке (AgfaPhoto GmbH, Германия).
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2.1.28 Определение специфической активности
Метод был предложен и описан для измерения восстанавливающих сахаров и используется для измерения активности карбогидраз [209, 210]. Метод основан на измерении окислительной способности восстанавливающих сахаров. Молекулы сахара действуют как восстановители, пока они содержат альдегидную группу и представляют структуру с открытой цепью. Мономерные сахара содержатся в водном растворе в равновесии между их открытой цепью и кольцевой структурой. Во время образования димера альдегидная группа одного из сахаров погружается в гликозидную связь, что делает его неспособным больше действовать как восстановитель.  Метод включает следующие этапы: добавление фермента к субстрату, добавление ДНС-реактива, кипячение, охлаждение, определение оптической плотности при 540 нм. Основной принцип метода заключается в реакции ароматической динитросалициловой кислоты (ДНС) с карбонильным концом восстанавливающего сахара с образованием 3-амино-5-нитросалициловой кислоты (АНС) темно-оранжевого цвета, которая поглощает свет при 540 нм. 
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2.1.28.1 Определение α-амилазной активности
α-амилазную активность определяли методом востанавливающих сахаров, адаптированных для α-амилазной активности [11, р. 101300; 211]. Для этого 1% картофельного крахмала (Sigma-Aldrich) растворяли в 100 мМ фосфатном буфере и использовали в качестве субстрата. 1 мл субстрата инкубировали с 40 мкл фермента при 70°C для рекомбинантной α-амилазы полученной в P. pastoris, и 80°C для рекомбинантной α-амилазы полученной в E. coli в течение 10 минут. В реакционную смесь добавляли 1,5 мл реагента DNSA. Смесь кипятили на водяной бане в течение 10 минут. Поглощение измеряли на спектрофотометре Shimadzu UV-1900i на длине волны 540 нм. Калибровочную кривую строили с использованием глюкозы (Sigma-Aldrich) в качестве стандарта. Одна единица активности α-амилазы соответствовала тому количеству фермента, которое высвобождает 1 мкмоль восстанавливающего сахара-глюкозы за 1 минуту при стандартных условиях. Измерения были выполнены в трех повторностях, и среднее трех повторений было указано как определенный результат.
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2.1.28.2 Определение ксиланазной активности
Ксиланазную активность определяли методом востанавливающих сахаров, адаптированный для ксиланазной активности [168, р. 199; 212]. Для этого 1% ксилана растворяли в 100 мМ фосфатном буфере (pH 7,0 для рекомбинантной ксиланазы полученной в E. coli и 6,0 для рекомбинантной ксиланазы полученной в P. pastoris) и использовали в качестве субстрата. 1 мл субстрата инкубировали с 40 мкл фермента при 50°C в течение 15 минут. В реакционную смесь добавляли 1,5 мл ДНС-реактива. Смесь кипятили на водяной бане в течение 10 минут. Поглощение измеряли на спектрофотометре Shimadzu UV-1900i на длине волны 540 нм. Калибровочную кривую строили с использованием ксилозы (Acros Organic, США) в качестве стандарта. Одна единица активности ксиланазы соответствовала тому количеству фермента, которое высвобождает 1 мкмоль восстанавливающего сахара-ксилозы за 1 минуту при стандартных условиях. Измерения были выполнены в трех повторностях, и среднее трех повторений было указано как определенный результат.
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2.1.29 Изучение биохимических параметров
[bookmark: _Toc128419428]2.1.29.1 Определение рН- и температурного оптимума для активности ферментов
Зависимость активности ферментов от температуры определяли в диапазоне температур 10-80°С (с интервалом 5°С) в 100 мМ фосфатном буфере с соответствующим значением рН. 
Зависимость активности ферментов от значения рН определяли в диапазоне рН от 2,0 до 10,0 (с интервалом в половину единицы) при оптимальной температуре. Максимальную ферментативную активность оценивали как 100%-ную активность, а полученные результаты при различных pH и температуре оценивали как активность относительно максимальной.
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2.1.29.2 Влияние металлов, детергентов, органических растворителей на активность ферментов
Влияние ионов металлов на активность ферментов определяли в присутствии одного из восьми хлоридов – NiCl2, MgCl2, CaCl2, CuCl2, ZnCl2, MnCl2, FeCl3 и CoCl2, которые использовались в концентрации 5 мМ. Фермент предварительно инкубировали с хлоридом металла при комнатной температуре в течение 1 ч, после чего измеряли активность в оптимальных условиях. Детергенты и химические вещества были исследованы на предмет их влияния на ферментатиную активность: 0,5 (об/об) Тритон X-100, 100 мМ сульфат аммония, 10 мМ додецилсульфат натрия, 100 мМ мочевина, 100 мМ гуанидина гидрохлорид, 0,5% (об/об) β-меркаптоэтанол, 10 мМ дитиотреитол, 10 мМ ЭДТА, 5% метанол, 5% этанол, 5% изопропиловый спирт и 5% ацетон. Ферментативная активность без предварительной инкубации с ионами металлов, детергентами и другими химическими веществами выполняла роль контроля и учитывалась как 100% активность.
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2.1.29.3 Изучение температурной и рН стабильности ферментов
[bookmark: OLE_LINK1]При исследовании рН стабильности ферментов проводили предварительную преинкубацию ферментов в буферных растворах с различным значением рН в диапазоне рН 3-12 с шагом две единицы при комнатной температуре в течение 10 часов. Ферментативную активность определяли при оптимальном значении температуры и рН. Начальную активность ферментов (до начала инкубации) определяли, как 100%, а остаточную активность вычисляли в процентном отношении относительно начальной. Использовали следующие буферные системы: KCl-HCl (pH 1,5), глицин-HCl (pH 2,0-3,5), натрий-цитратный буфер (pH 3,0-4,5), натрий-ацетатный буфер (pH 4,0-5,5), фосфатный буфер (pH 6,0–8,5), глицин-NaOH (pH 9,0-12,0). 
Определение влияния температуры на активность фермента проводили преинкубацией ферментов при различных температурах в оптимальном буфере. Начальную активность ферментов (до начала инкубации) определяли, как 100%, а остаточную активность вычисляли в процентном отношении относительно начальной.
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2.1.30 Субстратная специфичность и определение кинетических параметров ферментов
Определение кинетических параметров ферментов проводили ферментативной реакцией с использованием соответствующих субстратов (ксилана бука и березы для ксиланазы и крахмала для α-амилазы) в концентрации 1-15 мг/мл в течение 15 минут при оптимальных условиях. Km and Vmax вычисляли по уравнению Михаэлиса-Ментен [213]. Субстратную специфичность ферментов определяли при оптимальных условиях в присутствии 1% крахмала, целлюлозы, карбоксиметилцеллюлозы, пуллулана, букового ксилана, березового ксилана.
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2.1.31 Тонкослойная хроматография
Метод тонкослойной хроматографии основанный на разделении веществ в тонком слое адсорбента (неподвижная фаза) при пропускании через сорбент с исследуемым веществом элюата (мобильная фаза). Данный метод позволяет детектировать и идентифицировать продукты гидролиза полисахаридов (крахмала, ксилана) при использовании стандартных олигосахаридов в качестве стандартных образцов [214, 215].
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2.1.32 Тонкослойная хроматография для определения продуктов гидролиза крахмала
Детекцию продуктов гидролиза методом ТСХ проводили согласно [216]. Для этого 1% картофельный крахмал в фосфатном буфере с pH 6,0 инкубировали с рекомбинантной α-амилазой (10 Ед/мл) при 50°С в течение 10 часов. Реакцию останавливали прогревом раствора до 100°С. Образцы наносили на алюминиевую пластину с силикагелем (Silica gel 60 F254, Merck, Германия). В качестве стандартных образцов использовали моно- и олигосахариды: глюкозу, мальтозу, мальтотриозу, мальтотетраозу и мальтопентаозу производства Megazyme (США). Раствор из бутанола, ледяной уксусной кислоты и деионизированной воды в соотношении 2:1:1 (об/об) использовали в качестве мобильной фазы. Пластины сушили при 60°C в течение 20 минут, затем помещали в проявочный раствор, содержащий серную кислоту и этиловый спирт в соотношении 5:95 (об/об) и α-нафтол в конечной концентрации 0,5%. Для детекции продуктов гидролиза пластины нагревали до 130°С до проявления продуктов гидролиза. 
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2.1.33 Тонкослойная хроматография для определения продуктов гидролиза ксилана
Гидролиз продуктов березового ксилана проводили согласно [217]. Для этого 1% березовый ксилан в фосфатном буфере с pH 7,0 инкубировали с рекомбинантной ксиланазой (10 Ед/мл) при 40°С в течение 10 часов. Реакцию останавливали прогревом раствора до 100°С. Образцы наносили на алюминиевую пластину с силикагелем (Silica gel 60 F254, Merck, Германия). В качестве стандартных образцов использовали ксилозу, ксилобиозу, ксилотриозу, ксилотетраозу, ксилопентаозу, ксилогексаозу (Megazyme). Раствор из ледяной уксусной кислоты, хлороформа и деионизированной воды в соотношении 6:7:1 (об/об) использовали в качестве мобильной фазы. Пластины сушили при 60°C в течение 20 минут, затем помещали в проявочный раствор, содержащий серную кислоту и этиловый спирт в соотношении 5:95 (об/об) и α-нафтол в конечной концентрации 0,5%. Для детекции продуктов гидролиза пластины нагревали до 80°С до проявления продуктов гидролиза. 
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2.1.34 Электронная сканирующая микроскопия
Пшеничные отруби обрабатывали раствором 18% аммиака и инкубировали с добавлением рекомбинантных ксиланаз в течение 6 часов при 50°C и затем еще в течение 72 ч при 37°C в фосфатном буфере. В качестве контроля использовали образец без добавления ксиланаз. Для избежания контаминации микроорганизмами в исследуемые образцы вносили азид натрия в концентрации 2% (м/об). После инкубации образцы анализировали методом сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). Образцы покрывали золотым напылением с толщиной 10 нм. Изображения были получены с использованием электронного сканирующего микроскопа Auriga Crossbeam 540 (Carl Zeiss, Германия) с использованием прикладываемого напряжения 3 кВ.
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2.1.35 Компьютерные программы, биоинформатический и статистический анализ данных
Все эксперименты выполнялись в трехкратной последовательности. Высчитывалось среднее значение, которое использовалось в качестве результирующего. Отклонения от среднего значения рассчитывали с использованием программы GraphPad Prism программы, версия 8.0.1. Ферментативная активность представлена как среднее значение, а другие параметры - как среднее значение ± стандартное отклонение (n=3). Расчет молекулярной массы и изоэлектрической точки белка, анализ хроматограмм после секвенирования, дизайн олигонуклеотидов и другие манипуляции выполняли с помощью Vector NTI Advance 11 и SnapGene Viewer 5.2.4 программ. Нуклеотидные и белковые последовательности сравнивали с базой данных нуклеотидов/белков NCBI с помощью онлайн-программ BLASTN и BLASTP соответственно. Онлайн-программу Peptide Signal IP 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) использовали для предсказания области сигнального пептида. Сайты гликозилирования были предсказаны в NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) и NetOGlyc 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/). Графики строили с помощью программы GraphPad Prism.
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
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3.1 Получение рекомбинантных α-амилазы из Bacillus licheniformis T5 и ксиланазы XynT6 из Bacillus sonorensis T6
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3.1.1 Выделение и идентификация бактериий Bacillus lichenifromis T5 и Bacillus sonorensis T6
Из почвы Казахстана были выделены бактериальные изоляты: Bacillus sp. T1, Bacillus sp. T2, Bacillus sp. T3, Bacillus sp. T4, Bacillus sp. T5, Bacillus sp. T6, Bacillus sp. T7, Bacillus sp. B8. При культивировании на агаризованной среде все изоляты формируют выпуклые колонии с неровными краями, светло-бежевого цвета, вязкой консистенции. При окрашивании клеток по Граму для всех изолятов выявлены грамположительные палочки, расположенные одиночно (рисунок 9).
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а –  изолят Т5; б – изолят Т6 

