
сыроделие и маслоделие № 1, 202310

Для получения сычужного сгустка в сыроделии ши‑
роко применяется молокосвертывающий фермент 
химозин (КФ 3.4.23.4). Химозин (Хн) с высокой спе‑

цифичностью гидролизует связь F105‑M106 в молекуле 
каппа‑казеина (к‑КЗ). Гидролиз связи 105–106 дестабили‑
зирует казеиновые мицеллы, что приводит к образованию 
молочного сгустка.

Длительное время Хн коровы (Bos taurus) считался эта‑
лонным или универсальным ферментом для сыроделия 
[1]. Универсальность Хн коровы заключается в том, что он 
может применяться для выработки любых видов сычуж‑
ных сыров самого высокого качества.

В 2006 г. был получен рекомбинантный химозин (рХн) 
одногорбого верблюда (Camelus dromedarius), который 
по удельной молокосвертывающей активности (МА) и 
специфичности  — соотношению МА и общей протео‑
литической активности (ПА), превосходит рХн коровы, 
но уступает ему по термостабильности [2]. Рекомбинант‑
ный Хн верблюда внедрен в практику сыроделия и наря‑
ду с рХн коровы успешно используется в промышленно‑
сти. Фактически на сегодняшний день можно говорить 
о существовании двух универсальных молокосверты‑
вающих ферментов (МФ) для сыроделия  — рХн коро‑
вы и рХн одногорбого верблюда. Получение рХн одно‑
горбого верблюда и установление факта его частичного 
превосходства над рХн коровы позволяет предполагать, 
что в природе существуют другие ферменты, еще более 
совершенные с технологической точки зрения. Отсюда 
следует актуальность получения и исследования новых 
рХн различных видов млекопитающих, в том числе не 
состоящих в тесном филогенетическом родстве с коро‑
вой или верблюдом.

В 2006 г. было показано, что общая ПА натурального 
МФ из сычугов северного оленя (Rangifer tarandus) при‑
мерно в 4 раза ниже, чем у препарата высококачествен‑
ного говяжьего сычужного фермента, что с точки зрения 
сыроделия является важным технологическим преиму‑
ществом [3]. В то же время производство натурального 
МФ из сычугов северных оленей считается нецелесооб‑
разным в силу ограниченной сырьевой базы, а также су‑
ществования проблем экономического и логистического 
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характера [4]. Получение генно‑инженерного аналога Хн 
северного оленя с использованием современных биотех‑
нологических методов снимает проблему сырьевой базы, 
а разработка высокоэффективных эукариотических про‑
дуцентов целевого фермента может сделать его произ‑
водство высокорентабельным. Осуществление таких на‑
учных разработок в РФ имеет очевидную практическую 
значимость, поскольку связано с перспективой получе‑
ния отечественного универсального генно‑инженерного 
коагулянта молока для сыроделия и преодоления зави‑
симости от импортных препаратов рХн.

В 2021  г. специалистами ГНЦ ВБ «Вектор» получен 
инженерный вариант рХн R. tarandus с точечной амино‑
кислотной (а. к.) заменой Lys→Glu в положении 53 (рХн‑
Rta‑K53E). Замена Lys, несущего катионную R‑группу, на 
отрицательно заряженный остаток Glu базировалась на 
предположении о влиянии характеристик поверхностно‑
го заряда на участке 48–63 [5] на свойства Хн. Для нара‑
ботки фермента использовали систему экспрессии Esche
richia coli (штамм SHaffle Express).

Цель данного исследования — определение МА и об‑
щей ПА инженерного варианта рХн северного оленя и 
сравнение полученных результатов с показателями рХн 
натурального МФ R. tarandus (по литературным дан‑
ным) и коммерческих генно‑инженерных коагулянтов 
молока.

Молокосвертывающая активность. Водный раствор 
(0,5  %) коммерческого рХн коровы «CHY‑MAX» (Chr. 
Hansen, Дания) с заявленной активностью 2203 IMCU / г 
применяли в качестве стандарта (для перевода IMCU в 
условные единицы (УЕ) использовали повышающий ко‑
эффициент 125). Субстратом служило сборное непастери‑
зованное молоко, в которое вносили NaN3 до 0,02 %, рН 
доводили до 6,5.

Для определения МА 2,5 мл субстрата прогревали на 
водяной бане при 35 °С в течение 10 мин, вносили 0,2 мл 
исследуемого рХн и регистрировали время образования 
первых хлопьев коагулята. Общую МА жидких препара‑
тов рХн рассчитывали по формуле и выражали в услов‑
ных единицах на миллилитр (УЕ / мл).

