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Традиционно для выработки сыров используется сы-
чужный фермент (СФ), получаемый из слизистых 
оболочек желудков новорожденных сельскохозяйст-

венных животных, питающихся молоком. Основным дейст-
вующим агентом СФ является химозин (ЕС 3.4.23.4) — кис-
лая аспартатная эндопептидаза [1], которая избирательно и 
с высокой скоростью гидролизует пептидную связь F105-
M106 в молекуле каппа-казеина, что приводит к дестаби-
лизации казеиновых мицелл и образованию сычужного 
сгустка. До недавнего времени по совокупности технологи-
ческих свойств химозин (Хн) коровы считался эталонным 

молокосвертывающим ферментом (МФ) для сыроделия. Во 
второй половине XX в. в мире сформировался дефицит вы-
сококачественного СФ, что инициировало поиски его заме-
нителей [1, 2]. Современной альтернативой натуральному 
Хн коровы являются его генно-инженерные аналоги. Мето-
ды генной инженерии многократно расширяют сырьевую 
базу МФ, поскольку позволяют получать рекомбинантные 
химозины (рХн) любых видов млекопитающих, не ограни-
чиваясь только широко распространенными сельскохозяй-
ственными животными [3–5].

Для решения задач по поиску, получению и исследова-
нию новых рХн для сыроделия в 2016 г. была сформирова-
на междисциплинарная научная группа (МНГ). В состав 
МНГ вошли сотрудники Алтайского государственного 
университета, государственного научного центра виру-
сологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора и 
отдела СибНИИ сыроделия Федерального Алтайского на-
учного центра агробиотехнологий. 

На начальном этапе для быстрой наработки и харак-
теристики новых рХн группа эксплуатировала хорошо 
изученные прокариотические системы экспрессии, скон-
струированные на основе Escherichia coli. С учетом кри-
териев выбора источников генов, для получения новых 
рХн, которые могут представлять интерес для сыроделия 
[6], основными объектами исследований стали ферменты 
представителей семейств Верблюдовые (Camelidae) и Оле-
невые (Cervidae). В период с 2017 по 2021 г. были получены 
и охарактеризованы рХн альпака (Vicugna pacos) [7], лося 
(Alces alces) [8] и алтайского марала (Cervus elaphus sibiri-
cus) [9, 10], синтезированные в системе экспрессии E. coli. 

Однако использование прокариотических систем про-
дукции для получения рХн c перспективой применения 
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A brief retrospective of the activities of an interdisciplinary scientific group 
aimed at finding, obtaining and researching new recombinant chymosins for 
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considered.
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в промышленном производстве несет ограничения тех-
нологического и биохимического характера, а именно: 
необходимость рефолдинга целевого фермента и отсутст-
вие посттрансляционных модификаций синтезируемых 
de novo протеинов. Для решения этой проблемы в 2020 г. 
МНГ начала разработку оригинального эукариотического 
продуцента рХн на основе молочных дрожжей Kluyveromy-
ces lactis, обеспечивающего синтез целевого фермента под 
контролем гибридного аутоиндуцибельного промотора 
Р350. В результате в 2021 г. в системе экспрессии K. lactis был 
получен новый генно-инженерный вариант Хн марала [11].

Целью данной работы являлось: сравнение основных 
технологических свойств рХн марала, полученного в про- 
и эукариотической системе экспрессии; исследование воз-
можности использования рХн марала, синтезированного 
в дрожжевой системе экспрессии, для производства сы-
ров с низкой температурой второго нагревания.

Организация работы. Препараты рХн марала, синте-
зированного в системе K. lactis (рХн-Сer-K. lactis), получа-
ли в ГНЦ вирусологии и биотехнологии «Вектор». Иссле-
дование технологических параметров рХн-Сer-K.  lactis, 
формулирование и контроль препаратов фермента для 
апробации, определение физико-химических и органо-
лептических свойств сыров проводили на базе отдела 
СибНИИС ФГБНУ «ФАНЦА» и Института биологии и 
био технологии Алтайского государственного универси-
тета. Контрольные и опытные сыры вырабатывали в усло-
виях производства ООО «Салаирский МСЗ».

Получение рХн марала в системе экспрессии K. lactis. 
Конструирование плазмидных ДНК, трансформацию 
дрожжей K. lactis (штамм GG799), культивирование ре-
комбинантных штаммов-продуцентов, активацию зимо-
гена и получение рХн марала проводили в соответствии с 
методиками, описанными в работе [11]. 