Рисунок 9 – Микроскопия бактериальных изолятов Т5 и Т6
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а –  изолят Т5; б – изолят Т6 

Рисунок 10 – Результаты скрининга изолятов Т5 на α-амилазную (а) и Т6 на ксиланазную активность (б) 

Скрининг на α-амилазную активность показал, что из всех штаммов штамм Т5 обладает выраженной амилолитической активностью. Данный изолят образует характерные зоны на крахмалсодержащей среде при окрашивании йодом (рисунок 10а). Скрининг на ксиланазную активность показал, что штамм Т6 обладает выраженной ксиланазной активностью. Этот изолят на ксилановом агаре окрашенным конго красным образует прозрачные зоны с размерами от 1 до 3 мм (рисунок 10б). 
При культивировании в жидком питательном бульоне клетки обоих штаммов образуют хлопьевидный осадок, наблюдается умеренное помутнение питательной среды. Было обнаружено, что у штамма T6 температурный диапазон роста находится при 30-55°C, у штамма T5 – 30-60°C. Таким образом штаммы T5 и T6 относятся к умеренным (факультативным) термофилам [218].
На основании морфологических признаков и культуральных свойств оба штамма принадлежат грамположительной бактерии из рода Bacillus. Анализ и сличение протеомного профиля c масс-спектрометрическими базами данных системы MALDI-TOF Biotyper показал принадлежность штамма Т5 к виду Bacillus licheniformis (score 2,104), а Т6 к виду Bacillus sonorensis (score 2,212). Секвенирование фрагмента консервативного локуса 16S рРНК двух изолятов и сопоставление с данными NCBI подтвердило принадлежность выделенных изолятов Т5 и Т6 видам Bacillus licheniformis и Bacillus sonorensis с идентичностью и перекрытием более 99%. 
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3.1.2 Идентификация белков α-амилазы Amy-T5 и ксиланазы Xyn-T6
В базе данных GenBank имеется последовательность α-амилазы из Bacillus licheniformis: AOP13701.1, AVI48419.1, CAH10338.1, GBC64947.1, QQA72485.1, TWO10995.1. Анализ аминокислотных последовательностей показал, что α-амилазы из разных штаммов Bacillus licheniformis являются консервативным белком (рисунок 11).
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Рисунок 11 – Сравнительный анализ последовательностей различных штаммов Bacillus licheniformis

В данной работе α-амилаза Bacillus licheniformis Т5 обозначена как AmyT5. 
Проведенный зимографический анализ секреторной протеомы штамма Bacillus sonorensis Т6 после 48 часового культивировании на трех вариантах базальной среды показал, что штамм секретирует экстрацеллюлярный фермент с ориентировочной молекулярной массой 23 кДа (рисунок 12).
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Рисунок 12 – Зимографический анализ секреторной протеомы Bacillus sonorensis T6

Данный белок был идентифицирован с помощью хромато-масс-спектрометрии на масс-спектрометре MS-Q/TOF MaxisImpact (Bruker).  Биоинформатический анализ спектров на платформе Mascot в сравнении с базой данных NCBInr обнаружил пептиды, принадлежащие эндо-1,4-β-ксиланазе Bacillus sonorensis или некультивируемых бактерий с оценкой 304 и 101 соответственно (таблица 4). Следует отметить, что эндо-1,4-β-ксиланаза относится к гликозилгидролазам [219] и часто обнаруживается у бактерий рода Bacillus [117, р. 20-1; 220-226].

Таблица 4 – Результаты анализа на платформе Mascot данных ВЭЖХ-МС/МС против базы данных NCBInr

	NCBInr ID
	Белок
	Молекулярная масса, Да
	Пептид
	Покры тие (%)
	Оценка (Score)

	gi493688735
	endo-1,4-beta-xylanase [Bacillus sonorensis]
	23308
	GTVYSDGGTYDIYTTTR
	12
	304

	
	
	
	TTFTQYWSVR
	
	

	gi 115338505
	beta-1,4-endoxylanase [uncultured bacterium]
	23309
	SDGGTYDIYTTTR
	10
	101



На основании полученных результатов исследуемый белок является ксиланазой Bacillus sonorensis T6. Для удобства, в тексте данный белок будет обозначен как XynT6.
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3.1.3 Клонирование генов α-амилазы из Bacillus lichenifromis T5 и ксиланазы из Bacillus sonorensis T6 в бактериальном и дрожжевом векторах
Основываясь на последовательностях α-амилаз и ксиланаз группы бактерий рода Bacillus, в которую входят B. sonorensis, B. subtilis, B. licheniformis, B. paralicheniformis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. halotolerants, B. inaquosorum, B. velesensis из GenBank (номера MK774668, CP053102, MF288581, CP005965, CP041693, MN339588, MT121978, MT121976, MT121975, соответственно) были подобраны олигонуклеотиды: AmyT5fw/AmyT5rv и XynT6fw/XynT6rv, с помощью которых были успешно амплифицированы гены amyT5 и xynT6, протяженностью 1536 и 555 п.о., соответственно (рисунок 13). 
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1 – ген amyT5; 2 – ген xynT6; М – маркер 

Рисунок 13 – Результаты ПЦР амплификации генов α-амилазы amyT5 и ксиланазы xynT6 из геномной ДНК Bacillus licheniformis T5 и Bacillus sonorensis T6, соответственно

С использованием коммерческого набора, амплифицированые гены amyT5 и xynT6 были клонированы в векторе pJET1.2-blunt. После отбора позитивных клонов на ЛБ-агаре с ампициллином по 3 произвольно выбранных клона Escherichia coli DH5α, несущих плазмиды pJET1.2-blunt/amyT5 и pJET1.2-blunt/xynT6, были культивированы в 5 мл ЛБ бульона с ампициллином. Из каждого клона было выделена плазмидная ДНК по протоколу Минипреп. Секвенирование локуса MCC (multiple cloning cites) с помощью олигонуклеотидов pJET1.2_F и pJET1.2_R, в который интегрирован целевой ген,  показал, что во всех трех клонах для каждой плазмиды последовательность гена (amyT5 и xynT6, соответственно) одинаковая, что свидетельствует об отсутствии полиморфизма в последовательности генов amyT5 и xynT6 и отсутствии мутаций при их клонировании.
Нуклеотидная последовательность генов amyT5 и xynT6 приведена в (Приложении А, Б). Анализ аминокислотной последовательности транскрибируемого продукта гена amyT5 подтвердил, что данный белок является α-амилазой. Анализ аминокислотной последовательности AmyT5 с использованием программы Signal IP 5.0 показал, что данный белок с N-конца содержит сигнальный пептид: MKQQKRLYARLLTLLFALIFLLPHSAAAA, который обеспечивает секрецию штаммом Bacillus lichenifromis T5 α-амилазы. 
Анализ белкового продукта гена xynT6 подтвердил, что ксиланаза XynT6 принадлежит к 11 семейству гликозилгидролаз. Анализ аминокислотной последовательности XynT6 с использованием Signal IP 5.0 показал, что первые 28 аминокислотных остатков (MFKFKKNFLVGVTAALMSISVFSATASA) являются сигнальным пептидом. Нуклеотидные последовательности генов α-амилазы amyТ5 из Bacillus lichenifromis Т5 и ксиланазы xynT6 из Bacillus sonorensis Т6 и были депонированы в базе данных GenBank за номером OK648474 и MZ733680 соответственно.
Для сборки экспрессии генов α-милазы amyТ5 и ксиланазы xynT6 в клетках Escherichia coli и дрожжей Pichia pastoris были сконструированы экспрессионные и челночные вектора на основе плазмид рЕТ-28с(+) и pPICZαA. Клонирование гена amyТ5 в вектор рЕТ-28с(+) проводили по рестрикционным сайтам NdeI и NotI. Амплификацию гена amyТ5 проводили с использованием олигонуклеотидов AmyT5_NdeI и AmyT5_NotI. Клоны отбирали по признаку устойчивости к канамицину, с последующей проверкой ПЦР-скринингом на наличие гена amyТ5. Клонирование гена amyТ5 в вектор pPICZαA проводили по рестрикционным сайтам EcoRI и NotI. Амплификацию гена amyТ5 проводили с использованием олигонуклеотидов AmyT5_EcoRI и AmyT5_NotI. Клоны отбирали по признаку устойчивости к зеоцину с последующей проверкой ПЦР-скринингом на наличие гена amyТ5. На рисунке 14 представлены плазмидные карты векторов pET-28/AmyT5 и pPICZαA/AmyT5. 
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а – pET-28/AmyT5; б – pPICZαA/AmyT5

