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Исследовано влияние замены аминокислот, участвующих в формировании внутримолекулярных 
солевых мостиков, на  технологические свойства химозина коровы. Показано, что точечные 
мутации Asp198→Lys, Asp156→Val и их сочетание снижают чувствительность коагуляционной 
активности рекомбинантных химозинов к  изменению концентрации ионов кальция в  молоке 
в диапазоне 1–5 mM. С точки зрения сыроделия, обнаруженный эффект является положительным 
технологическим свойством, так как позволяет варьировать количество вносимого в молочную 
смесь хлорида кальция, не опасаясь значительных изменений нежелательной протеолитической 
активности используемого молокосвертывающего фермента
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Для свертывания молока в сыроделии тради-
ционно используется сычужный фермент (СФ) — 
препарат, получаемый из слизистых оболочек же-
лудков телят, козлят и  ягнят. В  промышленном 
производстве сыров наиболее широко применя-
ют СФ  коровы (Bos taurus). Основным действу-
ющим компонентом СФ  является аспартатная 
эндопептидаза  — химозин (КФ  3.4.23.4). Химо-
зин  (Хн) обладает уникальным комплексом тех-
нологических свойств: высокой специфичностью 
умеренной термостабильностью (ТС) и  опти-
мальной зависимостью МА от концентрации Ca2+ 
и рН. По совокупности этих свойств Хн коровы 
долгое время считался эталонным молокосверты-
вающим ферментом [1–3].

Во 2-ой половине XX века сформировался ми-
ровой дефицит СФ, вызванный снижением объ-
емов поставок сырья для его получения, ростом 
производства сычужных сыров и эпидемией при-
оновых заболеваний сельскохозяйственных живот-
ных [1, 4]. Дефицит СФ активизировал поиски его 
заменителей среди натуральных (природных) мо-
локосвертывающих протеиназ животного, расти-
тельного и  микробного происхождения. Однако, 
ни один из исследованных МФ не  смог конкури-
ровать с Х н  коровы, главным образом, из-за низ-
кой специфичности и высокой ТС, негативно влия-
ющих на качество вырабатываемых сыров [1, 5, 6].

Развитие технологий рекомбинантных ДНК, 
позволило получить генно-инженерный аналог 

Список сокращений: (по алфавиту) а. к. — аминокислоты; аминокислотные; МА — молокосвертывающая активность; МФ — 
молокосвертывающий фермент(ы); ПА — протеолитическая активность; рПроХн — рекомбинантный прохимозин; рХн — ре-
комбинантный химозин(ы); СФ — сычужный фермент; ТС — термостабильность; УЕ — условные единицы; Хн — химозин(ы).
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природного Хн. В настоящее время рХн коровы 
широко используется в  производстве различ-
ных видов сыров [1–3]. Тем не менее, нахожде-
ние химозинов с улучшенными производствен-
ными характеристиками по-прежнему является 
актуальной биотехнологической задачей, по-
скольку её решение позволит повысить эффек-
тивность сыроделия.

Поиск новых МФ ведется по двум основным 
направлениям. Первое — получение и исследо-
вание рХн из других природных источников жи-
вотного происхождения. Яркий пример успеш-
ной реализации такого подхода  — получение 
в 2006 году рХн одногорбого верблюда (Camelus 
dromedarius), который по удельной МА и специ-
фичности превосходит рХн коровы, но уступает 
ему по  ТС  [7]. В  настоящее время генно-инже-
нерный Хн  верблюда внедрен в  производствен-
ную практику и, наряду с  рХн коровы считает-
ся эталонным МФ для сыроделия [2]. Открытие 
рХн верблюда предполагает возможность нахож-
дения природных вариантов Хн, которые по сво-
им характеристикам превосходят существующие 
эталонные коагулянты молока.