Определение технологических свойств рХн. Мо-
локосвертывающую активность (МА), общую протео-
литическую активность (ПА), термостабильность (ТС), 
зависимость продолжительности коагуляции от рН и 
концентрации CaCl2 в молоке определяли по ранее опуб-
ликованным методикам [9, 10]. В качестве препаратов 
сравнения использовали рХн коровы (Chy-Max® Powder 
Extra) и рХн верблюда (Chy-Max® M 2500 Powder) произ-
водства компании Chr. Hansen (Дания). 

Подготовка препарата рХн-Cer-K. lactis для выработки 
сыров. Исходная МА культуральных жидкостей K. lactis, 
содержащих рХн марала, составляла 150 ± 12 УЕ/мл. Чтобы 
повысить МА рХн-Cer-K. lactis до значений, позволяющих 
использовать его для выработки сыра, культуральную 
жидкость концентрировали методом УФ (отсечка по моле-
кулярной массе — 10 кДа). В результате был получен жид-
кий препарат рХн марала с активностью 3154 ± 111 УЕ/мл, 
который использовали для выработки сыра. 

Выработка сыров в производственных условиях. 
Испытание рХн-Cer-K. lactis проводили при выработке 
полутвердого сыра с низкой температурой второго на-
гревания, формуемого насыпью. В качестве контрольного 
МФ использовали коммерческий рХн коровы — Chy-Max® 
Powder Extra (Chr. Hansen, Дания). Сыры вырабатывали 

из цельного пастеризованного молока со следующими 
физико-химическими показателями: содержание жира — 
3,69 %; плотность — 1,027 кг/м3; тируемая кислотность — 
17 ˚Т; содержание казеина  — 2,70  %. В молоко вносили 
бактериальную закваску, приготовленную беспересадоч-
ным способом из препарата БП-4 (ООО «Барнаульская 
биофабрика», Россия). 

Контрольные и опытные сыры вырабатывали одно-
временно. В подготовленную и нагретую до температу-
ры свертывания молочную смесь вносили раствор CaCl2, 
закваску и липазу теленка коровы (Calf Lipase, Caglificio 
Clerici, Италия) (табл. 1). Смесь перемешивали до уве-
личения титруемой кислотности на 1 ˚Т по сравнению с 
исходной. Аликвоты подготовленной молочной смеси ис-
пользовали для определения дозы МФ с помощью кружки 
ВНИИМС. Установленные количества рХн марала (опыт) 
и рХн коровы (контроль) растворяли в 0,5 л дистиллиро-
ванной воды, вносили в молочную смесь, перемешивали в 
течение 5 мин и оставляли в покое до образования сгустка. 

Физико-химические показатели молока, молочной сме-
си и сыворотки  контролировали в соответствии с ГОСТ Р 
52686-2006. Содержание азотистых соединений в сырах ис-
следовали методом Кьельдаля по схеме И.И.Климовского, 
летучие жирные кислоты (ЛЖК) определяли по дистил-
ляционному числу [2]. Органолептическую оценку сыров 
проводили комиссионно (ГОСТ 33630-2015).

Статистическую обработку полученных данных про-
водили в вычислительной среде табличного процессора 
Excel 2007 (Microsoft Corporation, США). Количественные 
переменные представлены в виде среднего арифметиче-
ского (М) с указанием среднеквадратического отклонения 
(±SD). 

Технологические свойства рХн марала, полученного 
в про- и эукариотической системе экспрессии. Cвойства 
рХн-Cer-K. lactis сравнивали с аналогичными показателя-
ми рХн марала, полученного в системе экспрессии E. coli 
в 2020 г. [9, 10]. Результаты, представленные на рис. 1–4, 
позволили сделать следующие выводы:

1. По чувствительности МА к концентрации CaCl2 в 
молоке рХн марала занимает промежуточное положение 
между рХн коровы и верблюда (см. рис. 1) и полностью со-

Рис. 1.  Зависимость продолжительности коагуляции от концентрации 
CaCl2 в молоке для рекомбинантных химозинов, полученных в эукари-
отической (А) и прокариотической (Б) системе экспрессии. Условные 
обозначения: рХн-Cer-K. lactis – рХн марала, полученный в K. lactis; рХн-
Cer-E. coli –  рХн марала, полученный в E. coli; рХн Bos – рХн коровы; рХн 
Cam –  рХн верблюда

А Б



сыроделие и маслоделие № 2, 202214

ответствует требованиям сыроделия. Система экспрессии 
не оказывает существенного влияния на данный техноло-
гический параметр.