Рисунок 14 – Плазмидные карты векторов pET-28/AmyT5 и pPICZαA/AmyT5

Клонирование гена xynT6 в вектор рЕТ-28с(+) проводили по рестрикционным сайтам NcoI и NotI. Амплификацию гена xynT6 проводили с использованием олигонуклеотидов XynT6_NcoI и XynT6_NotI. Клоны отбирали по признаку устойчивости к канамицину, с последующей проверкой ПЦР-скринингом на наличие гена xynT6. Клонирование гена xynT6 в вектор pPICZαA проводили по рестрикционным сайтам EcoRI и NotI. Амплификацию гена xynT6 проводили с использованием олигонуклеотидов XynT6_EcoRI и XynT6_NotI. Клоны отбирали по признаку устойчивости к зеоцину с последующей проверкой ПЦР-скринингом на наличие гена xynT6. На рисунке 15 представлены плазмидные карты векторов pET-28/XynT6 и pPICZαA/XynT6. 
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а – pET-28/XynT6; б – pPICZαA/XynT6

Рисунок 15 – Плазмидные карты векторов pET-28/XynT6 и pPICZαA/XynT6

В результате были получены экспрессионные бактериальные вектора pET-28/AmyT5 и pET-28/XynT6 и челночные дрожжевые вектора pPICZαA/AmyT5 и pPICZαA/XynT6. Правильность сборки генно-инженерных конструкций подтверждали секвенированием открытой рамки считывания с использованием олигонуклеотидов T7fw/T7rv и AOX1_F/AOX1_R.
В векторах pET-28/AmyT5 и pET-28/XynT6 гены α-амилазы и ксиланазы встроены под контроль Т7 промотора и несут гексагистидиновую метку (6His-tag) с N- и С-конца для α-амилазы и ксиланазы, соответственно. В векторах pPICZαA/AmyT5 и pPICZαA/XynT6 гены α-амилазы и ксиланазы встроены под контроль AOX1 промотора и содержат с N-конца последовательность α-фактора из Saccharomyces cerevisiae, сочлененного с целевым геном через протеолитический сайт Kex2. Данный α-фактор обеспечивает секрецию рекомбинантного белка в культуральную среду дрожжей Pichia pastoris. С С-конца в векторах pPICZαA/AmyT5 и pPICZαA/XynT6 α-амилаза и ксиланаза несут 6His-tag.
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3.1.4 Получение и очистка рекомбинантных α-амилазы AmyT5 и ксиланазы XynT6
Для удобства, рекомбинантные белки, полученные в клетках Escherichia coli, обозначены дополнительной буквой Е, а белки, полученные в культуре дрожжей Pichia pastoris обозначены дополнительной буквой Р. Соответственно AmyT5-E и XynT6-E получены в Escherichia coli, а AmyT5-Р и XynT6-Р в Pichia pastoris.
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3.1.4.1 Экспрессия гена amyT5 в клетках Escherichia coli, получение и очистка рекомбинантной α-амилазы AmyT5-Е
Трансформацией компетентных клеток штамма Escherichia coli ArcticExpress(DE3)RP плазмидным вектором pET-28/AmyT5 был получен рекомбинантный штамм E. coli ArcticExpress(DE3)RP_pET-28/AmyT5, который эффективно продуцировал α-амилазу AmyT5. Накопление рекомбинантной α-амилазы отмечено через 16 часов после добавления ИПТГ. Установлено, что рекомбинантный белок AmyT5-Е находится в цитозольной фракции в водорастворимом состоянии. Рекомбинантный белок AmyT5-Е очищали с помощью металлоаффинной хроматографии на ионах Ni2+ с помощью колонки HiTrap Chelating 1 ml HP. На рисунке 16 представлены результаты хроматографической очистки рекомбинантного белка AmyT5-Е. 
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а – хроматограмма; б – электрофорез: 1 - осветленный лизат до колонки с Ni2+; 2 – лизат после нанесения на колонку; 6-8 – фракции AmyT5-Е; М - белковый маркер (Thermo Fisher Scientific, #26610)

Рисунок 16 – Хроматограмма (а) и электрофорез фракций (б) после очистки рекомбинантного белка AmyT5-Е из индуцированной культуры E. coli ArcticExpress(DE3)RP_pET-28/AmyT5

Как следует из представленных данных rAmyT5-Е элюировал с колонки при 150 мМ имидазола. Биоинформатический расчет показал, что расчетная молекулярная масса рекомбинантного белка AmyT5-Е с гексагистидиновой меткой составляет 58,8 кДа. Аминокислотная последовательность белка AmyT5 приведена в приложении В. Представленная электрофореграмма в ПААГ-ДСН (рисунок 16) подтверждает, что элюированный белок имеет молекулярную массу, соответствующую расчетной.
С целью принадлежности выделенного белка из клеток Escherichia coli α-амилазе Bacillus licheniformis проведена его идентификация с помощью хромато-масс-спектрометрии на приборе MS-Q/TOF MaxisImpact (Bruker). Результаты Mascot анализа показали наличие в пептидном растворе пептиды принадлежащие гипертермостабильной α-амилазе из бактерии Bacillus licheniformis (рисунок 17). 
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Рисунок 17 – Результаты протеомного анализа экспрессированного в Escherichia coli гена amyT5

В образце после трипсинизации и ионизации были обнаружены ионы, соответствующие 5 пептидам: GELQSAINSLHSR; GGDATEDVTAVEVDPADR; AWTHFQFPGRGSTYSDFK; KLLNGTVVSK; EGDSSVANSGLAALITDGPGGTKR; QNAGETWHDITGNR. Перекрытие по индентифицированным пептидам составило 19%, общей оценкой (Score) 727, что позволяет однозначно идентифицировать данный белок как α-амилаза Bacillus licheniformis.
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3.1.4.2 Экспрессия гена xynT6 в клетках Escherichia coli, получение и очистка рекомбинантной ксиланазы XynT6-Е
Электропорацией клеток штамма Escherichia coli ArcticExpress(DE3)RP плазмидным вектором pET-28/XynT6 был получен штамм ArcticExpress(DE3)RP_pET-28/XynT6, эффективно продуцирующий ксиланазу XynT6-E. Накопление рекомбинантной ксиланазы XynT6-E отмечено через 3 часа после добавления ИПТГ, рекомбинантный белок XynT6-E также как и AmyT5-E обнаружен преимущественно в водорастворимой форме. Белок rXynT6-E очищали с помощью аффинной хроматографии с использованием колонки HiTrap Chelating 1 ml HP активированной ионами Ni2+. Белок rXynT6-E элюировал с колонки при 232 мМ имидазола (рисунок 18). Наблюдаемая в результате электрофореза молекулярная масса элюированного белка совпадает с расчетной молекулярной массой XynT6-E с гексагистидиновой меткой – 28,3 кДа. Аминокислотная последовательность белка XynT6 приведена в (Приложении В).
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а – хроматограмма; б – электрофорез : 1 - осветленный лизат до колонки с Ni2+; 2 - осветленный лизат после колонки с Ni2+; 3-6 – фракции элюированные имидазолом, где 3 - 20 мМ; 4-6 - 232 мМ имидазолом; М - белковый маркер (Thermo Fisher Scientific, #26610)

Рисунок 18 – Хроматограмма и электрофореграмма фракций очистки рекомбинантного белка XynT6-Е из индуцированной культуры E. coli ArcticExpress(DE3)RP_pET-28/XynT6

Результаты ПААГ-ДСН показали высокую чистоту XynT6-E (рисунок 18). Фракции 4-6 объединяли, измеряли концентрацию белка, которая составила 0,6 мг/мл и использовали в экспериментах по исследованию биохимических параметров ксиланазы.
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3.1.4.3 Экспрессия гена amyT5 в культуре Pichia pastoris, получение и очистка рекомбинантной α-амилазы AmyT5-P
Электропорацией компетентных клеток Pichia pastoris штамма X-33 плазмидным вектором pPICZαA/AmyT5 получено более 100 клонов, устойчивых к зеоцину. ПЦР-скрининг 15 клонов с использованием геноспецифичных праймеров AmyT5fw и AmyT5rv показал, что 8 клонов содержат в хромосомной ДНК ген α-амилазы (рисунок 19).
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Рисунок 19 – Результаты ПЦР-скрининга клонов-трансформантов Pichia pastoris на содержание в геномной ДНК гена amyT5

Как следует из рисунка 19 клоны №2-4, 10, 11-13, 15 оказались позитивными на предмет содержания гена amyT5 в геномной ДНК рекомбинантных дрожжей. Проверка α-амилазной активности показала, что клоны после их культивирования на метанол содержащей среде YEPM в течение 120 часов обладают амилазной активностью в разной степени (таблица 5).

Таблица 5 – Результаты скрининга 6 клонов-трансформантов P. pastoris X-33_pPICZα/AmyT5 на α-амилазную активность

	Клон
	Амилазная активность, Ед/мл
	Клон
	Амилазная активность, Ед/мл

	1
	152
	4
	89

	2
	98
	5
	101

	3
	36
	6
	117

	Контроль
	0 
	
	



Клон №1, обладающий максимальной α-амилазной активностью был выбран в качестве штамма-продуцента рекомбинантной α-амилазы AmyT5-P. Данный штамм Pichia pastoris X-33-pPICZα/AmyT5 был наработан и индуцирован с помощью 1% метанола. Индукция метанолом активирует АОХ1 промотор и обеспечивает синтез белка AmyT5-Р, а наличие α-фактора в структуре рекомбинантной α-амилазы дает возможность секретировать рекомбинантный белок в культуральную среду штамма.
Очистку рекомбинантной α-амилазы из дрожжевой культуры проводили использованием гидрофобной хроматографии на колонке Phenyl-sepharose 1 ml. На рисунке 20 представлены результаты хроматографической очистки рекомбинантного белка AmyT5-P.
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1 – индуцированная культура; 2-4 – фракция после хроматографической очистки  на колонке Phenyl-sepharose

Рисунок 20 – Хроматографическая очистка рекомбинантного белка AmyT5-P из индуцированной культуры Pichia pastoris X-33-pPICZα/AmyT5 

Результаты ПААГ-ДСН показали, что использование гидрофобной хроматографии обеспечивает высокую чистоту белка rAmyT5-P (рисунок 20). Фракции 2-4 объединяли, измеряли концентрацию белка, которая составила 0,2 мг/мл и использовали в экспериментах по исследованию биохимических параметров α-амилазы rAmyT5-P.
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3.1.4.4 Экспрессия гена xynT6 в культуре Pichia pastoris, получение и очистка рекомбинантной ксиланазы XynT6-P
Путем электропорирования компетентных клеток Pichia pastoris штамма X-33 трансформационной кассетой, несущей ген ксиланазы xynT6 получено 6 клонов, устойчивых к зеоцину. ПЦР-скрининг 6 клонов с использованием специфичных к гену ксиланазы праймеров XynT6fw и XynT6rv показал, что все клоны содержат в геномной ДНК-ген ксиланазы (рисунок 21).
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Рисунок 21 – Результаты ПЦР-скрининга клонов-трансформантов Pichia pastoris на содержание гена xynT6 в геномной ДНК 

Как следует из рисунка 21 все клоны содержат ген ксиланазы в геномной ДНК. Проверка ксиланазной активности 6 клонов после культивирования на среде YEPM в течение 120 часов показала  активность ксиланазы в диапазоне 91,3-114,5 Ед/мл (таблица 6).