Вторым направлением является инжини-
ринг известных Хн. В  частности, данный под-
ход предполагает получение генно-инженерных 
аналогов Хн B. taurus или C. dromedarius с оди-
ночными или множественными а. к. заменами 
которые, предположительно, могут улучшить 
технологические свойства исходных натураль-
ных ферментов [8]. Работы в данном направле-
нии интенсивно ведутся компанией Chr. Hansen 
(Дания) — одним из мировых лидеров в произ-
водстве МФ для сыроделия [9–11].

Для оценки перспектив промышленно-
го использования, любой новый МФ  должен 
быть охарактеризован по  комплексу техноло-
гических свойств, в  т. ч.,  — по  общей и  удель-
ной МА  и  по  чувствительности коагуляцион-
ной активности к  концентрации хлорида каль-
ция в молоке.

Цель работы  — изучить влияние точечных 
а. к. замен на  чувствительность коагуляционной 

активности рекомбинантных химозинов к  повы-
шению концентрации хлорида кальция в молоке.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА.

Препараты рекомбинантных химозинов 
(табл. 1) были получены в прокариотической си-
стеме экспрессии Escherichia coli, штамм BL21 
(DE3)  [12] и  любезно предоставлены для данно-
го исследования кафедрой экологии, биохимии 
и биотехнологии Института биологии и биотехно-
логии Алтайского государственного университета.

Общая молокосвертывающая актив-
ность. Субстратом служило сборное не  пасте-
ризованное коровье молоко, в  которое вносили 
NaN3  до  конечной концентрации 0,02% и  дово-
дили рН до 6,5 раствором 0,2 М HCl. В качестве 
стандарта использовали 0,5%-ный водный рас-
твор сухого коммерческого препарата рХн коровы 
с заявленной активностью 2201 IMCU/г (ChyMax 
Powder Extra, Chr. Hansen, Дания). Для перево-
да значений IMCU (International Milk Clotting 
Units) в  УЕ, использовали повышающий коэф-
фициент 125. Субстрат (2,5 мл), прогретый на во-
дяной бане (ТПС, «Медлабортехника», Украи-
на) при 35 ○С не менее 5 мин, быстро смешивали 
с 0,2 мл исследуемого рХн и регистрировали вре-
мя образования первых хлопьев коагулята. Об-
щую МА  жидких препаратов рХн рассчитывали 
по формуле (1) и выражали в условных единицах 
на миллилитр (УЕ/мл).

	 МА=МАSt/200*Т1/Т2,	 (1)

где:
МАSt — заявленная МА стандарта в условных 

единицах (УЕ/г);
200 — фактор разведения (мл/г);
Т1  — время (в  сек) свертывания субстрата 

стандартом;
Т2 — время (в сек) свертывания субстрата рас-

твором исследуемого фермента.
Удельную МА  (УЕ/мг  белка) препаратов 

рХн рассчитывали после определения общей 

Та бл и ц а  1
Рекомбинантные химозины коровы c различными вариантами аминокислотных замен.
Genetically engineered cow chymosins with various variants of amino acid replacements.

Название (сокращенное название) Описание
Рекомбинантный Хн коровы, вариант I (pXн-Bos-I) Замена Asp→Val в позиции 156

Рекомбинантный Хн коровы, вариант II (pXн-Bos-II) Замена Asp→Lys в позиции 198

Рекомбинантный Хн коровы, вариант V (pXн-Bos-V) Замена Asp→Val в позиции 156
Замена Asp→Lys в позиции 198
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МА  и  концентрации белка. В  качестве препа-
рата сравнения использовали 1,0%-ный водный 
раствор сухого коммерческого препарата рХн 
коровы (рХн-Bos-Ref) производства компании 
Chr. Hansen.