2. Зависимость МА рХн марала от рН молока сопоста-
вима (см. рис. 2А) или превосходит лучший по данному 
показателю МФ, рХн верблюда (см. рис. 2Б). Таким обра-
зом, рХн марала, полученный в любой из двух систем экс-
прессии, по данному параметру может использоваться 
для выработки сыров без ограничений.

3. Система экспрессии принципиально не влияет на об-
щую ПА рХн марала (см. рис. 3) — в любом случае данный 
показатель был выше, чем у высококачественных коммер-
ческих рХн. Высокая общая ПА МФ считается негатив-
ным фактором в сыроделии. Это означает, что по данному 
технологическому параметру сфера применения рХн ма-
рала ограничена выработкой сыров с короткими сроками 
созревания и хранения. 

4. Смена прокариотической системы продукции на 
эука риотическую приводит к кардинальному изменению 
ТС целевого фермента (см. рис. 4). Порог ТС для рХн-Cer-
K. lactis составил 40 ̊ С (остаточная МА ≈60 %), а его полная 
инактивация наблюдалась при 50 ̊ С, что на 10–15 ̊ С ниже, 
чем для рХн коровы и верблюда. Таким образом, рХн ма-
рала, полученный в системе K. Lactis, продемонстрировал 
экстраординарную термолабильность (см. рис. 4А). Логич-
но было предположить, что необычайно низкая ТС рХн-
Cer-K. lactis может, хотя бы частично, компенсировать его 
высокую общую ПА (за счет частичной инактивации в 
процессе второго нагревания). Для проверки справедли-
вости такого предположения была проведена апробация 
нового фермента при выработке сыра. 

Апробация рХн марала при выработке сыра. С мо-
мента внесения в контрольную и опытную емкости МФ 
в них периодически проверяли скорость свертывания и 
характер сгустка. Начало образования сгустка в обоих ва-
риантах выработок было примерно одинаковым. Увели-
чение общей продолжительности формирования сгустка 
с препаратом рХн марала на 2 мин (см. табл. 1), по сравне-
нию с рХн коровы, обусловлено субъективными фактора-

Рис. 2. Зависимость продолжительности коагуляции от рН молока для 
рекомбинантных химозинов, полученных в эукариотической (А) и про-
кариотической (Б) системе экспрессии. Условные обозначения – как на 
рис. 1

Рис. 3. Общая протеолитическая активность рекомбинантных химози-
нов, полученных в эукариотической (А) и прокариотической (Б) системе 
экспрессии. Условные обозначения – как на рис. 1

Рис. 4. Термостабильность рекомбинантных химозинов, полученных 
в эукариотической (А) и прокариотической (Б) системе экспрессии. 
Условные обозначения – как на рис. 1

А Б

А Б

А Б

Таблица 1 
Основные физико-химические и технологические 

показатели выработки сыра

Показатель

Варианты рХн

Опыт 
рХн-Cer-K. lactis

(МА ≈3000 УЕ/мл)

Контроль 
рХн коровы 

(МА ≈275000 УЕ/г)

Добавлено из расчета на 100 кг смеси:

 хлористый кальций, г 30 30

 бактериальная закваска, % 0,5 0,5

липаза телят, г 3,5 3,5

молокосвертывающий фер-
мент, мл или г

91,5 1,0

Кислотность смеси, ˚Т 18,0 18,0

Температура свертывания, 
˚С

32 32

Продолжительность сверты-
вания, мин

32 30

Длительность обработки до 
второго нагревания, мин

68 75

Температура второго нагре-
вания, ˚С

42 42

Длительность второго 
нагревания, мин

10 14

Длительность обработки 
после второго нагревания, 
мин

35 40

Титруемая кислотность сыворотки, ˚Т:

после разрезки 13 13

перед вторым нагреванием 15 15

в конце обработки 14 14

Активная кислотность сыво-
ротки, ед. рН

6,20 6,25

Активная кислотность сыра 
после пресса, ед. рН

5,1 5,1



сыроделие и маслоделие № 2, 2022 15

ми, связанными с необходимостью контроля его готовно-
сти в двух ваннах одновременно.

Как в опыте, так и в контроле готовый сгусток при те-
стировании на разлом имел ровные края с выделением 
прозрачной желто-зеленоватой сыворотки и был готов 
к разрезке через 32 и 30 мин соответственно. В процес-
се разрезки и постановки зерна (которая заняла около 
10 мин в каждой из ванн) сгусток равномерно и уверен-
но уплотнялся и отдавал сыворотку. При вымешивании 
зерно опытной выработки легче отдавало влагу, обраба-
тывалось быстрее и было готово ко второму нагреванию 
на 7 мин раньше контроля. 

