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Аннотация: Проведены клонирование и анализ свойств целлюлазы Penicillium sp. ‘occitanis’. Ген был обнаружен в геномных 
данных базы NCBI. Получена плазмида pPZL-4xBGLU-Pocc, несущая четыре копии конструкции, экспрессирующей ген целлю-
лазы P. sp. ‘occitanis’. Плазмида была клонирована в штамм дрожжей Komagataella phaffii T07 под контроль промотора и терми-
натора гена AOX1. Было клонировано четыре копии экспрессирующей конструкции. В результате получен штамм K. phaffii T07  
BGLU-4xPocc. Максимальный уровень экспрессии этого штамма составил ~4 000 000 Ед/л культуральной жидкости при культи-
вировании в 5-литровом биореакторе. Полученный белок, согласно данным гель-электрофореза, дает полосу ~39.5 кДа, что 
соответствует расчетной массе, и обширную область примерно от 42 до 70 кДa. Формирование этой области говорит о возмож-
ном гликозилировании белка при экспрессии в K. phaffii. Анализ свойств фермента показал, что температурный оптимум активно-
сти составляет 55–65 °С, рН оптимум – примерно 1.5–2. Фермент сохраняет 50 % активности при pH от 1.5 до 6 и от 30 до 80 °С. Он 
стабилен при температуре ниже 75 °С в течение 4 ч, но при 85 °С за 4 ч теряет 50 % активности. Фермент устойчив при рН от 4 до 7.5.
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Cloning and expression of a cellulase gene  
from Penicillium sp. ‘occitanis’ in Komagataella phaffii T07
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Abstract: In this study we cloned a cellulose from Penicillium sp. ‘occitanis’ and analyzed its properties. The gene was extracted from 
the NCBI database. We constructed a pPZL-4xBGLU-Pocc plasmid carrying four copies of a construction capable of expressing the P. sp. 
‘occitanis’ cellulase. The plasmid was inserted into the Komagataella phaffii T07 yeast strain under the control of AOX1 promoter and 
terminator. A total of four copies of the expressed construction was cloned. As the result, we obtained the K. phaffii T07 BGLU-4xPоcc 
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strain. The maximum expression level of the strain was ~4 000 000 U per 1 l of culture media in a 5 l bioreactor. The obtained protein 
was seen as a ~39.5 kDa band on the gel, which accords with its calculated mass. It also formed a smear from about 42 to 70 kDa, which 
probably indicates its glycosylation during the expression in K. phaffii. The temperature optimum of the enzyme was at 55–65 °C, and 
рН at ~1.5–2. The enzyme retains at least 50 % activity at pH ranging from 1.5 to 6, and at 30 to 80 °C. Below 75 °C, the protein remains 
active for 4 h. At 85 °С, it loses 50 % of its activity after 4 h. The enzyme is stable in pH ranging from 4 to 7.5.
Key words: cellulase; carbohydrase; endo-β-1,4-glucanase (EC 3.2.1.4); Penicillium sp. ‘occitanis’; Pichia pastoris; Komagataella phaffii; 
biotechnology; cultivation. 
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Введение
Целлюлоза – это β-1,4-связанный полимер D-глюкозы, один 
из основных компонентов клеточной стенки растений, са-
мый массовый компонент биосферы и наиболее распро-
страненный возобновляемый источник углерода на Земле. 
Ежегодная продукция целлюлозы составляет примерно 
1012 т в год (Tomme et al., 1995; Watanabe et al., 2001). В связи 
с такими значительными объемами ежегодной продукции 
целлюлоза является важным компонентом круговорота 
углерода в биосфере. Целлюлоза клеточной стенки нахо-
дится в составе пространственного комплекса с гемицел-
люлозой и лигнином. Три полимера, входящие в состав кле-
точной стенки, обладают разными свойствами и совместно 
обеспечивают физическую и химическую стойкость лигно-
целлюлозы, которая обеспечивает структурную функцию 
растительной биомассы.

