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Комплекс биохимических свойств рекомбинантного химозина 
северного оленя (Rangifer tarandus) с точечной аминокислотной 
заменой K53E
Владимир Александрович Пушкарев1, 2, Ольга Николаевна Мусина1, 2, Светлана Валерьевна Беленькая3, 4, 
Дмитрий Николаевич Щербаков3, 4, Анатолий Дмитриевич Коваль1, Александр Николаевич Белов1,
Вадим Валентинович Ельчанинов1 
1Федеральный Алтайский научный центр агробиотехнологий, Сибирский НИИ сыроделия, г. Барнаул, Россия, Vpushkarew@mail.ru
2Алтайский государственный технический университет им. И. И. Ползунова, г. Барнаул, Россия
3Алтайский государственный университет, г. Барнаул, Россия
4Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, пос. Кольцово, Новосибирская обл., Россия

Аннотация. Традиционно наилучшим коагулянтом молока для сыроделия считался коровий сычужный фермент – препарат, по-
лучаемый из слизистой оболочки желудков телят-молокопоек. Основным компонентом сычужного фермента является аспартатная 
молокосвертывающая протеиназа химозин. Мировой дефицит натурального сычужного фермента, возникший в середине XX века, 
инициировал поиск его заменителей. Одним из вариантов решения данной проблемы стала разработка технологий получения генно-
инженерных аналогов химозина. В настоящее время для промышленного получения сыров уже используются рекомбинантные химо-
зины коровы и одногорбого верблюда. Однако работы, направленные на получение и исследование новых молокосвертывающих про-
теиназ, по-прежнему актуальны, что связано с перспективой нахождения ферментов с улучшенными технологическими свойствами. 
Российской междисциплинарной научной группой впервые получен инженерный вариант рекомбинантного химозина северного оленя 
(Rangifer tarandus) с точечной аминокислотной заменой K53E, экспрессированный в системе продукции Escherichia coli (штамм SHuffle 
Express). Для оценки производственных перспектив нового фермента изучены его биохимические свойства, важные с точки зрения  
сыроделия. В качестве препаратов сравнения использованы коммерческие рекомбинантные химозины коровы и одногорбого вер-
блюда производства компании Chr. Hansen (Дания). Показано, что инженерный вариант оленьего химозина способен эффективно 
коагулировать молоко коровы. Удельная молокосвертывающая активность инженерного варианта оленьего химозина оказалась при-
близительно в 4–6 раз ниже, чем у коровы и одногорбого верблюда. Для использования нового препарата в сыроделии рекомендо-
вано увеличить удельную молокосвертывающую активность целевого фермента, что может быть достигнуто, например, путем замены 
прокариотической системы экспрессии на эукариотическую. По термостабильности инженерный вариант рекомбинантного химозина 
R. tarandus сопоставим с коммерческими препаратами. По показателям общей протеолитической активности олений фермент за-
нимает промежуточное положение между рекомбинантными химозинами коровы и верблюда. По зависимости молокосвертывающей 
активности от рН и концентрации хлорида кальция в молочном субстрате инженерный вариант химозина северного оленя не уступает 
коммерческим рекомбинантным коагулянтам молока и полностью соответствует требованиям сыроделия. 

Ключевые слова: рекомбинантный химозин, северный олень, молокосвертывающая активность, рН, хлорид кальция, 
протеолитическая активность, термостабильность 
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Original article

A complex of biochemical properties of recombinant reindeer chymosin 
(Rangifer tarandus) with point amino acid substitution K53E
Vladimir A. Pushkarev1, 2, Olga N. Musina1, 2, Svetlana V. Belen’kaya3, 4, Dmitriy N. Scherbakov3, 4, Anatoliy D. Koval1, 
Alexander N. Belov1, Vadim V. Elchaninov1 
1Federal Altai Scientific Centre of Agro-BioTechnologies, Siberian Research Institute of Cheese Making, Barnaul, Russia, Vpushkarew@mail.ru
2Polzunov Altai State Technical University, Barnaul, Russia
3Altai State University, Barnaul, Russia
4State Scientific Center of Virology and Biotechnology «Vector» of Rospotrebnadzor, Koltsovo village, Novosibirsk region, Russia