МА = •
МАSt

200
T1

T2

где МАSt — заявленная МА стандарта в условных едини
цах (УЕ / г); 200 — фактор разведения (мл / г); Т1 — время (с) 
свертывания субстрата стандартом; Т2 — время (с) свер
тывания субстрата раствором исследуемого фермента.

Удельную МА (УЕ / мг белка) препарата рХн рассчиты‑
вали после определения в них концентрации белка по ме‑
тоду Брэдфорда [6].

Общая протеолитическая активность и специфич-
ность. В качестве субстрата использовали 1,0 % раствор 
казеина по Гаммерстену в 20 мМ Na‑фосфатном буфере, 
рН 5,65. Аликвоты субстрата (2,0 мл) помещали в водя‑
ную баню (35 °С), прогревали в течение 15 мин и добав‑
ляли к ним 0,5 мл раствора исследуемого рХн. Фермент‑
субстратные смеси перемешивали и отмечали время 

начала инкубации. Через 30, 90 и 180 мин инкубации 
реакцию протеолиза останавливали, добавляя к фер‑
мент‑субстратным смесям 2,5 мл 5  % трихлоруксусной 
кислоты (ТХУ). Содержимое каждой пробирки тщатель‑
но перемешивали, оставляли на 30 мин при комнатной 
температуре и фильтровали через бумажный фильтр 
(«белая лента»). В прозрачном фильтрате определяли 
оптическую плотность при длине волны 280 нм (D280). В 
качестве контроля использовали препарат, компоненты 
фермент‑субстратной смеси которого вносили непосред‑
ственно в 5 % ТХУ и также фильтровали через бумаж‑
ный фильтр. За общую ПА принимали значение D280 
через 180 мин инкубации. Строили график зависимости 
D280 от продолжительности инкубации.

Специфичность определяли как соотношение удель‑
ной МА и общей ПА (МА / ПА). Для оценки специфично‑
сти препаратов рХн за ПА принимали значения D280 об‑
разцов, инкубировавшихся в течение 180 мин.

Биохимические свойства рХн северного оленя сравни‑
вали с коммерческими рХн коровы («CHY‑MAX® Powder 
Extra», сухая форма, для работы готовили 0,5 % водный 
раствор) и одногорбого верблюда («CHY‑MAX® M 1000», 
жидкая форма) производства компании Chr. Hansen (Да‑
ния). Данные о биохимических свойствах МФСО взяты 
из работ [3, 4, 7]. В ходе определения технологических 
свойств препараты рХн северного оленя (рХн‑Rta (K53E)), 
рХн коровы (рХн‑Bos) и рХн одногорбого верблюда (рХн‑
Cam) нормировали по МА.

Статистика. Статистическую обработку полученных 
данных проводили в вычислительной среде таблично‑
го процессора Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 
США). Для количественных переменных результаты 
представлены в виде среднего арифметического с указа‑
нием среднеквадратического отклонения. На графиках 
не указывали 95 % доверительного интервала, поскольку 
его значения были меньше 10 % от значений переменных.

Молокосвертывающая активность. Исходная МА 
рХн‑Rta (K53E) составляла около 200 УЕ / мл, что было не‑
достаточно для определения комплекса биохимических 
свойств, поэтому препарат был сконцентрирован мето‑
дом ультрафильтрации. В результате был получен рХн‑Rta 
(K53E) с общей МА 1622 УЕ / мл (табл. 1). По удельной МА 

Таблица 1
 Общая и удельная молокосвертывающая активность 

различных препаратов химозина  

Препарат Общая МА, 
УЕ/мл

Концентрация 
белка, мг/мл

Удельная 
МА, УЕ/мг

Удельная 
МА, %

рХн-Rta(K53E) 1622 ± 51 0,073 ± 0,005 22219 ± 827 27

рХн-Bos 2752 ± 88 0,033 ± 0,005 83394 ± 
10203

100

рХн-Cam 129660 ± 
1620

0,928 ± 0,029 139720 ± 
2623

168

Натуральный 
МФ R.tarandus 
[3]

5020 ± 53 Нет данных – –
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инженерный вариант рХн северного оленя уступал рХн 
коровы и одногорбого верблюда в 3,7 и 6,2 раза соответ‑
ственно. Главной возможной причиной того, что рХн‑Rta 
(K53E) «проиграл» коагулянтам сравнения по общим и 
относительным показателям МА, является его неполный 
рефолдинг. Сравнить удельную МА инженерного вариан‑
та рХн‑Rta (K53E) и натурального МФ из сычугов R. taran
dus не удалось, поскольку значения удельной коагуляци‑
онной активности природного фермента в литературных 
данных не обнаружены.