Второе нагревание (до 42 ˚С) в ванне с препаратом рХн 
марала проводили в течение 10 мин со средней скоростью 
≈1 ˚С в минуту. Поскольку сырное зерно в контроле отда-
вало влагу медленнее, скорость его нагревания снижали 
до ≈0,7 ˚С в минуту (для выравнивания степени обсушки 
зерна в опытной и контрольной ваннах). Общая продол-
жительность обработки зерна в опыте и контроле соста-
вила 103 и 115 мин соответственно. 

Скорость обработки зерна в опытной выработке на 
12 мин опережала контроль, при этом показатели титруе-
мой кислотности сыворотки, характеризующие динамику 
развития молочнокислого процесса, были одинаковыми 
(см. табл. 1). Эта тенденция сохранилась и в сырах после 
прессования, активная кислотность которых  составляла 
5,1 ед. рН в обоих вариантах выработки. После посолки 
и обсушки сыры упаковывали в пленку и помещали на 
45 сут в камеру созревания с температурой 14±1 ˚С.

Несмотря на то что сыры вырабатывались по единой 
технологии, из одинакового сырья и с использованием 
МФ, которые имели близкие технологические характери-
стики, их физико-химические параметры были близкими, 
но не идентичными (табл. 2). 

Увеличение относительного содержания общего раство-
римого азота в опытном сыре можно объяснить более вы-
сокой общей ПА рХн марала по сравнению с рХн коровы. 
В то же время глубина протеолитических процессов в сы-
рах, судя по накоплению низкомолекулярных продуктов 
гидролиза КЗ, в частности азота полипептидов, была при-
мерно на одном уровне. Пептиды и низкомолекулярные 

азотистые соединения являются метаболическими пред-
шественниками молекул, формирующих «органолептиче-
ский букет» продукта. Возможно поэтому при дегустации 
контрольный и опытный сыры по органолептическим по-
казателям были оценены одинаково, получив по 95 баллов.

Сложно однозначно интерпретировать более высокое 
относительное содержание  ЛЖК в опытном сыре. Не 
исключено, что рХн марала создает предпосылки для уси-
ления липолиза. Например, за счет высокой ПА, приводя-
щей к более интенсивному накоплению продуктов гидро-
лиза КЗ, являющихся субстратами для молочнокислых 
бактерий. В результате могут возникать благоприятные 
условия для развития клонов, обладающих интенсивной 
липолитической активностью. Другим объяснением по-
вышенного содержания ЛЖК в опытных сырах является 
возможное присутствие липаз в препарате  рХн марала, 
который представлял собой концентрат культуральной 
жидкости продуцента. 

Контрольные и опытные сыры продемонстрировали 
похожие органолептические показатели (табл. 3). По пока-
зателю «вкус и запах» контрольные и опытные продукты 
получили ≈42 балла (при максимальной оценке 45) и были 
охарактеризованы как «хорошие, со слабовыраженным 
ароматом». Поскольку для выработки использовали цель-
ное молоко, а массовая доля жира в сухом веществе как 
в контроле, так и в опыте составляла 50±1 %, консистен-
ция сыров получилась излишне пластичной. В результате 
оценка за консистенцию была определена как «удовлет-
ворительная» (с характеристикой «эластичная, излишне 
пластичная») и снижена до 23 баллов (максимум — 25) как 
для контрольных, так и для опытных сыров. Следователь-
но, данный показатель не зависел от вида использованно-
го МФ. Контрольные и опытные сыры имели пустотный 
рисунок, характерный для сыров, формуемых насыпью, 
и по данному показателю получили максимальную оцен-
ку  — 10 баллов из 10. Цвет и упаковка (условно) были 
оценены в 20 баллов. По итогам комиссионной дегуста-
ционной оценки контрольные и опытные сыры получили 
приблизительно по 95 баллов.

В целом результаты органолептической оценки пока-
зали, что сыры, выработанные с опытным рХн марала и 
контрольным коммерческим молокосвертывающим пре-
паратом CHY-MAX® Powder Extra, имели одинаково высо-
кие показатели. 