Таблица 6 – Результаты скрининга 6 клонов-трансформантов P. pastoris X-33_pPICZα/XynT6 на ксиланазную активность 

	Клон
	Ксиланазная активность, Ед/мл
	Клон
	Ксиланазная активность, Ед/мл

	1
	110,6
	4
	91,3

	2
	108,3
	5
	98,0

	3
	114,5
	6
	96,0

	Контроль
	0
	
	



Клон №3, обладающий максимальной ксиланазной активностью (114,5 Ед/мл) был выбран в качестве штамма-продуцента рекомбинантной ксиланазы XynT6-P. Данный штамм P. pastoris X-33_pPICZα/XynT6 культивировали на среде YEPM. Так же как и в случае со штаммом                                                                    X-33_pPICZα/AmyT5 использование метанола в качестве источника углерода активирует алькогольоксидазный промотор AOX1, что ведет к синтезу белка XynT6-P, который секретируется в культуральную среду рекомбинантного штамма.
Очистку рекомбинантной ксиланазы из дрожжевой культуры проводили путем высаливания сульфатом аммония и использования гельфильтрации на сефадексе G-100. На рисунке 22 представлены результаты хроматографической очистки рекомбинантного белка XynT6-P.
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1 - индуцированная культура; 2 - осаждение сульфатом аммония; 3 - фракция после диализа; 4 - фракция после хроматографии на сефадексе G-100; М - белковый маркер молекулярной массы (Thermo Fisher Scientific, кат. № 26610)

Рисунок 22 – Хроматографическая очистка рекомбинантного белка XynT6-P из индуцированной культуры Pichia pastoris X-33-pPICZα/XynT6
Очистка XynT6-P методом осаждения сульфатом аммония с последующей очисткой эксклюзионной хроматографией на сефадексе G-100 была эффективной (рисунок 22). Белок rXynT6-P осаждался из супернатанта при концентрации (NH4)2SO4 80%, а потеря после диализа составляла 35,8% (таблица 7). Эксклюзионную хроматографию проводили для удаления всех оставшихся компонентов культуральной среды и сульфата аммония. Таким образом, rXynT6-P был успешно очищен и сконцентрирован в 3,5 раза. Удельная активность очищенного rXynT6-P составила 832,5 ед/мг.

Таблица 7 – Сравнительный анализ по очистке рекомбинантных белков                     AmyT5-Е и XynT6-Е из клеток Escherichia coli

	Этап очистки
	Активность фермента, Ед.
	Количество белка, мг
	Удельная активность, Ед/мг
	Степень очистки
	Выход белка в %

	AmyT5-Е

	Осветленный супернатант (клеточный лизат)
	3642
	10,875
	334,9
	1
	100

	Металлоафинная хроматография Ni2+ 
	1252,9
	0,6
	2086,67
	6,23
	34,4

	XynT6-E

	Осветленный супернатант (клеточный лизат)
	6090
	55,2
	110
	1
	100

	Металлоафинная хроматография Ni2+ 
	1174
	1,8
	939,1
	8,5
	19,2



Сравнительный анализ по очистке рекомбинантных белков AmyT5-E и XynT6-E из клеток Escherichia coli показал, что при очистке белков методом металлоафинной хроматографии выход α-амилазы rAmyT5-E и ксиланазы rXynT6-E составляет 34,4 и 19,2% соответственно. Таким образом рекомбинантная α-амилаза rAmyT5-E и ксиланаза rXynT6-E были очищены и сконцентрированы в 6,23 и 8,5 раза соответственно (таблица 8).

Таблица 8 – Сравнительный анализ по очистке рекомбинантных белков  AmyT5-P и XynT6-P из культуры Pichia pastoris

	Этап очистки
	Активность фермента, Ед.
	Количество белка, мг
	Удельная активность, Ед/мг
	Степень очистки
	Выход белка в %

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	AmyT5-Р

	Культуральная жид кость (бесклеточный супернатант)
	12240
	36
	340
	1
	100

	Phenyl-сефароза
	1754,5
	3,915
	448
	1,3
	14,3

	Продолжение таблицы 8


	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Диализ
	1747
	3,75
	466
	1,4
	14,27

	XynT6-P

	Культуральная жид кость (бесклеточный супернатант)
	11880
	50
	237.6
	1
	100

	Осаждение (NH4)2SO4 и диализ
	7630
	12
	635.8
	2.7
	64.2

	Sephadex G-100
	499.5
	0.6
	832.5
	3.5
	4.2



Сравнительный анализ по очистке рекомбинантных белков AmyT5-P и XynT6-P из культуры Pichia pastoris показал, что при очистке α-амилазы AmyT5-P методом гидрофобной хроматографии выход белка составил 14,27%. Очистка ксиланазы XynT6-P осаждением  (NH4)2SO4 и последующей очисткой на сефадексе G-100 составляет 4,2%. Таким образом рекомбинантная α-амилаза AmyT5-P и ксиланаза XynT6-P были очищены и сконцентрированы в 1,4 и 3,5 раза соответсвенно.
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3.1.4.5 Гликозилирование рекомбинантных белков AmyT5-P и XynT6-P в дрожжах Pichia pastoris
Известно, что дрожжи обладают развитым аппаратом пострансляционных модификаций в том числе способностью гликозилировать белки, и Pichia pastoris не является исключением. По сравнению с Saccharomyces cerevisiae дрожжи рода Pichia имеют преимущество в гликозилировании секретируемых белков, поскольку результирующие белки не являются гипергликозирированными и ферментативная активность рекомбинантных белков, полученных в Pichia pastoris не теряют своей активности [227]. Преимущественно, дрожжи Pichia pastoris производят N-гликозилирование. Длина цепей олигосахаридов, добавляемых посттрансляционно к белкам Pichia, составляет в среднем 8-14 остатков маннозы на боковую цепь [228].
Биоинформатический анализ аминокислотной последовательности белка с помощью программы NetNGlyc 1.0 показал, что белок AmyT5-P имеет 6 потенциальных сайтов N-гликозилирования: Asn-Xaa-Ser/Thr в 4, 27, 275, 280, 309, и 455 положении. Анализ аминокислотной последовательности белка XynT6-P показал, что XynT6-P содержит 3 потенциальных сайта N-гликозилирования: Asp53-Tyr54-Ser55, Asp57-Trp58-Ser59 и Asp209-Val210-Thr211. Обработка белков rAmyT5-P и rXynT6 эндогликозидазой EndoH подтвердила, что rAmyT5-P и rXynT6-P гликозилированы, о чем свидетельствуют три полосы на вестерн-блоттинге до гликозилирования и две полосы после обработки EndoH (рисунок 23). 
Добавление маннозных цепей повышает молекулярную массу белка rAmyT5-P приблизительно на 10 кДа, а XynT6-P примерно на 5,0-5,5 кДа выше предсказанного значения. Гликозилирование может обеспечить правильный фолдинг белка, предотвратить протеолитическую деградацию и облегчить внутриклеточный транспорт [139, р. 50]. Более того, гликозилирование является одним из самых больших преимуществ дрожжей Pichia pastoris как продуцента белка [202, р. 329]. Гликозилирование при экспрессии генов в Pichia pastoris было зарегистрировано для α-амилаз из Geobacillus stearothermophilus [67, р. 529059] и ксиланаз из Thermobifida fusca и Streptomyces sp. S38 [229, 230].
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1 - рекомбинантный белок AmyT5-P; 2 - рекомбинантный белок AmyT5-P, обработанный EndoH; 3 - рекомбинантный белок XynT6-P; 4 - рекомбинантный белок XynT6-P, обработанный EndoH; М - белковый маркер: Color Protein Standards, Broad Range (New England Biolabs, кат. № P7712S).

Рисунок 23 – Вестерн-блоттинг rAmyT5-P и rXynT6-Р до и после обработки дегликазой EndoH

Таким образом, из индуцированных культур Escherichia coli ArcticExpress(DE3)RP_pET-28/AmyT5 и ArcticExpress(DE3)RP_pET-28/XynT6 и Pichia pastroris X-33_pPICZα/AmyT5 и X-33_pPICZα/XynT6 выделены и очищены рекомбинантные белки AmyT5-Е, XynT6-Е, AmyT5-Р и XynT6-Р, соответственно. Установлено, что полученные в дрожжах рекомбинантные белки AmyT5-Р и XynT6-Р являются гликозилированными и данное обстоятельство возможно повлияет на их биохимические свойства.
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3.2 Изучение биохимических свойств рекомбинантных α-амилазы AmyT5 и ксиланазы XynT6
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3.2.1 Изучение и сравнение биохимических свойств рекомбинантных α-амилаз rAmyT5-E и rAmyT5-P
[bookmark: _Toc128419450]3.2.1.2 Влияние pH на активность и стабильность α-амилаз rAmyT5-E и rAmyT5-P
Изучено влияние рН на α-амилазную активность рекомбинантных ферментов rAmyT5-E и rAmyT5-P. Оптимальное значение рН для обоих ферментов оказалось 6,0, что согласуется с данными по α-амилазам из бактерий (таблица 9). При значениях рН ниже 4,0 и выше 11 ингибировалась активность обоих ферментов (рисунок 24). 
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Рисунок 24 – Влияние pH на активность рекомбинантных α-амилаз rAmyT5-E и rAmyT5-P

pH-стабильность rAmyT5-E и rAmyT5-P исследовали путем предварительной инкубации ферментов в буферах с pH 3,0–12,0 при комнатной температуре в течение 10 часов с последующим измерением остаточной активности. На рисунке 25 представлена зависимость остаточной активности от значения рН. Как следует из представленных данных оба фермента показали преобладающую устойчивость к щелочной среде.  
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а – в течении 1 часа; б – в течении 10 часов

Рисунок 25 – Влияние pH на стабильность рекомбинантных α-амилаз
rAmyT5-E и rAmyT5-P 
Сравнительный анализ бактериальных α-амилаз показал, что pH оптимум для представленных ферментов из бактерий рода Bacillus sp. (таблица 9) находится в диапазоне 6-7,5. Среди α-амилаз из штамма  Bacillus licheniformis встречаются щелочные ферменты с оптимумом pH 8,0 [6, р. 98]. Температурный оптимум для очищенных α-амилаз варьируется от 35 до 60°C. Для α-амилаз из штаммов B.subtilis увеличение активности фермента отмечено при 40 и 45°C [231, 232]. Максимум ферментативной активности α-амилаз из штаммов B.lichenifromis JQ946317 и AT70 был отмечен при 35 и 60°C соответственно [6, р. 98; 233]. Температурные оптимумы полученных рекомбинантных α-амилаз AmyT5-E и AmT5-P 80 и 70°С превышают показатели бактериальных α-амилаз, приведенных в таблице 9. 