В процессе концентрирования был отмечен любопыт‑
ный факт: D280 исходного и сконцентрированного прибли‑
зительно в 10 раз препарата рХн‑Rta (K53E) имела очень 
близкие значения  — 5,2 и 5,3 единиц соответственно. 
По‑видимому, исходный препарат содержал большое ко‑
личество свободных про‑фрагментов (ММ=6,28 кДа) рХн, 
образовавшихся в процессе активации зимогена. Про‑
фрагменты рХн северного оленя, которые при УФ с отсеч‑
кой по ММ 10 кД отходили в пермеат, богаты тирозином 
(максимум поглощения ≈280 нм) (рис. 1).

В результате нарастание D280, которое должно было 
происходить за счет концентрирования рХн, компен‑
сировалось потерями про‑фрагментов, поглощающих 
при длине волны 280 нм. Скорее всего, именно этим и 
объясняется ничтожная разница в D280 исходного (раз‑
бавленного) и сконцентрированного препарата рХн‑Rta 
(K53E). Предполагаемая высокая концентрация про‑пеп‑
тидов в препаратах рХн Rta косвенно свидетельствует об 
эффективности его отщепления в процессе активации. 
При этом, по‑видимому, лишь небольшая часть образую‑
щегося рХн‑Rta (K53E) имела корректную 3‑D структу‑
ру, что и приводило к низкой удельной коагуляционной 
активности.

Таким образом установлено, что рХн‑Rta (K53E), про‑
изведенный в прокариотической системе экспрессии, спо‑
собен коагулировать коровье молоко, но по удельной МА 
уступает эталонным коммерческим препаратам рХн. Для 
того чтобы конкурировать с коммерческими МФ, удель‑
ная МА рХн‑Rta (K53E) должна быть увеличена в 4–6 раз.

Общая протеолитическая активность и специфич-
ность. Одним из важных технологических параметров, 
используемых в сыроделии коагулянтов молока, является 
общая или неспецифическая ПА [8, 9]. Существует мно‑
жество протеолитических ферментов, способных коагу‑
лировать молоко, которые не используются в сыроделии 
из‑за чрезмерно высокой ПА. Поскольку МА является 
частным случаем ПА, для описания МФ вводится понятие 
специфичность, которая определяется как соотношение 
удельной МА и общей ПА (МА / ПА). Идеальный МФ дол‑
жен проявлять максимальную МА при минимальной ПА. 
Высокая общая ПА может значительно ухудшить специ‑
фичность МФ, что приведет к снижению его универсаль‑
ности и ограничит ассортимент сыров, вырабатываемых с 
его использованием [9, 10].

Ранее [4] было показано, что ПА натурального МФ из 
сычугов R. tarandus в 13,3 и 4,2 раза ниже, чем у говяжьего 
пепсина (ГП) и отраслевого контрольного образца сычуж‑
ного фермента (ОКО СФ) (рис. 2 А).

Соотношение неспецифической ПА ОКО СФ и нату‑
рального молокосвертывающего фермента из сычугов 
северного оленя (МФСО) составляло 1:0,24. Необходимо 
отметить, что, по данным [4, 7], препарат МФСО был не 
однородным и содержал множество полипептидных ком‑
понентов. Это не исключало присутствие в нем, кроме Хн, 
других протеиназ (пепсинов А, В, С, катепсинов) [11], ко‑
торые могли вносить вклад в общую ПА. Стоит принять 
во внимание и то, что сравниваемый с МФСО препарат 
ОКО СФ также не был гомогенным и, кроме Хн коровы, 
содержал 8  %‑ную примесь говяжьего пепсина (ГП) [4], 
что способствовало увеличению его общей ПА. По кри‑
терию ПА (от высокой  — к низкой) натуральные МФП 
были ранжированы следующим образом: ГП > ОКО СФ 
> МФСО.

По неспецифической ПА инженерный вариант рХн се‑
верного оленя занимает промежуточное положение меж‑
ду рХн коровы и одногорбого верблюда (рис. 2 Б).

Если ПА рХн коровы принять за 100 %, то ПА рХн‑Rta 
(K53E) и рХн верблюда составит соответственно ≈ 64 % и 
≈ 41 %. Следовательно, по критерию низкой ПА рХн се‑
верного оленя превосходит рХн коровы, но уступает рХн 
одногорбого верблюда. Важно понимать, что в отличие от 
натуральных МФ единственными источниками ПА рХн‑
Rta (K53E) и коммерческих генно‑инженерных коагулян‑
тов молока являлись соответствующие Хн.

Таким образом, результаты настоящего исследования 
сопоставимы с данными, впервые опубликованными в 
работе [4], которые свидетельствовали о том, что общая 
ПА МФ R. tarandus ниже, чем у ОКО СФ, полученного из 
сычугов B. taurus.