Зависимость продолжительности коагуля-
ции от  концентрации хлорида кальция. Гото-
вили образцы молока с  различным содержани-
ем хлорида кальция. В сборное пастеризованное 
(72 оС, 30 сек) коровье молоко (получали на ООО 
«Экспериментальный сыродельный завод», г. 
Барнаул, Россия) вносили CaCl2 до конечной кон-
центрации 1–5 мM, NaN3 до конечной концентра-
ции 0,02% и доводили рН до 6,5. В полученных 
образцах определяли продолжительность образо-
вания сгустка, после внесения раствора исследу-
емого МФ. Для этого 2,5 мл молока (с различным 
содержанием CaCl2), прогревали на водяной бане 
(ТПС, «Медлабортехника») при 35 ○С  не  менее 
5 мин, быстро смешивали с 0,2 мл исследуемого 
рХн и регистрировали время образования первых 
хлопьев коагулята. За 100% принимали значения, 
полученные с использованием молока, не содер-
жащего CaCl2. Строили график зависимости про-
должительности коагуляции (в %) от концентра-
ции CaCl2 в молоке. Все эксперименты проводили 
в трёхкратной повторности.

Все использованные в работе соли и кислоты 
имели квалификацию «ч. д. а.» или выше.

Другие методы. Концентрацию белка опреде-
ляли по методу Брэдфорда [13].

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили в вычислительной среде таблично-
го процессора Excel 2007 (Microsoft Corporation, 
США). Для количественных переменных резуль-
таты представлены в виде среднего арифметиче-
ского (М) с указанием среднеквадратического от-
клонения (±SD). На графиках не указывали 95% 
доверительный интервал, поскольку его значения 
составляли <5%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Значительную роль в обеспечении конформаци-
онной стабильности ферментов играют внутримо-
лекулярные взаимодействия, в частности, солевые 
мостики  — лектростатические взаимодействия, 
которые возникают между положительно и  отри-
цательно заряженными R-группами аминокислот. 
В  таких взаимодействиях способны участвовать 
Asp и Glu, с анионными, а также Arg, Lys и His с ка-
тионными R-группами. Ранее, с  использованием 
методов молекулярной динамики в молекуле Хн ко-
ровы были выявлены R-группы Asp в  положении 
156 и 198, участвующие в формировании солевых 
мостиков, персистентность которых увеличивалась 
при повышении температуры [8]. Было выдвинуто 
предположение, что Asp156 и Asp198 служат наи-
более подходящими мишенями для искусственных 
мутаций, способных повлиять на технологические 
свойства Хн, в т. ч., на чувствительность его коагу-
ляционной активности к изменениям концентрации 
хлорида кальция в молоке. Объектами данного ис-
следования стали три искусственных мутантных 
варианта рХн коровы (табл. 1) с а. к. заменами в по-
ложениях 156 и 198.

Общая и удельная МА. Характеристика лю-
бого нового МФ для сыроделия начинается с уста-
новления его коагуляционной способности по от-
ношению к  коровьему молоку, поскольку оно 
является основным сырьем для выработки сы-
чужных сыров. Результаты исследования общей 
и удельной МА трех экспериментальных (мутант-
ных) вариантов рХн коровы и препарата сравне-
ния, представлены в табл. 2.

При сравнении коагуляционных характери-
стик рекомбинантных ферментов становится оче-
видно, что замена Asp→Lys в положении 198 ока-
зывает негативное воздействие на  специфиче-
скую ферментативную активность рХн коровы. 
Мутанты pXн-Bos-II и pXн-Bos-V, несущие дан-
ную замену, демонстрируют близкие показатели 

Та бл и ц а  2
Общая и удельная молокосвертывающая активность различных препаратов рекомбинантного химозина 
коровы.
Total and specific milk-clotting activity of various preparations of recombinant cow chymosin.