Биологическое разложение лигноцеллюлозы в природе 
происходит под воздействием большой группы ферментов: 
целлюлаз, гемицеллюлаз и лакказ. В большинстве случаев 
полный комплекс лигноцеллюлозоразрушающих фермен-
тов синтезируется группой организмов. Непосредственно 
разрушение целлюлозы осуществляют три типа фермен-
тов: экзо-β-1,4-глюканаза (EC 3.2.1.91), эндо-β-1,4-глюканаза  
(EC 3.2.1.4) и β-1,4-глюкозидаза (EC 3.2.1.21) (Gao et al., 2008). 
Основные деструкторы целлюлозы – это грибы, они же слу-
жат источником большинства генов β-1,4-гликозид гидро-
лаз, применяемых в технологических процессах. 

Первой коммерчески доступной целлюлазой стал фер-
ментный препарат, получаемый из белков, секретируемых 
грибком Trichoderma reesi (Wang et al., 2013). Секрет T. reesi 
состоит из комплекса генов β-1,4-гликозид гидролаз и ис-
пользуется в основном для разложения лигноцеллюлозной 
биомассы. Параллельно с развитием методов молекуляр-
ной биологии, белковой и геномной инженерии исследова-
тели осуществили оптимизацию этого комплекса, а позднее 
перенесли синтез препарата в другие, уже рекомбинант-
ные продуценты (Bhati, Sharma, 2021). По мере роста спек-
тра применений целлюлаз и повышения требований к их 
стабильности происходил поиск новых генов, более адап-

тированных к требованиям технологических процессов 
целлюлаз. В том числе возникла потребность в получении 
препаратов, состоящих из отдельных целлюлаз (Kumar et 
al., 2019; Siqueira et al., 2020; Niyonzima, 2021). Поиск новых 
генов целлюлаз остается актуальным и в настоящее время, 
что связано как с общим развитием биотехнологического 
направления, так и с развитием локальных производств 
ферментов.

В исследовании мы использовали дрожжи Komagataella 
phaffii (Pichia pastoris), которые применяются в качестве про-
дуцента рекомбинантного белка с 70-х годов прошлого сто-
летия (Ahmad et al., 2014). Эти дрожжи обладают развитой 
системой секреции белков и способностью к росту до очень 
высоких плотностей культуры, что позволяет получать фер-
менты в высокой концентрации (Bill, 2014). Дрожжевая си-
стема экспрессии гетерологичных белков становится все 
более популярной ввиду удобства ее использования в про-
изводственных условиях.

За последние несколько лет опубликованы работы, по-
священные экспрессии эндоглюканаз в K. phaffii. Так, с 2018 г. 
успешно экспрессированы целлюлаза из: Aspergillus fumiga-
tus (Vianna Bernardi et al., 2019), A. awamori (Liu et al., 2020), 
Thermoascus aurantiacus (Jain et al., 2018), Sclerotinia sclerotio-
rum (Chahed et al., 2018), Reticulitermes speratus (Zhang et al., 
2018), Thermoanaerobacter brockii (Javanmard et al., 2021) и др. 
В работе (Javanmard et al., 2021) выполнено клонирование 
целлюлазы из гриба T. brockii. Помимо анализа полученного 
рекомбинантного белка показано положительное влияние 
введения нескольких копий экспрессирующих конструкций 
на уровень наработки белка (Javanmard et al., 2021).

В настоящее время одним из наиболее значимых источ-
ников информации о последовательностях генов микро-
организмов становятся открытые базы данных. В связи с 
увеличением объемов секвенирования постоянно растет 
объем информации о геномах микроорганизмов, что при-
водит к экспоненциальному росту данных о геномных по-
следовательностях. Мы провели поиск генов целлюлаз и 
обнаружили ряд генов, которые ранее не были изучены. Эти 
последовательности использовали для получения реком-
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бинантного белка с предсказанными свойствами, не имея 
генетического материала микроорганизма, в котором ген 
был обнаружен. 

Материалы и методы
Конструирование экспрессионных кассет и интегра
ционного вектора. Поиск гена целлюлазы. Для получе-
ния последовательностей генов белков, адаптированных 
для экспрессии в K. phaffii, были удалены сигнальные пепти-
ды, обнаруженные в аминокислотных последовательностях 
при помощи программы SignalP-5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/SignalP/). Последовательность гена была оптимизи-
рована для экспрессии в K. phaffii фирмой ATG:biosynthetics 
(Германия). Для сборки экспрессирующей конструкции при-
менены метод Gibson Assembly и набор NEBuilder HiFi 2X 
Master Mix (NewEnglandBiolabs, США), согласно инструкции 
производителя. Фрагменты для сборки амплифицировали 
при помощи ПЦР с высокоточной полимеразой Q5® High-
Fidelity 2X Master Mix (NewEnglandBiolabs). Для получения 
фрагментов с перекрывающимися концами были взяты 
праймеры с довесками (табл. 1). 