Таблица 9 – Сравнение биохимических свойств различных бактериальных α-амилаз и α-амилаз AmyT5-E и AmyT5-P

	Фермент
	Штамм
	MW, кДа
	pH оптимум
	Температурный оптимум, °C
	Удельная активность, Ед/мг

	AmyT5-E
	Bacillus licheniformis T5
	58,8
	6
	80
	2086,67

	AmyT5-P
	Bacillus licheniformis T5
	68
	6
	70
	466

	MB6 amylase
	Bacillus sp.MB6
	53
	6
	55
	402,02

	Bacillus subtilis 
amylase
	Bacillus subtilis ISOLATE-4
	48
	6
	45
	-

	Bacillus subtilis α-amylase
	Bacillus subtilis MTCC 121
	50-60
	7,1
	40
	-

	Bacillus licheniformis 
α-amylase
	Bacillus licheniformis
JQ649317
	63
	7
	35
	1220

	Bacillus licheniformis 
α-amylase
	Bacillus licheniformis AT70
	85
	8
	60
	0,2

	Примечание – Составлено по источникам [6, р. 99; 231, р. 246; 232., р. 568141-1; 233, р. 101240-1]



[bookmark: _Toc128419451][bookmark: _Toc128419452]3.2.1.3 Влияние температуры на активность и стабильность α-амилаз AmyT5-E и AmyT5-P
Изучено влияние температуры на ферментативную активность рекомбинантных α-амилаз AmyT5-E и AmyT5-P. Определение альфа-амилазной активности AmyT5-E и AmyT5-P при различных температурах (20-100°C) показало, что температурные оптимумы у обоих ферментов различаются. Оптимумы для rAmyT5-E и rAmyT5-P составляют 80°C и 70°C соответственно (рисунок 26).
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Рисунок 26 – Влияние температуры на активность рекомбинантных α-амилаз rAmyT5-E и rAmyT5-P

Температурную стабильность рекомбинантных α-амилаз rAmyT5-E и rAmyT5-P исследовали путем предварительной инкубации ферментов при 70°С и 80°С (рисунок 27) при оптимальном значении рН в течение 50 минут. 
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Рисунок 27 – Влияние температуры  70 и 80°С на активность рекомбинантных α-амилаз rAmyT5-E и rAmyT5-P

Как видно из рисунка 27 более 70 и 60% активности сохраняется у α-амилазы AmyT5-E и AmyT5-P соответственно после преинкубации ферментов при 70°С в течение 50 минут. Период полужизни AmyT5-E при 80°С составил 18 минут, AmyT5-P – 9 минут. Таким образом, температурная стабильность AmyT5-E выше, чем AmyT5-P.
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3.2.1.4 Влияние ингибиторов, детергентов, ионов металлов и органических растворителей на стабильность рекомбинантных α-амилаз AmyT5-E и AmyT5-P

Таблица 10 – Влияние катионов металлов, детергентов, органических растворителей и других химических веществ на α-амилазную активность AmyT5-E и AmyT5-P

	Реагент
	Концентрация
	Остаточная активность, %

	
	
	rAmyT5-E
	rAmyT5-P

	Контроль
	-
	100±4,02
	100±0,8

	Ni2+
	5 мМ
	87,2±3,8
	74,5±4,2

	Mg2+
	5 мМ
	97,4± 1,2
	92,1±2,2

	Ca2+
	5 мМ
	123,1 ±1,1
	101,2 ±1,1

	Zn2+
	5 мМ
	57,4±0,4
	72,8±4

	Mn2+
	5 мМ
	109,9±2
	90±5,5

	Co2+
	5 мМ
	115,2±2,7
	136±2

	Cu2+
	5 мМ
	79,8±1,5
	59±7

	Fe3+
	5 мМ
	79,2±1,5
	0

	Tритон X-100
	0.5 %
	94±3,4
	73±4,3

	SDS
	10 мM
	104±0,8
	82,4±2

	-меркаптоэтанол
	0.5 %
	100±0,8
	137±1,8

	Дитиотреол (ДТТ)
	10 мМ
	91,3±2
	88,6±2,8

	Мочевина
	100 мМ
	84±1,4
	81±1

	Гуанидин гидрохлорид
	100 мМ
	85±3,4
	89±1,4

	ЭДТА
	10 мМ
	49±4,5
	14±3,4

	Метанол
	5%
	91±3,4
	83,3±4

	Этанол
	5%
	99,8±2,1
	84,2±1,6

	Изопропиловый спирт
	5%
	107,2±8,5
	85±2

	Ацетон
	5%
	110±3
	92,8±3,3



В таблице 10 представлено влияние ионов металлов на α-амилазную активность AmyT5-E и AmyT5-P. Ионы Co2+ увеличивают активность на 15% AmyT5-E и на 36% AmyT5-P, что согласуется с данными об α-амилазе из B.licheniformis [6, р. 98; 231, р. 246; 232, р. 568141-1]. Ионы Ca2+ на 23% повышают ферментативную активность рекомбинантной α-амилазы полученной в E.coli, но не влияют на активность рекомбинантной α-амилазы полученной в P.pastoris. Ионы Zn2+, Ni2+ и Cu2+ ингибируют активность обоих ферментов. В присутствии ионов Mg2+ и Mn2+ α-амилазная активность обоих ферментов менялась незначительно, что соответствует с данными об α-амилазе из B.licheniformis [5, р. 1]. Ионы Fe3+ на 20% уменьшают активность α-амилазы полученной в E.coli, и полностью игибирует активность α-амилазы полученной в P.pastoris.
В присутствие 10 мМ ЭДТА было отмечено уменьшение активности у обоих ферментов как и у α-амилаз из B.licheniformis [5, р. 2]. 0,5% -меркаптоэтанол повышает на 37% активность α-амилазы, полученной в дрожжах rAmyT5, в то время как активность rAmyT5-E не изменялась. По-разному отмечено сохранение ферментативной активности в присутствие 10 мМ SDS, 5% ацетона и 5% изопропилового спирта: активность α-амилазы AmyT5-P уменьшалась на 18, 7,2 и 15% соответственно, при этом ферментативная активность AmyT5-E повысилась на 4, 7,2 и 10% соответственно. В присутствие 5% метанола активность обоих ферментов уменьшилась на 9% у rAmyT5-E и на 16,8% у rAmyT5-P, что так же характерно для альфа-амилазы из B.licheniformis [6, р. 99, 233, р. 101240-1].

3.2.1.5 Определение субстратной специфичности и кинетических параметров рекомбинантных α-амилаз AmyT5-E и AmyT5-P
AmyT5-E и AmyT5-P проявляли субстратную специфичность: 100% относительная активность по отношению к картофельному (растворимому) крахмалу. Ферментативной активности не было обнаружено, когда субстратом была карбоксиметилцеллюлоза и ксилан. Обнаружена незначительная пуллуланазная активность у обоих ферментов.
Km, Vmax и Kcat рекомбинантных ферментов определяли с использованием различных концентраций картофельного крахмала в качестве субстрата (таблица 11). 

[bookmark: _Toc128419454]Таблица 11 – Кинетические параметры AmyT5-E и AmyT5-P

	Параметр
	Значения

	
	AmyT5-E
	AmyT5-P

	Удельная активность  (Ед/мг)
	2086,67
	466

	Km (мг/мл)
	0,4822
	1,82

	Vmax (Ед/мг)
	655
	247

	Kcat (с-1)
	118
	44,5
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3.2.2 Изучение и сравнение биохимических свойств рекомбинантных ксиланазы XynT6-E и XynT6-P
[bookmark: _Toc128419456]3.2.2.1 Влияние pH на активность и стабильность ксиланаз XynT6-E и XynT6-P
Изучено влияние рН и температуры на ксиланазную активность рекомбинантных ферментов XynT6-E и XynT6-P. Сравнительный анализ двух рекомбинантных ксиланаз показал, что рН-оптимум активности гликозилированной ксиланазы XynT6-P ниже, чем у негликозилированной ксиланазы XynT6-E (рисунок 28). Оптимальное значение рН для rXynT6-E и rXynT6-P оказалось равным 7,0 и 6,0 соответственно, что согласуется с данными по ксиланазам бактерий (таблица 12). Рекомбинантная ксиланаза полученная в Escherichia coli XynT6-E сохраняет большую часть активности (55%) при pH 8,0, тогда как экспрессированный в дрожжах фермент rXynT6-P сохранял только 14% активности при том же pH. При значениях рН ниже 4,0 и выше 10 ингибировалась активность обоих ферментов. 
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Рисунок 28 – Влияние pH на активность рекомбинантных ксиланаз XynT6-E и XynT6-P

Таблица 12 – Сравнение биохимических свойств различных бактериальных ксиланаз и ксиланаз XynT6-E и XynT6-P

	Фермент
	Штамм
	MW, кДа
	pH оптимум
	Температурный оптимум, °C
	Удельная активность, Ед/мг

