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Сыроделие является одной из древнейших био-
технологий. Коагуляция молока с использованием
молокосвертывающих протеаз и последующее пре-
образование молочного сгустка в различные виды
сыров используется человеком на протяжении при-
мерно 8 тысяч лет [1, 2].

Традиционно эталоном молокосвертывающе-
го фермента (МФ) для сыроделия считался нату-
ральный коровий химозин (Хн) (КФ 3.4.23.4). На-
чиная с 90 гг. XX века в производстве сыров стал
использоваться генно-инженерный Хн коровы
(Bos taurus) [3]. В 2006 г. был открыт, а позднее
внедрен в сыродельную практику рекомбинант-
ный химозин (рХн) одногорбого верблюда (Camelus
dromedarius) [4], который по ряду технологических
свойств превосходит рХн коровы, что делает его
экономически более привлекательным при произ-
водстве большой группы сыров. В настоящее вре-
мя на рынке сыродельных МФ присутствуют два
эталонных коагулянта коровьего молока – рХн ко-
ровы и рХн одногорбого верблюда. Получение рХн
верблюда стимулировало поиск других рХн, кото-
рые по совокупности биохимических свойств мо-
гут превосходить существующие эталоны.

В современной научной периодике имеются
данные о получении и исследовании биохимиче-
ских свойств рХн коровы [5–14], одногорбого
верблюда [4, 12, 15], овцы (Ovis aries) [16], козы
(Capra hircus) [12, 17–20], буйвола (Bubalus bubalis)
[12, 21, 22], яка (Bos grunniens) [23, 24] и альпака
(Vicugna pacos) [25]. Все эти животные относятся к
отряду Парнокопытные (Artiodactyla).

Для синтеза рекомбинантных химозинов мо-
гут использоваться системы экспрессии бактерий
(Escherichia coli), дрожжей (Pichia (Komagataella)
pastoris, Saccharomyces cerevisiae и Kluyveromyces
lactis), плесневых грибов (Aspergillus niger), трансген-
ных высших млекопитающих и растений [5–28]. В
настоящее время в производстве сыров офици-
ально применяются два генно-инженерных хи-
мозина – рХн коровы и одногорбого верблюда,
синтезируемые в системах экспрессии A. niger var.
awamori и K. lactis [27, 28].

О перспективах использования нового рХн в
сыроделии может свидетельствовать комплекс его
биохимических свойств и, прежде всего тех, кото-
рые традиционно используются для технологиче-
ской оценки (характеристики) молокосвертываю-
щих протеиназ, включающий: коагуляционную
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или молокосвертывающую активность (МА), об-
щую протеолитическую активность (ПА) и специ-
фичность, термостабильность (ТС), зависимость
МА от рН и концентрации ионов кальция.

Парадоксально, но в полном объеме ком-
плекс биохимических свойств, важных с точки
зрения технологии сыроделия, исследован толь-
ко для 2 коммерческих рекомбинантных МФ – рХн
коровы и одногорбого верблюда. В то же время
остаются неизвестны параметры кинетики Миха-
элиса–Ментен для рХн яка, альпака и овцы, от-
сутствуют данные о зависимости МА рХн козы и
буйвола от концентрации ионов кальция и только
еще предстоит установить ПА и специфичность
рХн яка и зависимость его МА от концентрации
хлорида кальция в молоке.

В данном обзоре рассмотрены наиболее важ-
ные, с точки зрения сыроделия, биохимические
свойства известных рХн.

Отдельно следует отметить работу [29], в кото-
рой сообщается о получении в системе S. cerevisiae
рХн игрунки обыкновенной (Callithrix jacchus) и
исследовании его субстратной специфичности по
отношению к синтетическим пептидам, отличаю-
щимся структурой от Хн-чувствительного участка
к-казеина (κ-КЗ) коровы. Однако натуральный Хн
игрунки синтезируется в виде пепсиноподобного
фермента, обладающего высокой общей ПА [30],
что делает его малопривлекательным для исполь-
зования в сыроделии. В этой связи свойства рХн
C. jacchus не будут рассматриваться в данном обзоре.

Параметры кинетики Михаэлиса–Ментен. По-
сле получения нового рХн в первую очередь оце-
нивается его МА на коровьем молоке, которое яв-
ляется основным сырьем для производства сыров.
Параметры кинетики Михаэлиса-Ментен, вклю-
чающие: константу Михаэлиса (Km), число оборо-
тов фермента (kcat), каталитическую эффектив-
ность или константу специфичности (kcat/Km), –
изучаются намного реже [4, 12, 19, 21, 31, 32], хотя
именно они важны для полной биохимической ха-
рактеристики нового рекомбинантного фермента.
В настоящее время кинетические показатели опре-
делены для рХн 4 видов животных – коровы, одно-
горбого верблюда, козы и буйвола (табл. 1).

