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was 18.3 and 18.4 kg / m2, respectively, which indicated an insufficient body weight of the participants and required 
measures for their rehabilitation in a hospital.

Patients received the same total nutrition. In the control group, additional ATP was supplemented in the form 
of unreduced drinking water, 2 times a day, with a total weight per person for the rehabilitation period of 400-500 g., 
For 15 days, and daily for dinner in the form of a drink 10 grams of ATP restored in 250 ml water.

An analysis of the results of studying the dynamics of somatometric indicators, indicators of the cardiovascular 
system, physical performance and the biochemical status of the body of volunteers, indicates the lack of 
effectiveness of a simple, mechanical increase in diet.

Introduction to the composition of the diet of ATP containing a wide range of essential micronutrients (amino 
acids, vitamins, minerals and trace elements), low and highly esterified pectins, as well as the physical form of highly 
dispersed powder contribute to increasing the efficiency of assimilation of nutrients by the body They stimulate 
the intensity of anabolic processes in the human body, have a beneficial effect on weight gain and correction of 
disorders characteristic of protein-energy insufficiency [1,2].

The daily gain in the control group was 0.053 kg / day, the total - 0.8 kg. In the experimental group, 0.166 kg / 
day, a total of 2.5 kg. The total increase in body weight in the control group was 0.8 kg, and in the experimental group 
2.5 kg, i.e. more than 3 times. Thus, ATP are effective nutrients for the treatment of deficiency and underweight.
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Показано, что точечные аминокислотные замены Asp198→Lys, Asp156→Val и их сочетание, приводят к 
снижению чувствительности коагуляционной активности рекомбинантного химозина коровы к измене-
нию концентрации CaCl2 в молоке.
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Для свертывания молока в сыроделии используется сычужный фермент (СФ) – препарат, полу-
чаемый из слизистых оболочек желудков телят, козлят и ягнят. Основным действующим компонен-
том СФ является аспартатная эндопептидаза - химозин (КФ 3.4.23.4). Химозин (Хн) коровы обладает 
уникальным комплексом технологических свойств и считается эталонным молокосвертывающим 
ферментом (МФ). Во 2-ой половине XX века сформировался мировой дефицит СФ, который акти-
визировал поиски его заменителей, однако, ни один из исследованных натуральных МФ не смог 
конкурировать с Хн коровы [1]. Развитие технологий рекомбинантных ДНК, позволило получить 
генно-инженерный аналог природного Хн. Несмотря на то, что в настоящее время рекомбинантный 
Хн (рХн) коровы используется в производстве различных видов сыров, поиск МФ с улучшенными 
технологическими характеристиками остается актуальной биотехнологической задачей, поскольку 
её решение позволит повысить эффективность сыроделия. Одним из направлений такого поиска 
является инжиниринг натуральных Хн. В частности, такой подход предполагает получение аналогов 
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Хн коровы c аминокислотными (а.к.) заменами способными улучшить технологические свойства 
природных ферментов. 

	 Цель работы – изучить влияние а.к. замен на чувствительность коагуляционной активности (КА) 
рХн к изменению концентрации CaCl2 в молоке.

Важную роль в обеспечении конформационной стабильности ферментов играют солевые мостики - 
электростатические взаимодействия, возникающие между положительно и отрицательно заряженными 
R-группами аминокислот. В молекуле Хн коровы в формировании солевых мостиков участвуют R-группы 
Asp в положениях 156 и 198. Предполагается, что Asp156 и Asp198 служат подходящими мишенями для 
искусственных мутаций, способных повлиять на технологические свойства Хн [2]. Объектами данного ис-
следования стали 3 инженерных варианта рХн коровы с а.к. заменами в положениях 156 и 198: pXн-Bos-I 
(Asp156→Val), pXн-Bos-II (Asp198→Lys), pXн-Bos-V (Asp156→Val, Asp198→Lys). В качестве препарата срав-
нения использовали коммерческий рХн коровы (рХн-Bos-Ref). 

В сыроделии для улучшения коагуляционных свойств пастеризованного молока, в него вносят CaCl2 

до конечной концентрации 1-5 mМ. При нарастании концентрации Ca2+ в молоке КА МФ увеличивается, что 
позволяет снизить его дозировку. Но вместе с КА возрастает и общая протеолитическая активность (ПА) 
фермента, что связано с опасностью снижения выхода и ухудшения органолептических свойств конечно-
го продукта [3]. Поэтому, любой новый МФ, претендующий на использование в сыроделии, должен быть 
сопоставлен с рХн коровы по чувствительности к концентрации Ca2+. 