	XynT6-E
	Bacillus sonorensis T6
	28.3
	7
	55
	1030.2

	XynT6-P
	Bacillus sonorensis T6
	35.4
	6
	47
	873.8

	Xyn11
	B. licheniformis MS5-14
	23.4
	5-7
	40-50
	-

	Xyn10A
	Bacillus sp. SN5
	45.0
	7
	40
	105

	Bpu XynA
	B. pumilus ARA
	23.3
	6.6
	50
	62.8

	Ксиланаза
	B. licheniformis DM5
	38
	6.5
	50
	-

	Ксиланаза X-I
	B. licheniformis ALK-1
	46
	7-9
	50
	206

	Ксиланаза
	B. amyloliquefaciens SK-3
	50
	7-9
	50
	217.4

	Примечание – Составлено по источникам [117, р. 20-3; 154, р. 24; 223, р. 34; 224, р. 301; 225, р. 2093; 226, р. 1407]



pH-стабильность XynT6-E и rXynT6-P исследовали путем предварительной инкубации ферментов в буферах с pH 3,0–11,0 при комнатной температуре в течение 10 часов с последующим измерением остаточной активности. На рисунке 29 представлена зависимость остаточной активности от значения рН.
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Рисунок 29 – Влияние pH на стабильность рекомбинантных ксиланаз 
rXynT6-E и rXynT6-P

Как следует из представленных данных оба фермента показали высокую устойчивость как к кислой, так и к щелочной среде. В диапазоне рН 3–11 оба фермента сохраняли 100% активность. Гликозилирование не влияло на рН-стабильность фермента XynT6. В литературе имеются данные о рН-стабильности ксиланаз: изученные к настоящему времени ферменты сохраняют не более 80% активности после инкубации в течение 1 часа в диапазоне рН 5.0–9.6 [225, р.; 226, р.; 234, 235]. 
Представляется интересным изучить стабильность рекомбинантных ксиланаз при низком значении рН: 1.5 и 2.0. Эксперименты показали, что после предварительной инкубации XynT6-E и XynT6-P при pH 1,5 или 2,0 в течение 90 минут, что XynT6-E сохраняет более 80% и более 90% активности после предварительной инкубации в течение 30 минут, тогда как XynT6-P сохраняет 40 и 70% активности при рН 1,5 и 2,0 соответственно (рисунок 30). Результаты измерения рН-стабильности показали, что XynT6 очень стабилен как в кислых, так и в щелочных условиях.
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Рисунок 30 – Влияние рН на стабильность rXynT6-E и rXynT6-P в буферах с рН 1,5 и 2,0
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3.2.2.2 Влияние температуры на активность и стабильность ксиланаз XynT6-E и XynT6-P
Изучена зависимость ксиланазной активности рекомбинантных ферментов XynT6-E и XynT6 в зависимости от температуры. Определение ксиланазной активности ферментов XynT6-E и XynT6-P при различных температурах (10-80°C, с шагом в 0,5°C) показало, что температурные оптимумы у двух ферментов различаются. Оптимумы для rXynT6-E и rXynT6-P составляют 55°C и 47°C соответственно (рисунок 31). При 55°С rXynT6-P сохраняет более 80% активности, а при 60°С rXynT6-E показывает 86% активности. При выше 80°С оба фермента полностью инактивируются.
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Рисунок 31 – Влияние температуры на активность XynT6-E и XynT6-P

При 55°C XynT6-P сохранял более 80% активности, а при 60°C XynT6-E проявлял 86% активности. Выше 80°С оба фермента полностью инактивировались. Поскольку эти два фермента идентичны по аминокислотной последовательности, разница в оптимальной температуре, по-видимому, связана с N-гликозилированием [227, р. 182; 228, р. 1305]. Сравнительный анализ показал, что большинство бактериальных ксиланаз имеют оптимум 40–50°С (таблица 12) [117, р. 20-1; 122, р. 429305; 221, р. 343; 223, р. 34; 224, р. 301; 225, р. 2093; 226, р. 1407; 236, 237]. Более термостабильные ксиланазы из Bacillus subtilis ASH и Bacillus sp. SV-34S имеют оптимум при 55°С, как и XynT6-E [238, 239].
Максимальная активность XynT6-E и XynT6-P по отношению к ксилану древесины березы в оптимальных условиях составила 1030,2 и 873,8 ед/мг: выше, чем у известных ксиланаз (таблица 12).
Температурную стабильность рекомбинантных ксиланаз XynT6-E и XynT6-P исследовали путем предварительной инкубации ферментов при 40°С, 55°С, 60°С или 70°С (рисунок 32) при оптимальном значении рН в течение 120 минут. 
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Рисунок 32 – Влияние температур 40°С, 55°С, 60°С, 70°С на стабильность XynT6-E и XynT6-P

Предварительная инкубация rXynT6-E и rXynT6-P при 40°C не приводила к снижению активности обоих ферментов ниже 80%. Хотя ксиланаза XynT6, полученная из Escherichia coli, имеет более высокий температурный оптимум, чем ее N-гликозилированный аналог, полученный из дрожжей XynT6-P обладает более высокой термостабильностью. XynT6-P сохранял 47% активности после преинкубации при 55°C в течение 120 минут, тогда как XynT6-E сохранял не более 5% активности. 
Повышение термостабильности связано с наличием в rXynT6-P цепей маннозы, которые стабилизируют его третичную структуру. После преинкубации при 60°С в течение 30 мин XynT6-P и XynT6-E имели только 19,2 и 5,9% активности соответственно, а преинкубация при 70°С в течение 30 мин полностью инактивировала оба фермента.
[bookmark: _Toc128419458]
3.2.2.3 Влияние ингибиторов, детергентов, ионов металлов и органических растворителей на стабильность рекомбинантных ксиланаз XynT6-E и XynT6-P
В таблице 13 представлено влияние ионов металлов Ni2+, Mg2+, Ca2+, Zn2+, Mn2+, Cu2+, Fe3+, и Co2+на стабильность XynT6-E и XynT6-P. Определено, что ионы Ni2+, Mg2+, Ca2+, Zn2+, и Fe3+ ингибируют ксиланазную активность XynT6-E на 8–26%. Активность rXynT6-E увеличилась на 18% после преинкубации с Mn2+ (таблица 12). Ионы Mg2+, Ca2+ или Mn2+ повышали активность rXynT6-P на 5-22%. Сравнительный анализ показал, что ионы Mn2+ оказывает ингибирующее действие на ксиланазы из B. licheniformis MS5-14 [224, р. 302], Bacillus sp. SN5 [225, р. 2093], и B. stearothermophilus T-6 [240]. Среди ингибиторов активности rXynT6-P можно отметить ионы кобальта, никеля, и железа, так активность rXynT6-P ингибировалась на 7–42% после преинкубации с Co2+, Ni2+ и Fe3+. Ионы меди ингибировали активность rXynT6-E почти в два раза (57% остаточной активности), что согласуется с сообщениями о других ксиланазах [224, р. 301; 225, р. 2097; 226, р. 1408; 238, р. 953], но оказалось, что XynT6-P устойчива к действию Cu2+ (90% остаточной активности). Это особенно интересно, поскольку все ксиланазы проявляют высокую чувствительность к ионам меди [117, р. 20-1; 154, р. 24; 224, р. 301; 225, р. 2093; 226, р. 1407; 238, р. 953; 240, р. 1725]. Предварительная инкубация XynT6-E и XynT6-P с 0,5 % Тритон Х-100 повышала ксиланазную активность обоих ферментов: на 17% и 4% соответственно. Додецилсульфат натрия (SDS) в концентрации 10 мМ сильно подавлял ферментативную активность, более чем на 70%; напротив, 0,5% β-меркаптоэтанол и 10 мМ ДТТ повышали активность на 4–20%. XynT6-E и XynT6-P проявляли хорошую устойчивость к мочевине и гидрохлориду гуанидина. Преинкубация XynT6-P с мочевиной повышала активность на 4%, а преинкубация с гидрохлоридом гуанидина повышала активность XynT6-E на 21%. ЭДТА в концентрации 10 мМ повышала активность XynT6-E на 16%. Органические растворители по-разному влияли на активность XynT6-E и XynT6-P. Преинкубация с ацетоном или этанолом снижала активность XynT6-E на 5–7%, тогда как метанол и изопропанол повышали активность на 3%. Для XynT6-P только этанол оказывал стимулирующее действие на 16%; метанол и изопропанол снижали ферментативную активность на 10–20%, а ацетон не влиял на активность XynT6-P (таблица 12).

Таблица 13 – Влияние катионов металлов, детергентов, органических растворителей и других химических веществ на ксиланазную активность XynT6-E и XynT6-P 

	Реагент
	Концентрация
	Остаточная активность, %

	
	
	rXynT6-E
	rXynT6-P

	1
	2
	3
	4

	Контроль
	-
	100 ± 0,9
	100 ± 4,3

	Ni2+
	5 мМ
	73,8 ± 1,3
	96,3 ± 4,4

	Mg2+
	5 мМ
	92,1 ± 2,3
	116,7 ± 4,1

	Ca2+
	5 мМ
	92,3 ± 3,3
	105,7 ± 1,8

	Zn2+
	5 мМ
	83,5 ± 0,5
	99,5 ± 2,4

	Mn2+
	5 мМ
	118,2 ± 4,6
	122,6 ± 3,9

	Co2+
	5 мМ
	101,6 ± 0,5
	92,5 ± 2,8

	Cu2+
	5 мМ
	56,9 ± 3,5
	90,0 ± 1,2

	Fe3+
	5 мМ
	78,4 ± 0,9
	58,1 ± 3,9

	Tритон X-100
	0.5 %
	117 ± 0,9
	104,1 ± 1,0

	SDS
	10 мM
	28,4 ± 1,1
	24,4 ± 0,6

	Продолжение таблицы 13


	1
	2
	3
	4

	-меркаптоэтанол
	0.5 %
	120,9 ± 1,5
	118,9 ± 3,2

	Дитиотреол (ДТТ)
	10 мМ
	104,7 ± 0,2
	107,6 ± 5,1

	Мочевина
	100 мМ
	101 ± 0,9
	95,7 ± 2,9

	Гуанидин гидрохлорид
	100 мМ
	121,2 ± 1,2
	102,6 ± 0,4

	ЭДТА
	10 мМ
	116,4 ± 4,6
	102,2 ± 17,2

	Метанол
	5%
	102,8 ± 13,8
	80,7 ± 2,8

	Этанол
	5%
	92,9 ± 7,9
	116,8 ± 8,2

	Изопропиловый спирт
	5%
	103,4 ± 4,6
	90,0 ± 9,2

	Ацетон
	5%
	95,8 ± 8,3
	99,5 ± 1,5



[bookmark: _Toc128419459]3.2.2.4 Определение субстратной специфичности и кинетических параметров рекомбинантных ксиланаз XynT6-E и XynT6-P
XynT6-E и XynT6-P проявляли относительно хорошую субстратную специфичность: 100 и 100% относительная активность по отношению к ксилану древесины березы и 113,4 и 117,6% относительная активность по отношению к ксилану из древесины бука соответственно. Ферментативной активности не было обнаружено, когда субстратом была целлюлоза, карбоксиметилцеллюлоза, крахмал или пуллулан, что указывает на высокую специфичность и отсутствие целлюлазной, амилазной и пуллуланазной активности у XynT6. Аналогичная субстратная специфичность была обнаружена для ксиланаз из Bacillus sp. SN5 и Nesterenkonia xinjiangensis CCTCC AA001025 [225, p. 2095; 238, р. 954].
Km, Vmax и Kcat рекомбинантных ферментов определяли с использованием различных концентраций ксилана из древесины березы или бука в качестве субстрата (таблица 14). Сравнение значений Km для обоих ксиланов показало, что сродство XynT6-E и XynT6-P выше к березовому ксилану, чем к буковому ксилану.