Препарат рХн Общая МА
(УЕ/мл)

Концентрация
белка (мг/мл) Удельная МА (УЕ/мг)

pXн-Bos-I 539 ± 12 0,038 ± 0,002 14207 ± 432
pXн-Bos-II 213 ± 2 0,027 ± 0,006 8282 ± 1767
pXн-Bos-V 255 ± 4 0,034 ± 0,002 7519 ± 325

рХн-Bos-Ref 2752 ± 88 0,033 ± 0,005 83393 ± 10203
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общей и удельной МА, но существенно — в 1,7–
1,9 раза — уступают pXн-Bos-I по молокосверты-
вающим показателям. По удельной МА все экспе-
риментальные препараты рХн коровы уступают 
рХн-Bos-Ref примерно в 6–11 раз. Низкая относи-
тельная коагуляционная активность эксперимен-
тальных рХн может быть связана с тем, что они 
получены в  прокариотической системе экспрес-
сии, которая не  обеспечивает необходимой по-
сттрансляционной модификации синтезируемых 
de novo белков.

В  отличие от  полученных нами мутантных 
ферментов, коммерческий рХн коровы произво-
дится при помощи эукариотической системы экс-
прессии Aspergillus niger var. Awamori  [1,2] в се-
кретируемой форме и с полноценным посттранс-
ляционным процессингом целевого продукта. 
Синтезируемые в клетках E.coli молекулы реком-
бинантного прохимозина накапливаются в  виде 
телец включения. Для получения растворимо-
го рПроХн требуется выделение и  солюбилиза-
ция телец включения в  жестких денатурирую-
щих условиях, а также последующий рефолдинг 
зимогена, который достигается путем плавно-
го снижения концентрации хаотропного аген-
та. Ренатурированный таким способом рПроХн 
активируют методом ступенчатого понижения 
рН и в результате получают препараты активно-
го рХн. К сожалению, эффективность восстанов-
ления корректной пространственной структуры 
рПроХн, синтезируемого в прокариотических си-
стемах экспрессии, не превышает 30%, что при-
водит к  снижению удельной МА  препаратов 
рХн [14–16].

С  учетом вышеизложенного, сложно одно-
значно оценить влияние а. к. замены Asp→Val 
в  положении 156  на  МА  pXн-Bos-I, сравнивая 
его с  рХн-Bos-Ref, поскольку вклад в  измене-
ние специфической активности фермента могут 
внести посттрансляционный процессинг и  каче-
ство рефолдинга зимогена. Таким образом, низ-
кая удельная МА  мутантных рХн может быть 
обусловлена сочетанием нескольких факторов: 
характером а. к. замен, отсутствием посттрансля-
ционных модификаций и низкой эффективностью 
рефолдинга рПроХн, полученного в прокариоти-
ческой системе экспрессии.

В  качестве комментария укажем, что для 
большого сегмента научно-исследовательских ра-
бот использование хорошо изученных и простых 
прокариотических систем экспрессии предпочти-
тельнее и  выгоднее, чем получение стабильных 
эукариотических продуцентов, поэтому для на-
работки мутантных химозинов мы  использова-
ли систему продукции E. coli. В настоящее время 

нашей группой ведутся работы по получению эу-
кариотических продуцентов химозина, в  частно-
сти, на основе дрожжей Kluyveromyces lactis.

Зависимость продолжительности коагуля-
ции от  концентрации хлорида кальция в  мо-
локе. Сырьем для выработки большинства видов 
сычужных сыров является пастеризованное моло-
ко. В процессе тепловой обработки молока-сырья 
часть содержащихся в нем гидро- и дигидрофос-
фатов кальция превращается в малорастворимый 
Сa3(PO4)2. В результате, концентрация Ca2+ в мо-
локе снижается, что приводит к увеличению про-
должительности сычужного свертывания. Чтобы 
уменьшить дозы вносимого МФ и улучшить коа-
гуляционную способность пастеризованного мо-
лока, в него вносят CaCl2 до конечной концентра-
ции 0,1–0,4  г/л  (≈1–4  mM)  [17]. Наиболее часто 
в молочную смесь вносят хлорид кальция из рас-
чета 20–30  г/100  л, что составляет 1,8–2,7  mМ, 
большие или меньшие дозировки используются 
намного реже. Поэтому, значимый для сыроде-
лия диапазон концентраций хлорида кальция на-
ходится в пределах 1–5 mМ.