Продолжительность свертывания молока под действием всех исследованных ферментов сокраща-
лась по мере увеличения в нем концентрации CaCl2 (таблица 1). При этом инженерные варианты рХн ко-
ровы, оказались менее чувствительными к повышению содержания Ca2+ в субстрате, чем коммерческий 
рХн. Так, в диапазоне 1-5 mМ CaCl2, продолжительность коагуляции молока под действием рХн-Bos-Ref 
сокращалась на 27-63%, а для инженерных рХн этот параметр уменьшался, в среднем, на 16-47%. 

Таблица 1 – Зависимость продолжительности коагуляции от концентрации CaCl2

Вариант pXн
Продолжительность коагуляции, %

0 mM 1 mM 2 mM 3 mM 4 mM 5 mM
pXн-Bos-I 100 81 ± 1 70 ± 1 60 ± 1 55 ± 0 51 ± 1
pXн-Bos-II 100 84 ± 1 76 ± 0 66 ± 2 58 ± 0 52 ± 0
pXн-Bos-V 100 86 ± 3 77 ± 2 66 ± 1 61 ± 0 55 ± 1
рХн-Bos-Ref 100 73 ± 0 60 ± 2 48 ± 0 43 ± 2 37 ± 2 

С учетом данных [3], можно сделать вывод о том, что различия в чувствительности к концентрации 
CaCl2 между рХн_Bos_Ref и инженерными вариантами рХн обусловлены исключительно а.к. заменами. 
Сравнивая между собой экспериментальные рХн следует отметить, что замена Asp156→Val (pXн-Bos-I) уси-
ливает чувствительность фермента к изменению концентрации Ca2+ по сравнению с заменой Asp198→Lys 
(pXн-Bos-II). Парадоксально, но сочетание двух замен приводит к более выраженному снижению чувстви-
тельности КА pXн-Bos-V к концентрации CaCl2 в молоке.

Таким образом, показано, что а.к. замены Asp198→Lys, Asp156→Val или их сочетание в рХн коровы, 
приводят к снижению чувствительности КА полученных ферментов к содержанию CaCl2 в молочном суб-
страте. Пониженная чувствительность к концентрации Ca2+, является положительным технологическим 
свойством, т. к. позволяет варьировать количество вносимого в молочную смесь хлорида кальция, не 
опасаясь значительного увеличении общей ПА используемого МФ. 

Работа выполнена в рамках государственного задания Министерства науки и высшего образования 
РФ (номер темы FZMW-2020-0002, „Разработка продуцентов рекомбинантных ферментов для сыроделия“).
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It is shown that point amino acid substitutions Asp198→Lys, Asp156→Val and their combination lead to a decrease in the 
sensitivity of coagulation activity of recombinant bovine chymosin to changes in the concentration of calcium chloride in milk.
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For clotting milk in cheese making, rennet (Rt) is used – a drug obtained from the stomach’s mucosa of calves, goats 
and lambs. The main active component of Rt is aspartate endopeptidase - chymosin (EC 3.4.23.4). Bovine chymosin (Cn) 
has a unique complex of technological properties and is considered a reference milk-clotting enzyme (ME). In the 2nd 
half of the XX century, a global deficit of Rt was formed, which intensified the search for its substitutes, however, none of 
the studied natural ME could compete with bovine Cn [1]. The development of recombinant DNA technologies made it 
possible to obtain a genetically engineered analog of natural Сn. Despite the fact that bovine recombinant Cn (rCn) is cur-
rently used in the production of various types of cheeses, the search for ME with improved technological characteristics 
remains an urgent biotechnological task, since its solution will improve the efficiency of cheese production. One of the 
directions of this search is the engineering of natural Cn. In particular, this approach involves obtaining analogs of bovine 
Cn with amino acid (a.a.) replacements that can improve the technological properties of natural enzymes.

The aim of this work is to study the effect of a.a. substitutions on the sensitivity of coagulation activity (CA) of 
rCn to changes in the concentration of CaCl2 in milk.

Salt bridges - electrostatic interactions that occur between positively and negatively charged R-groups of amino 
acids - play an important role in ensuring conformational stability of enzymes. In the bovine Cn molecule, R-groups 
of Asp at positions 156 and 198 participate in the formation of salt bridges. It is assumed that Asp156 and Asp198 
serve as suitable targets for artificial mutations that can affect the technological properties of Cn [2]. The objects 
of this study were three engineering variants of the bovine rCn with a.a. substitutions in positions 156 and 198: rCn-
Bos-I (Asp156→Val), rCn-Bos-II (Asp198→Lys), rCn-Bos-V (Asp156→Val, Asp198→Lys). Commercial bovine rCn 
(rCn-Bos-Ref) was used as a comparison drug.