Таблица 14 – Кинетические параметры XynT6-E и XynT6-P

	Параметр
	Значения

	
	XynT6-E
	XynT6-P

	субстрат
	березовый ксилан
	буковый ксилан
	березовый ксилан
	буковый ксилан

	Удельная активность (Ед/мг)
	939,1 ±20.8
	1065,3±16.2
	832,5±22.7
	978,7±9,22

	Km (мг/мл)
	2,973±0,393
	6,779±0,819
	3,037±0,362
	4,965±0,434

	Vmax (Ед/мг)
	987,5±53,6
	1691,9±101,5
	667,8±31
	355,8±13,7

	Kcat (с-1)
	148,3±8,1
	254±15,1
	100,3±4,6
	53,42±2,5








[bookmark: _Toc128419460]3.3 Получение рекомбинантной ксиланазы XynT6 в пилотном ферментере
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3.3.1 Ферментация штамма-продуцента рекомбинантной ксиланазы XynT6 методом глубинной ферментации в биореакторе
С целью исследования возможности крупномасштабного производства рекомбинантной ксиланазы использовали биореактор объемом 10 литров для культивирования штамма дрожжей Pichia pastoris X-33/pPICZα/XynT6 (рисунок 33). В течение 144 часов ферментации выход мокрых клеток составил 47,4 г/л. Активность ксиланазы в культуральной жидкости составила 120 Ед/мл в конце ферментации. Общий выход рекомбинантного фермента составил 2529,7 Ед на грамм мокрых клеток. Выход нативной ксиланазы XynT6 при культивировании Bacillus sonorensis T6 на базальной среде в течение 72 часов составил 0,4 Ед/мл, что в 167 раз меньше, чем у рекомбинантного штамма Pichia pastoris X-33/pPICZα/XynT6 за тот же период культивирования (67 Ед/мл). Для других известных природных продуцентов ксиланазы выход составляет 1,47–10,00 ЕД/мл [220, р. 573; 221, р. 344; 240, р. 1725], что значительно ниже, чем у полученного рекомбинантного продуцента Pichia pastoris X-33/pPICZα/XynT6. Эти результаты показывают, что продукция XynT6 в Pichia pastoris под контролем промотора AOX, индуцируемого метанолом, является эффективной.
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Рисунок 33 – Ферментация дрожжевого штамма-продуцента рекомбинантной ксиланазы 
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3.4 Гидролиз крахмала и ксилана с помощью рекомбинантных α-амилазы и ксиланазы и идентификация продуктов гидролиза
Полученные рекомбинантные α-амилаза и ксиланаза были тестированы в экспериментах по многочасовому гидролизу картофельного крахмала и березового ксилана. Идентификацию продуктов гидролиза данных полисахаридов проводили методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) с использованием моно- и олигосахаридов в качестве стандартных образцов. Для изучения морфологических изменений на поверхности пшеничной соломы после ее обработки рекомбинантными ксиланазами rXynT6-E и XynT6-P образцы обработанной соломы изучали методом сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). 
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3.4.1 Ферментативный гидролиз крахмала с помощью α-амилазы rAmyT5 и идентификация продуктов гидролиза методом тонкослойной хроматографии
Определение продуктов гидролиза крахмала методом тонкослойной хроматографии  показало, что продуктами гидролиза являются мальтоолигосахариды (рисунок 35). Было отмечено, что преобладающим продуктом является дисахарид мальтоза. Небольшое количество глюкозы наблюдается только после 10 часов инкубации. Полученные результаты позволяют констатировать, что α-амилаза из Bacillus lichenifromis является эндоферментом. Известно, что рекомбинантная альфа-амилаза из Thermomyces dupontii при гидролизе растворимого крахмала продуцирует мальтозу и мальтотриозу, и небольшое количество глюкозы, что подтвержадет эндогенное действие фермента [241].
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Рисунок 35 – Гидролиз картофельного крахмала с использованием 
рекомбинантной альфа-амилазы 
[bookmark: _Toc128419464]3.4.2 Ферментативный гидролиз ксилана с помощью ксиланазы rXynT6 и идентификация продуктов гидролиза методом тонкослойной хроматографии
При гидролизе березового ксилана с использованием рекомбинантной ксиланазы продуктами являлись ксилобиоза и другие ксилоолигосахариды: ксилотриоза, ксилотетраоза, ксилопентаоза (рисунок 36). Среди продуктов гидролиза ксилоза не обнаружена даже после 10 часов ферментативного гидролиза, что свидетельствует о том, что также, как и α-амилаза из Bacillus licheniformis, ксиланаза из Bacillus sonorensis является эндоферментом. Было обнаружено, что ксиланаза из штамма Bacillus licheniformis так же является эндоферментом при гидролизе березового ксилана, образует ксилоолигосахариды (преимущественно ксилотриозу) и не образует ксилозу [235, р. 101-106].
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Рисунок 36 – Гидролиз березового ксилана с использованием рекомбинантной ксиланазы XynT6
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3.5 Сканирующая электронная микроскопия гидролизованной соломы
Проведена обработка пшеничной соломы рекомбинантными ксиланазами XynT6-E и XynT6-P. Результаты морфологических изменений соломы наблюдали с помощью сканирующей электронной микроскопии.
Полученные с помощью сканирующей электронной микроскопии изображения необработанных и обработанных образцов выявили морфологические изменения (рисунок 37). 
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а – необработанной; б –  обработанной XynT6-E; в – обработанной XynT6-P (В) пшеничной соломы при увеличении ×1000

Рисунок 37 – Изображения, полученные с помощью СЭМ 

Если поверхность необработанной пшеничной соломы была гладкой (рисунок 37а) (без какой-либо шероховатости), то, напротив, поверхность пшеничной соломы после обработки рекомбинантными ксиланазами оказалась шероховатой (рисунок 37б, 37в). На образцах пшеничной соломы обработанной рекомбинантными ферментами установлены неровности, участки шероховатости, свидетельствующие о деградации, что, в свою очередь, свидетельствует о гидролизе ксилана.

[bookmark: _Toc128419466]ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании проведенных исследований можно сформулировать следующие выводы:
1. Из почвы Казахстана были выделены и идентифицированы умеренные термофильные бактериальные штаммы Bacillus licheniformis T5 и Bacillus sonorensis Т6, которые обладают амилолитической и ксиланолитической активностями, соответственно. Штаммы были идентифицированы на основании культурально-морфологических, протеомных и молекулярно-генетических признаках. Было проведено секвенирование полного генома бактериальных штаммов Bacillus licheniformis T5 и Bacillus sonorensis Т6 на приборе MinION (нанопоровый секвенатор производства компании Oxford Nanopore Technologies). В результате была получена и аннотирована полная нуклеотидная последовательность штамма Bacillus licheniformis Т5, которая была депонирована в международной базе данных NCBI GenBank за номером CP 124852, штамма Bacillus sonorensis Т6 – номер заявки JASCPU000000000.
2. Методами зимографического анализа, белковой масс-спектрометрии и протеомики в секреторном белково-пептидном экстракте штаммов Bacillus licheniformis T5 и Bacillus sonorensis Т6 идентифицирована α-амилаза, имеющая молекулярный вес 58,8 кДа и ксиланаза с молекулярным весом 23,3 кДа. Путем клонирования были выделены и секвенированы гены α-амилазы (1536 п.о.) и ксиланазы (555 п.о.) из геномной ДНК штаммов Bacillus licheniformis T5 и Bacillus sonorensis Т6. 
3. С помощью технологии рекомбинантных ДНК экспрессированы и получены α-амилаза и ксиланаза в клетках Escherichia coli (негликозилированная форма) и Pichia pastoris (гликозилированная форма) соответственно. Биоинформатический анализ аминокислотной последовательности α-амилазы и ксиланазы показал, что данные белки имеют 6 и 3 потенциальных сайта N-гликозилирования. N-гликозилирование подтверждено ДСН-ПААГ электрофорезом, дегликозилированием и вестерн-блоттингом. Было установлено, что гликозилирование увеличивает молекулярный вес α-амилазы приблизительно на 10 кДа, ксиланазы на 5-5,5 кДа. 
4. Изучены биохимические свойства α-амилазы из Bacillus licheniformis. Установлено, что рекомбинантные α-амилазы обладают максимальной активностью при 70 и 80°C, рН 6,0. Рекомбинантные α-амилазы показывают более 50% активности при 50°С-90°С. Определена pH стабильность фермента: более 80% активности негликозилированной α-амилазы сохраняется после инкубации в диапозоне pH 5-9, гликозилированная α-амилаза стабильна в диапазоне 6-9. Амилазная активность негликозилированной и гликозилированной формы фермента в оптимальных условиях составила 2086,67 и 466 ед/мг соответсвенно. 
Изучены биохимические свойства ксиланазы из Bacillus sonorensis. Установлено, что рекомбинантные ксиланазы обладают оптимальной активностью при 47–55°С и рН 6,0–7,0. Рекомбинантные ксиланазы сохраняли 100% активности через 10 ч инкубации в диапазоне рН 3-11 и 68% активности через 1 ч при рН 2,0. В течение 144 часов ферментации выход мокрых клеток составил 47,4 г/л. В условиях глубинной ферментации активность ксиланазы в культуральной жидкости составила 120 Ед/мл. Ксиланазная активность негликозилированной и гликозилированной ксиланазы в оптимальных условиях составила 1030,2 и 873,8 ед/мг соответственно. 
5. Определение субстратной специфичности α-амилазы из B. licheniformis и ксиланазы из B.sonorensis  показало, что исследуемые ферменты являются строго специфичными. Детекция продуктов гидролиза крахмала и ксилана с использованием рекомбинатной α-амилазы из B.licheniformis и ксиланазы из B. sonorensis методом тонкослойной хроматографии показала, что продуктами гидролиза являются ди- и олигосахариды. Тем самым было установлено, что исследуемые ферменты являются эндоферментами.
6. Сравнительный анализ биохимических свойств негликозилированной и гликозилированной формы α-амилазы и ксиланазы показал следующее:
1) гликозилирование смещает на 8-10°C температурный оптимум обоих ферментов. При гликозилировании α-амилазы снижается термостабильность фермента: период полужизни негликозилированного фермента при 80°C составил 18 минут, негликозилированного – 9 минут. Гликозилированная ксиланаза имеет на 40% более высокую термостабильность при 55°C, чем негликозилированная;  
2) гликозилирование ксиланазы смещает pH оптимум фермента на 1 единицу, гликозилирование не влияет на pH стабильность обоих ферментов;
3) гликозилирование повысило чувствительность α-амилазы к ионам металлов: Co2+ увеличивает активность на 36% гликозилированного фермента, ионы Fe3+ полностью ингибируют активность гликозилированной α-амилазы. Ионы Mg2+ увеличивают активность гликозилированной ксиланазы на 16%;
4) гликозилирование снижает удельную активность α-амилазы в 4,47 раза.
Таким образом в данной работе были получены и изучены биохимические характеристики альфа-амилазы из B.licheniformis Т5 и ксиланазы из Bacillus sonorensis T6. Активность рекомбинантных α-амилаз при высоких температурах 50-90°С и диапазоне pH 6-9 может рекомендовать α –амилазу из B.licheniformis T5 к использованию в процессах промышленной переработки крахмалсодержащего сырья. Хорошая стабильность в широком диапазоне pH и умеренных температур может сделать ксиланазу из Bacillus sonorensis T6 полезной для различных биотехнологических применений, например, в качестве ферментной добавки в кормовой промышленности.
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Нуклеотидная последовательность гена α-амилазы Bacillus licheniformis T5