Заключение. Сравнение свойств рХн марала, получен-
ного в бактериальной (E. coli) и дрожжевой (K. lactis) сис-
теме экспрессии, позволило установить, что выбор типа 
продуцента существенно не влияет на чувствительность 
МА фермента к изменениям рН и концентрации CaCl2 в 

Таблица 2 
Некоторые физико-химические и биохимические параметры контрольных и опытных сыров после 45 сут созревания

Образец Жир в сухом вещест-
ве, %

рН сырной массы, ед. 
рН

Общий растворимый N, 
% от общего N

N полипептидов и 
низкомолекулярных 

азотистых соединений, 
% от общего N

ЛЖК, мг%

Опыт 49,98±0,30 5,35±0,01 28,74±0,82 14,39±0,34 13,10±0,01

Контроль 50,81±0,49 5,27±0,01 26,02±0,26 14,86±0,10 10,30±0,01

Таблица 3 
Органолептическая оценка зрелых сыров, в баллах 

Образец Вкус и 
запах Консистенция Рисунок

Цвет и 
упаковка 
(условно)

Общий 
балл

Опыт 42,0 23,2 9,7 20,0 94,9

Контроль 41,7 23,3 9,8 20,0 94,8
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молоке и общую ПА, но приводит к заметному снижению 
его ТС. Апробация рХн-Cer-K. lactis в производственных 
условиях показала, что органолептические и физико-хими-
ческие показатели опытных сыров сопоставимы с контр-
ольными, выработанными с рХн коровы. Таким образом, 
подтвердилось предположение о том, что исключительная 
термолабильность рХн марала, полученного в дрожжевой 
системе экспрессии, способна компенсировать недостатки, 
связанные с его высокой общей ПА, и позволяет успешно 
использовать новый генно-инженерный фермент при про-
изводстве сыров с низкой температурой второго нагрева-
ния. Существует высокая вероятность того, что низкая ТС 
рХн-Cer-K. lactis позволит применять данный МФ и при 
выработке сыров с высокой температурой второго нагре-
вания, но данное предположение требует отдельной произ-
водственной проверки.

Авторы статьи выражают глубокую признательность 
генеральному директору и главному технологу ООО «Са-
лаирский МСЗ» — Токареву М.Н. и Колесникову А.А. — за 
всестороннюю помощь и содействие в организации и про-
ведении выработки экспериментальных сыров.

Работа выполнена при финансовой поддержке государ-
ственного задания Министерства науки и высшего обра-
зования РФ (номер темы: FZMW-2020-0002 — «Разработка 
продуцентов рекомбинантных ферментов для сыроделия»).

Компания «Сырная история» 
расширяет ассортимент

Мини-завод по производству сыра «Сырная исто-
рия» (торговая марка «VAN CLASSEN») начала произво-
дить сливочное масло жирностью 82,5 %. Как рассказал 
директор Дмитрий Урусов, компания планирует выпу-
скать продукт премиального класса в небольшом объе-
ме — от 500 кг до 1 т в год. На такой объем производства 
компания планирует выйти к концу 2022 г., сообщили 
в пресс-службе Аграрного центра Томской области. 
Продукция будет реализовываться в Томске и области. 
Идут переговоры о поставках мас ла премиум-класса в 
торговые сети Сибирского федерального округа.

«Наша марка уже известна местным потребителям 
сыра, поэтому решили, что теперь нужно перейти в 
категорию другого продукта — производство масла. 
Масло будет производиться по технологии «Воло-
годского», с высоким содержанием жира  — 82,5%, 
с характерным цветом и ореховой ноткой во вкусе. 
Уникальность продукта состоит еще и в том, что про-
изводиться он будет из молока коров джерсейской по-
роды», — сообщил Дмитрий Урусов.

Также «Сырная история» планирует запустить ли-
нейку масла с добавками — с прованскими травами, 
пажитником, вялеными томатами.

Запуск производства масла обошелся компании в 
2 млн руб., оборудование было приобретено в Барна-
уле. Отметим, что предприятие получит в 2022 г. суб-
сидию на модернизацию оборудования и возместит 
до 1 млн руб. за счет господдержки.

Мини-завод по производству сыра «Сырная исто-
рия» расположен в селе Ягодное Асиновского райо-
на. Сыроварня разместилась на базе КФХ Светланы 
Хисматуллиной, победителя конкурсного отбора на 
грант «Семейная ферма» в 2019 г.  На средства гранта 
была построена высокотехнологичная ферма, при-
обретены племенные нетели джерсейской породы, а 
также сельскохозяйственная техника и оборудование. 

Новый коровник стал первой в регионе роботизи-
рованной малой фермой с роботом-дояром, специ-
ально оборудованным для джерсейской породы. Мо-
локо этих коров отличается высокой жирностью — до 
5–7 %. 
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