Отсутствие единой стандартизированной ме-
тодики определения кинетических свойств химо-
зинов, синтезированных про- и эукариотически-
ми системами экспрессии и применение для этой
цели различных хромогенных субстратов дает на-
столько противоречивые результаты, полученные
разными научными группами (порой на одних и
тех же рХн и субстратах), что их сравнение стано-
вится трудной задачей. Например, константы
Михаэлиса, полученные разными исследователь-
скими группами (с использованием флюоресце-
ин тиокарбамоил-κ-казеина [33]) для препаратов
рХн буйвола, синтезированного в P. pastoris, раз-

личаются больше, чем в 15 раз [12, 21], а для рХн
козы – более чем в 45 раз [12, 19] (табл. 1).

По данным портала BRENDA Km натуральных
Хн и рХн различного генеза варьируют от 0.0018
до 6.5 мM, kcat – от 0.02 до 2600 s–1, kcat/Km – от 160
до 7100 мM–1 s–1 и зависят от структуры используе-
мого субстрата, рН, температуры и некоторых дру-
гих факторов [https://www.brenda-enzymes.org/
enzyme.php?ecno=3.4.23.4]. В то же время резуль-
таты исследования [32] указывают на то, что такая
важная посттрансляционная модификация, как
гликозилирование, незначительно влияет на по-
казатели ферментативной кинетики рХн верблю-
да и коровы (табл. 1).

Более информативными и поддающимися
сравнительному анализу выглядят результаты, по-
лученные на одном и том же субстрате в рамках од-
ного исследования [4, 12, 31, 32]. Но даже в этом
случае иногда приходится сталкиваться с трудно-
объяснимыми противоречиями. Так, согласно
данным [4] значение Km указывает на то, что аф-
финность рХн верблюда к хромогенному субстра-
ту, имитирующему κ-КЗ коровы, примерно вдвое
выше по сравнению с коровьим рХн. В то же время
рХн верблюда характеризуется гораздо меньшим
(в 3.8 раза) значением числа оборотов фермента и
меньшей (в 1.8 раза) каталитической эффектив-
ностью (табл. 1). Если оценивать способность
рХн верблюда гидролизовать κ-КЗ коровы ис-
ключительно по его кинетическим параметрам,
полученным на модельном субстрате, то он зна-
чительно менее эффективен рХн коровы. Однако
совокупность биохимических свойств [4] и прак-
тика использования этих ферментов в сыроделии
[34–36] свидетельствует о более высокой техно-
логической эффективности рХн одногорбого вер-
блюда по сравнению с рХн коровы.

При оценке практических перспектив новых
рХн необходимо задуматься о значимости резуль-
татов, полученных с использованием хромоген-
ных субстратов, имитирующих изолированный
водорастворимый κ-КЗ.

Согласно поликонденсационной модели [37,
38], в молоке гидрофобный N-концевой участок
κ-КЗ находится во взаимодействии с α- и β-казе-
инами и частично погружен в казеиновую мицел-
лу, а гидрофильный анионный С-терминальный
участок экспонирован на поверхности мицеллы,
образуя стабилизирующий отрицательно заряжен-
ный “волосковый слой”. Химозину гораздо слож-
нее внедриться в этот слой и связаться с ключевой
связью мицеллярного κ-КЗ, чем в случае водорас-
творимого субстрата. Именно поэтому различают-
ся кинетические параметры, полученные на во-
дорастворимых аналогах κ-КЗ и препаратах ми-
целлярного κ-КЗ [39, 40].

Наиболее подходящим искусственным суб-
стратом для изучения кинетики Михаэлиса–
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Ментен химозинов мог бы стать С-терминальный
фрагмент κ-КЗ коровы (например, κ f96-169), за-
крепленный N-концевым участком на поверхно-
сти белковых (α-, β-казеиновых) или фосфоли-
пидных мицелл или связанный с искусственной
гидрофобной поверхностью.

Молокосвертывающая активность, общая про-
теолитическая активность и специфичность. Моло-
косвертывающая активность является главной
характеристикой любого нового МФ, поскольку
указывает на его способность гидролизовать в мо-
лекуле κ-КЗ пептидную связь F105–M106, чув-

Таблица 1. Параметры кинетики Михаэлиса-Ментен рекомбинантных химозинов

*1 – L-S-F(NO-)-Nle-A-L-OMe [31]; 2 – H-P-H-P-H-L-S-(p-NO2)F-M-A-I (имитация κ-КЗ коровы) [4]; 3 – R-P-R-P-R-P-
S-(p-NO2)F-I-A-I (имитация κ-КЗ верблюда) [4]; 4 – флуоресцеин тиокарбамоил-κ-казеин коровы [33]; 5 – Dabcyl-H-P-H-
P-H-L-S-F-M-A-I-P-K(5-FAM)-K-K [32].