Для сборки плазмиды, несущей четыре копии конструк-
ции, экспрессирующей ген целлюлазы, амплифицировали 
экспрессирующую конструкцию праймерами BglAoxProm_F 
и BamHIAoxTerm_R с использованием Q5 полимеразы. По-
лученный фрагмент обрабатывали рестриктазами MalI, 
BglII и BamHI, очищали на магнитных частицах и клониро-
вали в плазмиду pPZL-BGLU-Pocc, обработанную рестрикта-
зой BglII. Процедуру повторяли три раза, пошагово наращи-
вая копийность. 

Конструирование штамма продуцента. Электро-
компетентные клетки трансформировали плазмидой  
pPZL-4хBGLU-Pocc, несущей четыре копии конструкции, 
экспрессирующей ген целлюлазы Penicillium sp. ‘occitanis’. 
Добавляли к компетентным клеткам 1 мл одномолярно-
го раствора сорбитола и инкубировали в течение 2 ч при 
30 °С. После чего высевали часть культуры на агаризован-
ную среду YPD с зеоцином в качестве селективного анти-
биотика. Чашки Петри культивировали в течение 3 суток 
при 30 °С. 

Отбор клонов. Для отбора клонов с наибольшей целлю-
лазной активностью выросшие колонии K. phaffii Т07, транс-
формированные плазмидой pPZL-4хBGLU-Pocc, засевали в 
24-луночный планшет с глубокими лунками. Каждую коло-
нию помещали в отдельную ячейку, содержащую 2 мл YPGM 
с 0.3 % глюкозы и 1 % метанола. В качестве отрицательно-
го контроля был штамм K. phaffii Т07 без встроенного гена 
целлюлазы. Планшет инкубировали в термошейкере при 
30 °С, 380 об/мин в течение 3 суток. Каждые сутки добавляли 
20 мкл метанола в каждую ячейку планшета. 

На четвертые сутки культивирования отбирали по 
500 мкл культуры из каждой ячейки планшета, переносили 
в 1.5 мл пробирки, осаждали клетки центрифугированием 
при 4000 g в течение 15 мин. Полученный супернатант ис-
пользовали для определения целлюлазной активности. 

Культивирование штамма продуцента в биореакторе. 
Культивирование рекомбинантного штамма K. phaffii Т07 в 
ферментере осуществляли в соответствии с методом, описан-

ным в руководстве по системе экспрессии Pichia Expression 
Kit (Invitrogen). Отдельные колонии штамма K. phaffii Т07 с 
чашки YPD с зеоцином (200 мкг/мл) инокулировали в 5 мл 
среды YPD с зеоцином (200 мкг/мл) и культивировали в те-
чение ночи при 30 °С в качестве посевной культуры. Посев-
ную культуру (4 мл) дополнительно инокулировали в 400 мл  
(4 колбы на 500 мл по 100 мл среды) смеси сред YPD и YNB 
(1:4) с 2 % глюкозы и культивировали в течение 48 ч при 
30 °С и 250 об/мин.

Для инокуляции 4 л солевой среды, содержащей 32.5 г/л 
глицерина, 9.375 г/л (NH4)2SO4, 1.875 г/л СаSO4 · 2H2O, 0.9375 г/л 
NaCl, 3.75 г/л MgSO4 · 7H2O, 3.75 г/л KH2PO4 в 7.5-литровом 
ферментере Pro-Lab (Биотехно, Москва) использовали 
400 мл культуры. Культивирование проводили при 30 °С  
с постоянным потоком воздуха 3 л/мин. Начальная скорость 
вращения мешалки составила 400 об/мин. Содержание рас-
творенного кислорода поддерживали на уровне более 20 % 
при помощи постепенного увеличения скорости вращения 
мешалки до 1200 об/мин, pH среды поддерживали на уров-
не 5.9, используя 10 М раствор NaOH. Перед инокуляцией в 
среду добавляли 2.5 мл/л микроэлементов (табл. 2), 2.5 мл/л 
витаминов (табл. 3) и 0.25 г/л ампициллина.