Abstract. Traditionally, the best coagulant of milk for cheese-making was considered cow rennet – a preparation obtained from the mucous 
membrane of the stomachs of milk-feeding calves. The main component of rennet is aspartate milk-converting proteinase chymosin. The 
global shortage of natural rennet, which arose in the middle of the XX century, initiated the search for its substitutes. One of the solutions to this 
problem was the development of technologies for obtaining genetically engineered analogues of chymosin. Currently, recombinant cow and 
single-humped camel chymosins are already being used for the industrial production of cheeses. However, the work aimed at obtaining and 
researching new milk-clotting proteinases is still relevant, which is associated with the prospect of finding enzymes with improved technological 
properties. For the first time, an engineered variant of recombinant reindeer (Rangifer tarandus) chymosin with a point amino acid substitution 
K53E expressed in the Escherichia coli production system (SHuffle Express strain), was obtained by a Russian interdisciplinary scientific group. 
To assess the production prospects of the new enzyme, its biochemical properties, important from the point of view of cheese-making, have 
been studied. As a comparison specimens the commercial recombinant chymosins of cow and single-humped camel, produced by the company 
Chr. Hansen (Denmark), were used. It is shown that the engineered version of deer chymosin is able to effectively coagulate cow's milk. The 
specific milk-clotting activity of the engineered variant of deer chymosin turned out to be approximately 4–6 times lower than that of a cow and 
a single-humped camel. To use the new drug in cheese making, it is recommended to increase the specific milk-clotting activity of the target 
enzyme, which can be achieved, for example, by replacing the prokaryotic expression system with a eukaryotic one. In terms of thermal stability, 
the engineered version of recombinant chymosin R. tarandus is comparable to commercial enzymes. In terms of overall proteolytic activity, the 
deer enzyme occupies an intermediate position between recombinant cow and camel chymosins. According to the dependence of milk-clotting 
activity on pH and the concentration of calcium chloride in the milk substrate, the engineered version of reindeer chymosin is not inferior to 
commercial recombinant milk coagulants and fully meets the requirements of cheese-making.

Keywords: chymosin, recombinant chymosin, reindeer, milk-clotting activity, pH effect, calcium chloride effect, proteolytic activity, thermal 
stability
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Введение. Для получения молочного 
сгустка в сыроделии широко применяется 
препарат из сычугов жвачных сельско-
хозяйственных животных – сычужный 
фермент (СФ). Основным действующим 
агентом СФ является аспартатная эндо-
пептидаза химозин (КФ 3.4.23.4). 

Постоянный рост производства сы-
чужных сыров и истощение сырьевой 
базы натуральных молокосвертываю-
щих ферментных препаратов привели  
к формированию мирового дефицита СФ. 
Острая нехватка высококачественного СФ 
стимулировала поиск его заменителей 
[1]. Современным биотехнологическим 
способом решения проблемы дефицита 
натурального СФ стало получение и вне-
дрение в технологию сыроделия генно-
инженерных аналогов химозина (Хн) 
[2–5]. 

Начиная с 2016 г. в РФ работает меж-
дисциплинарная научная группа, в состав 
которой вошли сотрудники Алтайского 
госуниверситета, ГНЦ ВБ «Вектор» и Си-
бирского НИИ сыроделия Федераль-
ного Алтайского научного центра агро-
биотехнологий. Цель работы группы –  
получение и исследование новых видов 
рекомбинантных химозинов (рХн) [6].  
В рамках деятельности группы был полу-
чен инженерный вариант рХн северного 
оленя (Rangifer tarandus) с точечной ами-
нокислотной заменой K53→E (рХн-Rta-
K53E). Целевой фермент был синтезирован  
в прокариотической системе экспрессии 
(Escherichia coli, штамм SHuffle Express). 

Чтобы оценить производственные 
перспективы нового рХн, необходимо 
установить его биохимические пара-
метры, которые важны для технологий 
сыроделия.

Цель данной работы – изучение ком-
плекса биохимических свойств рХн-Rta-
K53E: молокосвертывающей активности 
(МА), протеолитической активности (ПА), 
термостабильности (ТС), зависимости 
продолжительности коагуляции (ПК) от 
рН молока и концентрации в нем хлорида 
кальция, а также сравнение полученных 
результатов с характеристиками импорт-
ных коммерческих генно-инженерных 
химозинов.

Материалы и методы. Комплекс био-
химических свойств рХн: МА, ПА, ТС, 
зависимость ПК от рН и концентрации 
СаCl2 определяли по ранее опублико-
ванным методикам [7]. Концентрацию 
белка определяли по методу Брэдфорда 
[8]. В качестве образцов сравнения ис-
пользовали коммерческие препараты рХн 
коровы (CHY-MAX® Powder Extra, сухая 

форма, для работы готовили 0,5 %-ный 
водный раствор) и одногорбого верблюда 
(CHY-MAX® M 1000, жидкая форма) про-
изводства компании Chr. Hansen (Дания). 
Коагуляционную активность рХн коровы 
(рХн-Bos) и рХн верблюда (рХн-Cam) 
нормировали по активности препарата 
рХн-Rta-K53E.

Полученные данные обрабатывали  
с использованием статистического паке-
та программы Microsoft Excel (Microsoft 
Corporation, США). Результаты представ-
ляли в виде среднего арифметического 
с указанием среднеквадратического от-
клонения. На графиках не указывали 95 % 
доверительный интервал, поскольку его 
значения были меньше 10% от значений 
переменных.