MASMTGGQQMGRGSAEITRIPLYKGKPLRKALKERGLLEDFLQKQQYGVSSKYYGL
Рис. 1. Аминокислотная последовательность про-фрагмента рХн северного оленя. Желтым фоном выделены остатки тирозина (Y)

Рис. 2. Результаты исследования общей ПА молокосвертывающего 
фермента из сычугов северных оленей (А, по данным [4]) и инженерного 
варианта рХн северного оленя (Б). Условные обозначения: (А) ОКО СФ – 
отраслевой контрольный образец сычужного фермента; ГП – говяжий 
пепсин; МФСО – молокосвертывающий фермент из сычугов северных 
оленей. (Б) рХн Rta(K53E) – рХн северного оленя; рХн-Bos – рХн коровы; 
рХн-Cam– рХн одногорбого верблюда

А Б
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Для сравнения специфичности рХн‑Rta (K53E) и ком‑
мерческих коагулянтов коровьего молока, удельную МА 
и общую ПА рХн‑Bos принимали за 100 %. Согласно дан‑
ным, представленным в табл. 2, по специфичности иссле‑
дованные ферменты ранжируются следующим образом: 
рХн‑Cam > рХн‑Bos > рХн‑Rta (K53E).

Из‑за низкой удельной МА специфичность инженерно‑
го варианта рХн северного оленя, несмотря на его низкую 
ПА, оказалась в 2,4 и 9,8 раза ниже, чем у рХн коровы и 
верблюда соответственно. Предположительно, низкая 
удельная коагуляционная активность рХн‑Rta (K53E) мо‑
жет быть вызвана неполным рефолдингом зимогена, вы‑
деленного из телец включения. Известно, что низкая эф‑
фективность рефолдинга является причиной снижения 
МА генно‑инженерных Хн, полученных в прокариотиче‑
ской системе экспрессии [12–15].

Соотношение ПА рХн коровы и рХн одногорбого вер‑
блюда составило 1:0,41. Ранее Kappeler et al. [2] сообща‑
ли, что ПА рХн‑Bos и рХн‑Cam соотносится как 1:0,25. 
Небольшие различия в соотношениях общей ПА могут 
быть связаны с вариацией биохимических и физико‑
химических параметров индивидуальных партий срав‑
ниваемых МФ и субстратов. Не исключено, что низкая 
по сравнению с рХн коровы общая ПА является харак‑
терным биохимическим признаком рХн Верблюдовых 
(Camelidae). Так, по данным [16], соотношение неспеци‑
фической ПА рХн коровы и еще одного представителя 
семейства Camelidae — альпака (Vicugna pacos) составля‑
ет 1:0,34.

Обнаруженное нами соотношение общей ПА рХн коро‑
вы и рХн северного оленя, равное 1:0,64, указывает на то, 
что низкая по сравнению с рХн коровы неспецифическая 
ПА не является исключительной «визитной карточкой» 
семейства Camelidae и обнаруживается также у предста‑
вителей семейства Оленевые (Cervidae). Это позволяет 
предполагать возможность нахождения высокоспеци‑
фичных вариантов Хн в других кладах класса Млекопи‑
тающие (Mammalia).

Таким образом, установлено, что так же, как и нату‑
ральный МФ из сычугов R. tarandus, его генно‑инже‑
нерный вариант  — рХн‑Rta (K53E) обладает ценным 
технологическим свойством  — низкой общей ПА. По 
критерию низкая ПА рХн‑Rta (K53E) превосходит клас‑
сический универсальный МФ  — рХн коровы. Однако, 
несмотря на низкую неспецифическую ПА, рХн‑Rta 
(K53E) уступает рХн коровы и одногорбого верблюда по 
специфичности, что обусловлено его пониженной удель‑
ной МА. Предположительно, низкая удельная специфи‑

ческая активность вызвана неполным рефолдингом зи‑
могена рХн‑Rta (K53E), полученного в прокариотической 
системе экспрессии. Возможно, использование эукарио‑
тического продуцента, обеспечивающего секрецию гете‑
рологичных белков с корректной третичной структурой 
непосредственно в культуральную жидкость, позволит 
повысить удельную МА рХн северного оленя. Разработка 
такого продуцента является одной из ближайших задач 
нашей научной группы.

Работа выполнена при финансовой поддержке госу
дарственного задания Министерства науки и высшего 
образования РФ (номер темы: FZMW2020–0002 — «Раз
работка продуцентов рекомбинантных ферментов для 
сыроделия»). 

Таблица 2
Удельная МА, общая ПА и специфичность препаратов рХн  

Препарат Удельная МА, % Общая ПА, % Специфичность, 
МА/ПА

рХн-Rta(K53E) 27 64 0,42

рХн-Bos 100 100 1,00

рХн-Cam 168 41 4,10
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