После выедания глицерина культурой биомасса достига-
ет ~90 г/л. Момент полного выедания глицерина отслежи-
вали по резкому увеличению содержания растворенного 
кислорода. При проявлении скачка кислорода переходи-
ли на стадию индукции и добавляли в биореактор через 
0.2 микронный фильтр 2 мл/л микроэлементов и 2 мл/л 
50 % раствора (NH4)2SO4. Далее переводили культуру на пи-
тание метанолом, который является индуктором промотора 
AOX1, для чего применяли 60 % метанол. Стадию индукции 
начинали с добавления 40 мл индуктора и снижения темпе-
ратуры до 27 °С. Как только культура адаптировалась к мета-
нолу и уровень кислорода опускался ниже 20 %, запускали 
периодическую подпитку метанолом. Подпитку проводили 
по 4 мл индуктора каждые 20 мин первые три часа после 
индукции и по 6.7 мл индуктора до конца культивирования, 
при резком росте растворенного кислорода выше 25 % 
добавляли 40 мл индуктора. Периодически собирали об-
разцы для мониторинга ферментативной активности куль-
туральной жидкости и роста биомассы. По достижению 
культурой массы 150 г/л опускали температуру культуры 
до 23 °С. Культивирование проводили в течение 72 ч после 
начала индукции.

Методика определения целлюлазной активности  
в супернатанте. За основу для определения ферментатив-
ной активности взяли методику, описанную в учебном изда-
нии Х. Биссвангера «Практическая энзимология» (2010). Ме-
тод заключается в расщеплении карбоксиметилцеллюлозы 
(КМЦ) ферментом до восстанавливающих сахаров и восста-
новлении ими 3.5-динитросалициловой кислоты (ДНСК) до 
3-амино-5-нитросалициловой кислоты, обладающей крас-
но-оранжевой окраской, интенсивность которой определя-
ют колориметрически при длине волны 546 нм. 

Для данной методики отбирали супернатант, получен-
ный путем центрифугирования клеточной культуры дрож-
жей. Супернатант смешивали с 1 % КМЦ и инкубировали в 
течение 20 мин, после чего к реакционной смеси добавля-



197Биотехнология / Biotechnology

A.S. Rozanov, M.E. Voskoboev, N.V. Bogacheva ...  
D.V. Bochkov, A.V. Zadorozhnyy, S.E. Peltek

Cloning and expression of a cellulase gene from Penicillium sp. ‘occitanis’ 
in Komagataella phaffii T07

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Название Нуклеотидная последовательность 

Aox-term_to_gene_F 5'-GCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGT-3’

alpha_to_gene_R 5'-AGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCG-3’

BGLU_Pоcc_pPZL_gibsonF 5'-CGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCCGGTGCTGTTAAAACTGTTAC-3’

BGLU_Pоcc_pPZL_gibsonR 5'-AGGAACAGTCATGTCTAAGGCTTAAGGGAAGTAGGACTCAAGAATGGAC-3’

BglAoxProm_F 5'-atgcatgcAGATCTAACATCCAAAGACGAAAGG-3’

BamHIAoxTerm_R 5'-atgcatgcGGGATCCGCACAAACGAAGG-3’

Таблица 3. Раствор витаминов

Компонент Кол-во (г)  
на 1000 мл

Биотин 0.0508 

Пантотенат кальция 0.2 

Фолиевая кислота 0.01 

Инозитол 1 

Ниацин 0.2 

п-Аминобензойная кислота 0.1 

Пиридоксина гидрохлорид 0.2 

Рибофлавин 0.1 

Тиамина гидрохлорид 0.2 

ли два объема 1 % ДНСК. Эту смесь прогревали при 95 °С в 
течение 10 мин, затем охлаждали до комнатной температу-
ры. Оценку активности созданных ферментных препаратов 
проводили на спектрофотометре Epoch BioTek с помощью 
программного обеспечения Gen5. В лунки спектрофотоме-
трического планшета наносили по 200 мкл анализируемой 
смеси.