In cheese making, to improve the coagulation properties of pasteurized milk, CaCl2 is added to it to a final con-
centration of 1-5 mM. When the concentration of Ca2+ increases in milk, the CA of ME increases, which allows you 
to reduce its dosage. But along with CA, the total proteolytic activity (PA) of the enzyme increases, which is asso-
ciated with the danger of reducing the yield and deterioration of the organoleptic properties of the final product [3].
Therefore, any new ME that claims to be used in cheese-making should be compared with the bovine rCn in terms 
of sensitivity to Ca2+ concentration.

The duration of milk coagulation under the action of all the studied enzymes decreased as the concentration of CaCl2 in 
it increased (table 1). At the same time, engineering variants of bovine rCn were less sensitive to increasing the Ca2+ content 
in the substrate than commercial rCn. Thus, in the range of 1-5 mM CaCl2, the duration of milk coagulation under the action 
of rCn-Bos-Ref was reduced by 27-63%, and for engineering rCn, this parameter decreased, on average, by 16-47%.

Table 1. Dependence of the duration of coagulation on the concentration of CaCl2 

rCn option
Duration of coagulation, %

0 mM 1 mM 2 mM 3 mM 4 mM 5 mM
rCn-Bos-I 100 81 ± 1 70 ± 1 60 ± 1 55 ± 0 51 ± 1
rCn-Bos-II 100 84 ± 1 76 ± 0 66 ± 2 58 ± 0 52 ± 0
rCn-Bos-V 100 86 ± 3 77 ± 2 66 ± 1 61 ± 0 55 ± 1
rCn-Bos-Ref 100 73 ± 0 60 ± 2 48 ± 0 43 ± 2 37 ± 2 
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Taking into account the data [3], it can be concluded that the differences in sensitivity to CaCl2 concentration be-
tween rCn-Bos-Ref and engineering versions of rCn are due solely to a.а. substitutions. Comparing experimental rCn, 
it should be noted that replacing Asp156→Val (rCn-Bos-I) increases the sensitivity of the enzyme to changes in Ca2+ 
concentration compared to replacing Asp198→Lys (rCn-Bos-II). Paradoxically, the combination of two a.a. substitu-
tions leads to a more pronounced decrease in the CA sensitivity of rCn-Bos-V to the concentration of CaCl2 in milk.

Thus, it is shown that a.a. substitutions Asp198→Lys, Asp 156→Val, or their combination in the bovine rCn, lead 
to a decrease in the sensitivity of CA of the obtained enzymes to the content of CaCl2 in the milk substrate. Reduced 
sensitivity to the concentration of Ca2+ is a positive technological property, since it allows you to vary the amount of 
calcium chloride introduced into the milk mixture, without fear of significant increase in the total PA of the ME used.

The work was performed within the framework of the state task of the Ministry of science and higher education 
of the Russian Federation (topic number FZMW-2020-0002, “Development of recombinant enzyme producers for 
cheese making”).
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Представлены разработки иммунохроматографических систем для выявления антибиотиков разных хими-
ческих классов в пищевой продукции, включающие методические решения по усилению сигнала, управле-
нию рабочим диапазоном и объединению до четырех анализов на одной тест-полоске. Предложены прото-
колы экспрессной пробоподготовки для тестирования контаминации молочных, мясных продуктов и меда. 

Ключевые слова: антибиотики, безопасность продуктов питания, тест-полоски, иммуноанализ, пробоподготовка

Массовое неконтролируемое применение антибиотиков в животноводстве обусловливает риски для 
здоровья потребителей и необходимость эффективных средств массового экспрессного и нетрудоемкого 
контроля на всех стадиях производства и распространения продуктов питания. Данная задача может быть 
эффективно решена посредством иммунохроматографического анализа (ИХА), позволяющего получать ре-
зультаты за 10-20 минут без дополнительных реагентов и оборудования. Однако традиционные тест-систе-
мы для ИХА обычно значительно уступают инструментальным методам анализа по пределам обнаружения 
и требуют дополнительной адаптации для соответствия нормативным требованиям к пороговым уровням 
контролируемых концентраций антибиотиков и к селективности по отношению к структурно близким соеди-
нениям. Проведенные и представленные ниже разработки продемонстрировали возможности управления 
аналитическими параметрами тест-систем, повышения чувствительности и информативности анализа. 

Охарактеризована зависимость предела детекции в конкурентном ИХА от свойств наночастиц – мар-
керов. Определены требования к составу конъюгатов наночастица – антитело, выполнение которых при-
водит к снижению предела обнаружения аналита без потерь в интенсивности детектируемого сигнала. 
Показаны преимущества флуоресцентных наночастиц (квантовых точек) как маркеров для высокочув-
ствительного анализа; возможность их выявления в более низких концентрациях позволяет изменять 