Результаты и обсуждение
Молокосвертывающая активность. Уста-

новлено, что инженерный вариант рХн 
северного оленя способен свертывать 
молоко коровы. Результаты определения 
общей МА (УЕ/мл), концентрации белка 
(мг/мл) и расчета удельной МА рХн-
Rta-K53E и коммерческих препаратов 
сравнения представлены в табл. 1. Удель-
ная МА (%) инженерного варианта рХн  
R. tarandus была примерно в 4–6 раз ниже, 
чем у рХн коровы и одногорбого верблю-
да. Низкая удельная МА рХн-Rta-K53E 
может быть обусловлена недостаточной 
эффективностью процедуры рефолдинга 
фермента в процессе его выделения из 
телец включения E. coli. Для использова-
ния в сыроделии общая коагуляционная 
активность рХн-Rta-K53E может быть 
увеличена за счет концентрирования пре-
парата, например, методом ультрафиль-
трации, который широко применяется при 
производстве коммерческих препаратов 
молокосвертывающих ферментов.

Зависимость продолжительности коагу-
ляции от концентрации хлорида кальция 
в молоке. При повышении концентрации 
CaCl2 в молоке от 0 до 5 mМ продолжи-
тельность коагуляции субстрата под дей-
ствием всех исследованных рХн уменьша-
лась (см. рисунок А). По динамике изме-
нения ПК в зависимости от концентрации 
хлорида кальция рХн-Rta-K53E больше 
похож на рХн коровы, чем на рХн одно-
горбого верблюда.

Поскольку по чувствительности МА  
к изменению содержания CaCl2 в субстра-
те инженерный вариант рХн северного 
оленя занимает промежуточное положе-
ние между препаратами сравнения, мож-
но сделать вывод о том, что по данному 
параметру рХн-Rta-К53Е полностью соот-
ветствует требованиям сыроделия.

Зависимость продолжительности коа-
гуляции от рН молочного субстрата. Уве-
личение рН молочного субстрата с 6,0 
до 7,0 приводило к повышению ПК под 
действием всех исследованных фермен-
тов (см. рисунок B). Зависимости ПК от 
концентрации Н+, полученные для рХн 
коровы и инженерного варианта рХн се-
верного оленя, совпадают. В отличие от 
этих ферментов рХн верблюда менее чув-
ствителен к нарастанию рН в диапазоне 
6,0–7,0. Таким образом, можно считать, 
что по критерию зависимости МА от рН 
рХн-Rta-К53Е соответствует требованиям, 
предъявляемым к высококачественному 
молокосвертывающему ферменту.

Термостабильность. Порогом ТС счита-
ли снижение остаточной МА более чем на 
20 %. Пороги ТС инженерного варианта 
рХн северного оленя и рХн коровы совпа-
дали и составляли 50 °С (см. рисунок C).  
Наиболее термостабильные свойства 
демонстрировал рХн верблюда, порог  
термоинактивации которого составил 55 °С. 

Таким образом, по ТС инженерный 
вариант рХн северного оленя не усту-
пает коммерческим рХн и по данному 
технологическому параметру может быть 
отнесен к высококачественным универ-
сальным МФ. 

Общая протеолитическая активность и 
специфичность. Для определения общей 
ПА строили графики зависимости про-
должительности инкубации фермент-
субстратных смесей от оптической плот-
ности при 280 нм (D280). Из данных, 
представленных на рисунке D, видно, что 
по общей ПА инженерный вариант рХн 
северного оленя занимал промежуточ-
ное положение между рХн коровы и рХн 
верблюда. Низкая ПА коагулянта молока 
является ценным технологическим свой-
ством, поскольку способствует увеличе-
нию выхода сырной массы и снижает ве-
роятность развития в зрелых сырах такого 
порока вкуса, как горечь.

Таблица 1 
 Общая и удельная молокосвертывающая активность препаратов рХн 

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
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Зная показатели удельной МА и об-
щей ПА исследуемых ферментов, можно 
рассчитать их специфичность (МА/ПА). 
Значения специфичности, полученные для 
рХн коровы, принимали за 1,0. (табл. 2).  
Оказалось, что по соотношению МА/ПА 
рХн-Rta-K53E уступает коммерческим 
генно-инженерным коагулянтам молока. 

Скорее всего, причиной низкой специ-
фичности оленьего рХн стала невысокая 
удельная МА, обусловленная потерями 
в процессе рефолдинга целевого фер-

мента, полученного в прокариотическом 
продуценте. Одним из путей увеличения 
специфичности рХн-Rta-K53E является по-
вышение его удельной МА. Рассчитывать 
на это можно, например, избавившись 
от процедуры рефолдинга путем замены 
прокариотического продуцента на эука-
риотический.

Заключение. Изучен комплекс биохи-
мических свойств инженерного варианта 
рХн северного оленя и коммерческих 

препаратов рХн. Показано, что по за-
висимости коагуляционной активности 
от концентрации хлорида кальция и рН,  
а также по ТС и общей ПА рХн-Rta-K53E 
соответствует требованиям, применяе-
мым к высококачественным молоко
свертывающим ферментам. Невысокая 
специфичность рХн северного оленя не 
ограничивает применение этого фермента 
в сыроделии, поскольку является резуль-
татом низкой удельной МА, а не высокой  
общей ПА. 
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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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