Определение pH оптимума и стабильности. Для каж-
дой реакции объемом 100 мкл отбирали по 50 мкл куль-
туральной жидкости и добавляли 50 мкл 1 % КМЦ. Для 
каждого pH был приготовлен отдельный раствор 1 % КМЦ, 
диапазон рН – от 6.5 до 10 с шагом 0.5. Реакции проводили 

в 96-луночном планшете на амплификаторе T100 (Bio-Rad, 
США) в течение 20 мин при температуре 40 °С. После окон-
чания инкубации 75 мкл реакционной смеси смешивали с 
150 мкл ДНСК и инкубировали в течение 10 мин при 95 °С.

Определение температурного оптимума. Для каждой 
реакции объемом 100 мкл отбирали по 50 мкл культураль-
ной жидкости и добавляли 50 мкл 1 % КМЦ с pH буферного 
раствора 6.5. Реакции проводили в 96-луночном планшете 
на амплификаторе T100 (Bio-Rad) в градиенте температур от 
45 до 70 °С в течение 20 мин. После окончания инкубации 
75 мкл реакционной смеси смешивали с 150 мкл ДНСК и ин-
кубировали в течение 10 мин при 95 °С.

Очистка и SDS–PAGE. Все операции проводили при тем-
пературе, не превышающей (3 ± 2) °С. Культуральную жид-
кость центрифугировали в течение 25 мин при 4000 об/мин. 
 Супернатант очищали от низкомолекулярных примесей и 
концентрировали в 20 раз методом ультрафильтрации с ис-
пользованием центрифужных концентраторов типа Vivaspin 
20 и картриджей, имеющих размер пор мембраны 10 кДа. 
Для постановки SDS–PAGE концентрат промывали дистил-
лированной водой.

Полученный ферментативный препарат упаривали в 
20 раз на центрифужном испарителе Сoncentrator plus 
(Eppendorf ), смешивали с Laemmli буфером (62.5 мМ Трис-HCl 
рН 6.8, 25 % глицерина, 2 % ДСН, 0.01 % бромфенолового 
синего, 5 % меркаптоэтанола) в соотношении 1 : 2 и нагре-
вали при 95 °С в течение 5 мин, затем по 30 мкл наносили в 
карманы 4 % концентрирующего полиакриламидного геля 
(4 % смеси акриламида с бисакриламидом 37.5 : 1,125  мМ 
Трис-HCl рН 6.8, 0.1 % ДСН, 0.5 % персульфата аммония 
и 0.1 % N, N, N’, N’-тетраметилэтилендиамина). Разделе-
ние образцов проводили в 12 % полиакриламидном геле 
(12  % смеси акриламида с бисакриламидом 37.5 : 1.375 мМ  
Трис-HCl рН 8.8, 0.1 % ДСН, 0.5 % персульфата аммония и 
0.05 % N, N, N’, N’-тетраметилэтилендиамина) при 200 В на гель 
в трис-глициновом буфере (25 мМ трис, 192 мМ глицин, 0.1 % 
ДСН). Гель окрашивали по Кумасси и визуализировали при 
помощи гельдокументирующей системы VersaDoc (Bio-Rad).

Результаты
Поиск гена
Последовательности целлюлаз можно найти при использо-
вании гомологии к уже известным в настоящее время фер-
ментам, с применением алгоритмов множественного вы-
равнивания и информации из открытых баз данных. 

Таблица 2. Раствор микроэлементов

Компонент Кол-во (г)  
на 1000 мл

Сульфат меди 5-водный (СuSO4 · 5Н2О) 3 

Иодид натрия (NaI) 0.4 

Сульфат марганца (MnSO4) 2 

Молибдат натрия 2-водный (Na2MoO4 · 2H2O) 1 

Борная кислота (H3BO3) 0.1 

Хлорид кобальта 6-водный (CoCl2 · 6H2O) 0.5 

Сульфат железа 7-водный (FeSO4 · 7H2O) 33 

Серная кислота (H2SO4) 5 мл

Сульфат цинка (ZnSO4 · 7H2O) 5 
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Наиболее стабильной среди грибных целлюлаз является 
описанная ранее β-глюканаза из термотолерантного гриба 
Talaromyces emersonii (Wang et al., 2014). Последователь-
ность целлюлазы приведена далее:

>AHV83755.1 glucanase Egl5A (Rasamsonia emersonii)