ATGAAACAACAAAAACGGCTTTACGCCCGATTGCTGACGCTGTTATTTGCGCTCATCTTCTTGCTGCCTCATTCTGCAGCAGCGGCGGCAAATCTTAATGGGACGCTGATGCAGTATTTTGAATGGTACATGCCCAATGACGGCCAACATTGGAAGCGTTTGCAAAACGACTCGGCATATTTGGCTGAACACGGTATTACTGCCGTCTGGATTCCCCCGGCATATAAGGGAACGAGCCAAGCGGATGTGGGCTACGGTGCTTACGACCTTTATGATTTAGGGGAGTTTCATCAAAAAGGGACGGTTCGGACAAAGTACGGCACAAAAGGAGAGCTGCAATCTGCGATCAAAAGTCTTCATTCCCGCGACATTAACGTTTACGGGGATGTGGTCATCAACCACAAAGGCGGCGCTGATGCGACCGAAGATGTAACCGCGGTTGAAGTCGATCCCGCTGACCGCAACCGCGTAATTTCAGGAGAACACCTAATTAAAGCCTGGACACATTTTCATTTTCCGGGGCGCGGCAGCACATACAGCGATTTTAAATGGCATTGGTACCATTTTGACGGAACCGATTGGGACGAGTCCCGAAAGCTGAACCGCATCTATAAGTTTCAAGGAAAGGCTTGGGATTGGGAAGTTTCCAATGAAAACGGCAACTATGATTATTTGATGTATGCCGACATCGATTATGACCATCCTGATGTCGCAGCAGAAATTAAGAGATGGGGCACTTGGTATGCCAATGAACTGCAATTGGACGGTTTCCGTCTTGATGCTGTCAAACACATTAAATTTTCTTTTTTGCGGGATTGGGTTAATCATGTCAGGGAAAAAACGGGGAAGGAAATGTTTACGGTAGCTGAATATTGGCAGAATGACTTGGGCGCGCTGGAAAACTATTTGAACAAAACAAATTTTAATCATTCAGTGTTTGACGTGCCGCTTCATTATCAGTTCCATGCTGCATCGACACAGGGAGGCGGCTATGATATGAGGAAATTGCTGAACGGTACGGTCGTTTCCAAGCATCCGTTGAAATCGGTTACATTTGTCGATAACCATGATACACAGCCGGGGCAATCGCTTGAGTCGACTGTCCAAACATGGTTTAAGCCGCTTGCTTACGCTTTTATTCTCACAAGGGAATCTGGATACCCTCAGGTTTTCTACGGGGATATGTACGGGACGAAAGGAGACTCCCAGCGCGAAATTCCTGCCTTGAAACACAAAATTGAACCGATCTTAAAAGCGAGAAAACAGTATGCGTACGGAGCACAGCATGATTATTTCGACCACCATGACATTGTCGGCTGGACAAGGGAAGGCGACAGCTCGGTTGCAAATTCAGGTTTGGCGGCATTAATAACAGACGGACCCGGTGGGGCAAAGCGAATGTATGTCGGCCGGCAAAACGCCGGTGAGACATGGCATGACATTACCGGAAACCGTTCGGAGCCGGTTGTCATCAATTCGGAAGGCTGGGGAGAGTTTCACGTAAACGGCGGGTCGGTTTCAATTTATGTTCAAAGA
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Нуклеотидная последовательность гена ксиланазы Bacillus sonorensis T6

ATGTTTAAGTTTAAAAAGAATTTCTTAGTTGGATTAACGGCAGCTTTAATGAGTATTAGCTTGTTTTCGGCAACCGCCTCTGCAGCTAGTCCAGACTACTGGCAAAATTGGACTGATGGCGGCGGAACAGTAAACGCTGTTAATGGGCCTGGCGGGAATTACAGCGTTAATTGGTCTAATACCGGAAATTTCGTTGTTGGTAAAGGTTGGACTACAGGTTCGCCATCTAGGACAATAAACTATAATGCCGGAGTTTGGGCGCCGAATGGCAATGGATATTTGGCTTTATATGGTTGGACGAGATCACCGCTCATAGAATATTATGTAGTGGATTCATGGGGTACTTATAGACCTACTGGAACGTATAAAGGTACTGTATACAGTGATGGCGGCACATATGACATCTATACAACTACACGTTATAATGCACCTTCCATTGATGGCGAAAAAACTACTTTCACGCAGTACTGGAGTGTTCGCCAGACGAAGAGACCAACTGGAAGCAACGCTAAAATCACTTTCAGCAATCATGTTAGAGCATGGAAGAGTCATGGAATGAATCTGGGTAGTATTTGGTCTTATCAAGTCTTAGCGACAGAGGGATATCAAAGTAGTGGAAGTTCTAACGTAACAGTGTGG
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Аминокислотная последовательность

Аминокислотная последовательность α-амилазы Bacillus licheniformis T5
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galacturonic acid (GalA) and rhamnose (Rha) are structural compo-
nents of xylan. Recently, some interesting features of xylan have been
found in the hardwood xylans. The structure of -O-3-D-Xylp-(1— 4)-
0-3-D-Xylp-(1—3)-0-a-L-Rhap-(1 — 2)-0--D-GalAp-(1— 4)-D-Xylp
have been revealed in the reducing end of hardwood xylans from birch
(Betula platyphylla) and Eucalyptus globules (Ericsson et al, 1977;
Evtuguin et al, 2003; Johansson and Samuelson, 1977; Shimizu et al.,
1976).

2.1.2. Glucomannan (GM)
In addition to xylan, hardwoods contain 2-5% of a glucomannan,

(Gao and Nishinari, 2007). It consists of D-mannose and p-glucose
in a molar ratio of 1.6:1, with a 3-1,4-linkage (Kato and Matsuda,
1969; Maeda et al., 1980). There may be certain short side branches
at the C-3 position of the mannoses and acetyl groups randomly pre-
sent at the C-6 position of a sugar unit. The acetyl groups frequently
range from 1 per 9 sugar units to 1 per 20 sugar units (Koroskenyi
and Mccarthy, 2001; Smith and Srivastava, 1959). Because of its
renewability, good biocompatibility and biodegradability, KGM is a
promising material for use in degradable plastics.
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MY MASCOT Search Results
Protein View: gi| 27903807

hyperthermostable alpha-amylase [Bacillus licheniformis]

Database: NCBInr
Score: 727

Average mass (M;): 58401

Calculated pI: 621

Taxonomy: Bacillus licheniformis

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi| 27903807 against nr.
Search parameters

MS data file: Proteininalysishesults.mgt
Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Variable modifications: Carbamidomethyl (C), Oxidation (M)

Protein sequence coverage: 19%
Matched peptides shown in bold red.

1 MKQQKRLYAR LLPLLFALTF LLPHSARARA NLNGTLUOYF EWYMPNDGOH
51 WKRLONDSAY LAEHGITAVN I1PPAYKGTSQ DDVGYGAYDL YDLGEFHQKG
101 TVRTKYGTKG ELQSAINSLH SRDINVIGDV VINHKGGADA TEDVIAVEVD
151 PADRNEVISG EQRIKAWTHE QFPGRGSTYS DEKWHWYHFD GTDWDESRKL
201 NRIYKFOGKA WONEVSNVNG NYDYLMYADT DYDHPDATAE TKRWGTWYAN
251 ELQLDGERLD AVKHIKFSFL ROWVNHVREK TGKEMFTVAE YWONDLGALE
301 NYLNKTNFNH SVFDVPLHYQ FRARSTOGGG YDMRKLLNGT VVSKHPVKAV
351 TEVDNHDIQP GOSLESTVQT WEKPLAYAFI LTREAGYPQI FYGDUYGTKG
401 ASQREIPALK HKIEPILKAR IQYAYGAQHD Y
451 SGLAALITDG PGGTKRMYVG RQNAGETWHD ITGNRSDSVY TNAEGHGERH
501 VNGGSVSTYV QR

HDIVGH TREGDSSVAN
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