При нарастании концентрации Ca2+ в  моло-
ке увеличивается не  только специфическая (мо-
локосвертывающая) активность используемого 
коагулянта молока, но и  его общая ПА  [18], что 
связано с опасностью снижения выхода и форми-
рования пороков вкуса и консистенции конечно-
го продукта. Поэтому, при производстве сыров 
из пастеризованного молока стремятся использо-
вать минимально необходимые дозы вносимого 
хлорида кальция. Любой новый коагулянт моло-
ка, претендующий на использование в сыроделии, 
по  чувствительности к  концентрации CaCl2  дол-
жен быть сопоставим хотя бы с одним из совре-
менных эталонных МФ — рХн коровы или рХн 
одногорбого верблюда. При этом более высокую 
чувствительность нового коагулянта к  измене-
нию концентрации Са2+ в молоке следует рассма-
тривать как негативный технологический фактор, 
связанный с повышением неспецифической ПА.

Результаты исследования чувствительности 
различных экспериментальных вариантов рХн 
и коммерческого рХн коровы к концентрации хло-
рида кальция в молоке представлены на рис. 1.

Продолжительность свертывания молока под 
действием всех исследованных ферментов со-
кращалась по  мере увеличения в  нем концен-
трации хлорида кальция. При этом исследуемые 
мутантные варианты рХн коровы оказались ме-
нее чувствительны к  повышению концентрации 
CaCl2  в  субстрате, чем коммерческий рХн. Так, 
в  диапазоне 1– 5  mМ  CaCl2, продолжительность 
коагуляции молока под действием рХн-Bos-Ref 
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снижалось на 27–63%, а для экспериментальных 
мутантных химозинов — в среднем, на 16–47%.

Ранее было установлено, что рХн коровы, 
синтезированные в системах экспрессии A. niger 
и  E.coli, не  различаются по  чувствительности 
к  содержанию хлорида кальция в  молоке  [19]. 
Это позволяет предполагать, что характер влия-
ния концентрации Сa2+ на коагуляционную актив-
ность рХн коровы не зависит от системы продук-
ции, в которой он получен, и уровня посттрансля-
ционного процессинга. Если так, то наблюдаемые 
различия между рХн_Bos_Ref и мутантными ва-
риантами рХн обусловлены исключительно вве-
денными а. к. заменами. Сравнивая между собой 
исследуемые мутанты рХн коровы, следует от-
метить, что замена Asp156→Val (pXн-Bos-I) сни-
жает чувствительность фермента к концентрации 
Ca2+ в меньшей степени, чем замена Asp198→Lys 
(pXн-Bos-II). Сочетание этих двух а. к. замен 
в мутанте pXн-Bos-V приводит к более выражен-
ному снижению чувствительности его МА к кон-
центрации хлорида кальция в молоке (рис. 1).

Обнаруженное снижение чувствительно-
сти коагуляционной активности полученных 
мутантных ферментов к  концентрации хлори-
да кальция в  молочном субстрате является по-
ложительным технологическим свойством, так 
как позволяет варьировать количество вносимо-
го в  молочную смесь хлорида кальция, не  бес-
покоясь о повышении общей ПА используемого 
молокосвертывающего фермента.
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Abstract–The influence of substitutions of amino acids involved in the formation of salt bridges on the 
cow chymosin technological properties has been studied. It was shown that point amino acid mutations 
Asp198→Lys, Asp156→Val and their combination decrease the sensitivity of  coagulation activity 
of engineering recombinant chymosins to change in the concentration of calcium chloride in milk in the 
range of 1–5 mM. The found effect is a positive technological evidence in terms of cheese making, since 
it allows varying the content of calcium chloride added to the milk mixture without a threat of significant 
changes in the undesired proteolytic activity of used milk-clotting enzyme.

Keywords: recombinant chymosin, technological properties, amino acid substitutions, milk-clotting 
activity, concentration of calcium chloride.
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