MKFSRVVCGLTEAGGALAAPVKEKGIKKRASPFQWFGSNESGAEF-
GNNNIPGVEGTDYTFPNTSAIQILIDQGMNIFRVPFLMERMVPNQM-
TGPVDSAYFQGYSQVINYITSHGASAVIDPHNFGRYYNNIISSPSD-
FQTFWHTIASNFADNDNVIFDTNNEYHDMDESLVVQLNQAAIDGI-
RAAGATSQYIFVEGNSWTGAWTWTQVNDAMANLTDPQNKIVYEM-
HQYLDSDGSGTSDQCVNSTIGQDRVESATAWLKQNGKKAILGEY-
AGGANSVCETAVTGMLDYLANNTDVWTGAIWWAAGPWWGDYIF-

SMEPPSGIAYEQVLPLLKPYLE
С помощью этой последовательности был выполнен по-

иск похожих генов. В результате была найдена группа генов, 
имеющих уровень гомологии более 30 % к эталонной по-
следовательности, среди которых для работы была отобра-
на следующая последовательность: 

>PCH03425.1 Glycoside hydrolase, superfamily (Penicillium 
sp. ‘occitanis’)
MAGAVKTVTTLKTDRTSDSSENTSQENLITMKTSIISIVLSTAGLTL-
GAPSKDTKKRASSFEWFGSNESGAEFGSGNIPGVEGTDYTFPNT-
TAIQILIDAGMNIFRVPFLMERMIPTEMTGSLNTAYFEGYSEVINYIT-
GQGAHAVVDPHNFGRYYGTPISSTSDFQTFWSTLASQFKSND-
KVIFDTNNEYHDMDESVVVALNQAAIDGIRDAGATTQYIFVEGN-
SYTGAWTWTTYNTAMVNLTDPSDLIVYEMHQYLDSDGSGTS-
DQCVSSTIGQERVVDATTWLQTNGKRGILGEFAGGANSVCEEAVK-
GMLNYLEQNSDVWLGASWWSAGPWWGDYIFSMEPPSGTAYV-
NYLSILESYFP

Последовательность была найдена в геноме, аннотиро-
ванном при подготовке работы, направленной на изучение 
патогенности грибов к растениям (Bravo-Ruiz et al., 2017). По 
этой последовательности была получена химически синте-
зированная последовательность гена с кодонным составом, 
оптимизированным для экспрессии в K. phaffii (данные не 
представлены). 

Конструирование вектора
С применением полученной ранее в лаборатории плазми-
ды pPZL была сконструирована плазмида на основе вектора 
pPZL, несущая конструкцию, экспрессирующую целлюлазу 
P. sp. ‘occitanis’ под контролем промотора и терминатора 
гена AOX1. Далее плазмида pPZL-BGLU-Pocc была исполь-
зована для конструирования плазмиды pPZL-4xBGLU-Pocc, 
несущей четыре копии конструкции, экспрессирующей ген 
целлюлазы P. sp. ‘occitanis’, как это принято в биотехнологи-
ческой промышленности.

Скрининг наиболее активных клонов
Плазмида pPZL-4xBGLU-Pocc была клонирована в штамм 
K. phaffii T07 при помощи электропорации. Выросшие на 
селективной среде на 3-й день колонии были проверены 
на наличие целлюлазной активности. Все проанализиро-
ванные клоны (16) продемонстрировали целлюлазную ак-
тивность. Клон, проявивший наибольшую активность, был 
использован для дальнейшей работы. Штамму было при-
своено название K. phaffii T07 BGLU-4xPOcc.

Наработка ферментативного препарата
Выбранный штамм культивировали в биореакторе, со-
гласно методике, представленной в разделе «Материалы и 
методы». Культивирование длилось 42 ч после индукции, 
максимум целлюлазной активности был через 40 ч после 
индукции. Наибольшее содержание биомассы – через 32 ч 
после начала индукции (рис. 1). Максимальная активность, 
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Рис. 1. Параметры роста культуры K. phaffii T07 BGLU-4xPocc  
при культивировании в биореакторе

Рис. 2. Гель с разделенными образцами концентрированных куль-
туральных жидкостей штаммов, экспрессирующих эндоглюканазу 
Penicillium sp. 'occitanis' (1, 2). 
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которая была получена при культивировании в биореакто-
ре, составила ~4 000 000 Ед/л культуральной жидкости.

