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Протеазы (EC 3.4.23.18) являются одними из наиболее важных и 

широко распространенных ферментов, производимых биотехнологической 

промышленностью, направленных на пищевые продукты питания, напитки, 

фармацевтику. 

Традиционным протеолитическим ферментом, предназначенным для 

свертывания молока, является сычужный фермент, получаемый из сычуга 

телят и ягнят не достигших двухнедельного возраста. Однако рост спроса 

на производство сыра во всем мире и нехватка производства сычужного 

фермента, а также этические проблемы направлены на поиск 

альтернативного источника для выделения молокосвертывающего 

фермента. При выборе источника для выделения фермента необходимо 

учитывать не только его молокосвертывающую, но и общую 

протеолитическую активность. Высокая протеолитическая активность 

может плохо сказываться на органолептической характеристике сыра, а 

также снижать выход продукта [1]. 

Одним из наиболее перспективных, но малоизученным источником 

ферментов являются высшие базидиальные грибы. Протеолитические 

ферменты грибного происхождения имеют преимущества в более быстром 

производстве, легком удалении мицелия, путем фильтрации и простоте 

модификации ферментов. Как правило, эти ферменты являются 

внеклеточными по своей природе и выделяются непосредственно в 

культуральную жидкость, что упрощает последующую обработку фермента 

по сравнению с протеазами, полученными из растений и животных [2]. 

Известно, несколько способов выделения молокосвертывающих и 

протеолитических ферментов. 

Наиболее экономичным методом концентрирования является микро- 

и ультрафильтрация, которая проводится при комнатной температуре, с 
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малыми энергозатратами. Микро- и ультрафильтрация дает возможность 

концентрации ферментного раствора и очистки его одновременно. 

Для производства чистых ферментов широко используется метод 

осаждения ферментов органическими растворителями или, реже, 

высококонцентрированными растворами солей. 

Материалы и методы 

В качестве объекта исследования использована культуральная 

жидкость, полученная в результате глубинного культивирования мицелия 

высшего гриба трутовика березового (Piptoporus betulinus) на жидкой 

питательной среде. 

Состав питательной среды. В плоскодонную колбу помещают 1000 

мл дистиллированной воды и растворяют 40 г глюкозы, 4 г дрожжевого 

экстракта, 4 г калиевой соли ортофосфорной кислоты, 2 г сульфата магния. 

Смесь тщательно перемешивают и стерилизуют в автоклаве при 0,5 атм в 

течение 30 минут. В стерильном боксе производят посев мицелия гриба с 

чашек Петри в колбы с предварительно охлажденной после автоклава 

питательной средой. 

Ферментацию глубинной культуры проводят в термостатирующих 

качалках при температуре 28°С, 180 об/мин в течение 14 суток. 

Отделение культуральной жидкости от мицелия проводят 

центрифугированием. 

Концентрирование фермента. Концентрирование фермента проводят 

с помощью микрофильтрации. Культуральную жидкость отфильтровывают 

под вакуумом с помощью мембранных фильтров Владипор марки МФАС-

ОС-2 с размером пор 0,45 мкм. Фильтрат после микрофильтрации 

упаривают на роторном испарителе при температуре 38°С. 

Исследование молокосвертывающей активности (МСА). 

Свертывающую активность молока определяют по методу Каваи и Мукаи 

[3], который основан на визуальной оценке внешнего вида первых хлопьев 

свертывания молока. 

Расчет проводят по формуле: 

МСА =
40 ∙ 100 ∙ К

П ∙ 2
ед./мл 

где К – коэффициент разведения изучаемого фермента; 

П – время за которое образуется плотный молочный сгусток, в 

минутах; 

40 – среднее время производства сыра; 

2  – количество внесенного фермента мл. 

 

Определение протеолитической активности. Протеолитическую 

активность (ПА) определяют по методике Кузнецова И.Н. [4]. 

Расчет ПА проводили по формуле: 
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ПС =
А ∗ Р

t
ед./мл 

где А – количество аминного азота, накопленного в реакционной 

смеси за время опыта, мг; 

Р – коэффициент, учитывающий разведение и пересчет на 1 мл 

ферментного раствора (Р = 6 для данных условий опыта); 

t – время гидролиза, ч (3 ч). 

Осаждение ацетоном молокосвертывающего фермента из 

культуральной жидкости. 

Неочищенный ферментный экстракт осаждают охлажденным 

ацетоном. К экстракту медленно добавляют два объема охлажденного 

ацетона и осадку затем дали отстояться в течение 1 ч при температуре 18°С, 

чтобы обеспечить полное осаждение. Осажденный белок отделяют 

центрифугированием при 10000 оборотов в течение 10 мин при 4°С. Затем 

осадок высушивают на открытом воздухе 30 мин и растворяют в 0,02 М 

фосфатном буфере, рН 6,0 для удаления следов ацетона [5]. 

Экспериментальная часть. 

В ходе культивирования мицелий грибов представляет собой 

пушистые пеллеты (шарики). В процессе ферментации изменения цвета 

культуральной жидкости не наблюдается. 

Максимальная активность молокосвертывающего фермента, 

образуемого указанной культурой трутовика березового  (Piptoporus 

betulinus) на жидкой питательной среде наступает при глубинном 

выращивании на 14 сутки роста. 

Исследовали зависимость молокосвертывающей и протеолитической 

активности культрулаьной жидкости от степени ее очистки. 

Результаты расчетов молокосвертывающей и протеолитической 

активностей представлены в таблице 1. 

 

Таблица 1 – Зависимость протеолитической и молокосвертывающей 

активностей фермента от степени очистки культуральной жидкости 

Степень очистки ПА, ед./мл МСА, Е/мг 

До фильтрации 0,00672 40,00 

После 

ультрафильтрации 
0,00224 50,00 

После 

микрофильтрации 
0,00112 66,67 

 

Установлено, что с увеличением степени очистки культуральной 

жидкости молокосвертывающая активность увеличивается, а 

протеолитическая активность снижается. 
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При осаждении фермента ацетоном наблюдалось малое содержание 

осадка. Методика нуждается в доработке. 

Заключение 

Применение предложенных методик позволяет повысить 

биотехнологические процессы, позволяющие получить ферменты с более 

высоким качеством характеристик: с высокой активностью молока и низкой 

общей протеолитической активностью. Оптимальным методом выделения 

является последовательное проведение ультрафильтрации и 

концентрирования на роторном испарителе. 

Работа выполнена в рамках госзадания Минобрнауки РФ (мнемокод  

0611-2020-013; номер темы FZMM-2020-0013, ГЗ № 075-00316-20-01). 
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