Анализ препарата при помощи SDS-PAAG
Созданный в ходе ферментации ферментативный препарат 
исследовали при помощи SDS-PAAG, согласно методике, 
приведенной в разделе «Материалы и методы» (рис. 2). 

На полученном гель-электрофорезе можно наблюдать 
достаточно четкую полосу чуть ниже 40 кДа, которая соот-
ветствует расчетной молекулярной массе рекомбинантного 
белка целлюлазы P. sp. ‘occitanis’, составляющей 39 562.67 Да. 
Выше этой полосы наблюдается бэнд в виде широкой обла-
сти, примерно от 42 до 70 кДа. Предположительно, это ре-
комбинантный белок с разным уровнем гликозилирования. 

Определение свойств фермента
Поставлен эксперимент по выявлению активности при раз-
ных температурах и рН (рис. 3). Эксперименты проводили в 
трех повторностях.

Согласно полученным данным, оптимум активности фер-
мента целлюлазы P. sp. ‘occitanis’ находится в диапазоне тем-
пературы 55–65 °С и pH 1.5–3. Активность имеет практически 
линейную обратную зависимость от pH и в условиях экспе-
римента постепенно растет от 8.5 до 1.5. Далее при рН = 1  
начинает резко снижаться. Зависимость активности от тем-
пературы имеет классический куполообразный вид. 

Поставлен эксперимент по определению стабильности 
фермента при разных значениях температуры и рН. Для 
определения рН стабильности фермент выдерживали при 
температуре 50 °С и рН от 1 до 8.5. Затем осуществляли фер-
ментативную реакцию. Для определения оптимума темпе-
ратуры фермент выдерживали при рН 8.0 и температурах 
от 50 до 100 °С. После чего проводили ферментативную 
реакцию (рис. 4). Эксперименты выполняли в трех повтор-
ностях.

Фермент сохраняет стабильность при температуре ниже 
75 °С в течение 4 ч, а при 85 °С за 4 ч теряет 50 % активности. 
Он стабилен при рН от 4 до 7.5.

Рис. 3. Зависимость активности фермента целлюлазы P. sp. 'occitanis' от температуры (слева) и рН (справа)
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Рис. 4. Зависимость стабильности фермента целлюлазы P. sp. 'occitanis' от температуры (слева) и рН (справа)
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Заключение
Выполнены клонирование и анализ свойств ранее не ис-
следованного белка целлюлазы из P. sp. ‘occitanis’. Ген был 
обнаружен в базе NCBI. Синтезирован ген с кодонной по-
следовательностью, адаптированной для экспрессии в 
дрожжах K. phaffii. Получена плазмида pPZL-4xBGLU-Pocc, 
несущая четыре копии конструкции, экспрессирующей ген 
целлюлазы P. sp. ‘occitanis’. Плазмида клонирована в штамм 
дрожжей K. phaffii T07 под контроль промотора и термина-
тора гена AOX1. Было клонировано четыре копии экспрес-
сирующей ген конструкции в геном. В результате получен 
штамм K. phaffii T07 BGLU-4xPocc. Максимальный уровень 
экспрессии полученного штамма составил ~4 000 000 Ед/л 
культуральной жидкости при культивировании в 5-литро-
вом биореакторе. Полученный белок, согласно результатам 
гель-электрофореза, дает полосу ~39.5 кДа, что соответству-
ет расчетному весу, и обширную область примерно от 42 до 
70 кДа, формирование которой говорит о гликозилирова-
нии белка при экспрессии в K. phaffii. 
Анализ свойств фермента показал, что оптимум активности 
наблюдался при 55–65 °С, и рН 1.5–2. Фермент сохраняет 
50 % активности при pH от 1.5 до 6 и от 30 до 80 °С. Он  также 
сохраняет стабильность при температуре ниже 75 °С в тече-
ние 4 ч, а при 85 °С за 4 ч теряет 50 % активности. Фермент 
стабилен при рН от 4 до 7.5. Несмотря на то что оптимум 
ферментативной активности рН находится около 2, целесо-
образно использовать фермент при более высоких значе-

ниях рН ~4, так как при этом фермент стабилен.
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