Вид Хн Продуцент Km, мM kcat, s–1 kcat/Km,
мM–1 s–1 Субстрат* Источник

рХн В коровы E. coli 0.38 18.9 49.7 1 [31]

рХн В коровы (мутант: + 
+ His-Gly на С-конце) E. coli 0.67 2.52 3.8 1 [31]

рХн В коровы (мутант: 
Thr77 → Asp) E. coli 0.79 16.8 21.3 1 [31]

рХн коровы A. niger 0.165 44.3 268.0 2 [4]

рХн одногорбого вер-
блюда A. niger 0.077 11.7 152.0 2 [4]

рХн коровы A. niger 0.134 4.3 32.2 3 [4]

рХн одногорбого вер-
блюда A. niger 0.056 5.1 91.3 3 [4]

рХн коровы (Pfizer) E. coli 2.280 – – 4 [34]

рХн буйвола P. pastoris 0.012 – – 4 [21]

рХн козы P. pastoris 0.0178 – – 4 [19]

рХн буйвола P. pastoris 0.00076 0.00104 1.37 4 [12]

рХн козы P. pastoris 0.00039 0.00331 8.49 4 [12]

рХн коровы (ChyMax, Chr. 
Hansen) A. niger 0.00819 0.00621 0.76 4 [12]

рХн одногорбого вер-
блюда (ChyMax M, Chr. 
Hansen)

A. niger 0.00060 0.00032 0.53 4 [12]

рХн коровы (ChyMax, Chr. 
Hansen), негликозилиро-
ванный

A. niger
0.038 (рН 6.65)
0.026 (рН 6.00)
0.022 (рН 5.50)

8 (рН 6.65)
28 (рН 6.00)
28 (рН 5.50)

0.2 (рН 6.65)
1.1 (рН 6.00)
1.3 (рН 5.50)

5 [32]

рХн коровы (ChyMax, Chr. 
Hansen), моногликозили-
рованный

A. niger
0.037 (рН 6.65)
0.028 (рН 6.00)
0.026(рН 5.50)

7 (рН 6.65)
27 (рН 6.00)
28 (рН 5.50)

0.2 (рН 6.65)
1.0 (рН 6.00)
1.1 (рН 5.50)

5 [32]

рХн одногорбого вер-
блюда (ChyMax M, Chr. 
Hansen), негликозилиро-
ванный

A. niger
0.018 (рН 6.65)
0.011 (рН 6.00)
0.007 (рН 5.50)

11 (рН 6.65)
53 (рН 6.00)
47 (рН 5.50)

0.6 (рН 6.65)
5.0 (рН 6.00)
6.8 (рН 5.50)

5 [32]

рХн одногорбого вер-
блюда (ChyMax M, Chr. 
Hansen), дигликозилиро-
ванный

A. niger
0.020 (рН 6.65)
0.011 (рН 6.00)
0.008 (рН 5.50)

14 (рН 6.65)
65 (рН 6.00)
59 (рН 5.50)

0.7 (рН 6.65)
5.8 (рН 6.00)
7.4 (рН 5.50)

5 [32]
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ствительную к действию Хн, и вызывать коагуля-
цию молока.

Специалистам в области сыроделия хорошо из-
вестен так называемый “парадокс химозина коро-
вы и молока верблюда”, который заключается в
том, что Хн коровы не коагулирует верблюжье мо-
локо (или коагулирует, но очень медленно), что
делает невозможным использование коровьего
фермента для производства сыров из молока вер-
блюда [13, 27, 41–43]. Для решения этой проблемы
и выработки сыров из верблюжьего молока был
получен рХн одногорбого верблюда. При его ис-
следовании обнаружилось, что верблюжий рХн не
только эффективно свертывал коровье молоко, но
и превосходил рХн коровы по удельной МА и низ-
кому уровню неспецифической ПА [4]. Парадокс
“Хн коровы – молоко верблюда” наиболее извест-
ный, но не единственный случай “конфликта” ге-
терологичных химозинов и молока различных ви-
дов млекопитающих. Согласно данным литерату-
ры, кроме верблюжьего молока, Хн коровы не
способен коагулировать молоко лошади (Equus
caballus) [27] и одного из представителей инфра-
класса сумчатых млекопитающих – лисьего кузу
(Trichosurus vulpecula) [44]. Оказалось также, что Хн
коровы, по-видимому, намного медленнее свер-
тывает молоко крысы (Rattus norvegicus) и кроли-
ка (Oryctolagus cuniculus), чем молоко коровы
(B. taurus), козы (C. hircus) и северного оленя (Ran-
gifer tarandus) [45]. Поэтому изучение любого ново-
го МФ для перспективы использования в сыроде-
лии начинается с определения его МА по отноше-
нию именно к коровьему молоку, которое является
основным сырьем для производства сыров.

Химозины способны гидролизовать пептид-
ные связи не только в κ-КЗ но и в других белках,
в частности в α- и β-казеинах. Характеризуя но-
вый рХн и оценивая его пригодность для выра-
ботки сыров, наряду с коагуляционной, крайне
важно учитывать его протеолитическую актив-
ность [4, 46, 47]. В сыроделии различают два типа
ПА: специфическую или молокосвертывающую
активность, характеризующую способность гид-
ролизовать одну пептидную связь в молекуле
κ-КЗ (для рХн коровы – это связь F105-M106 в
коровьем κ-КЗ ) и общую ПА, характеризующую
способность гидролизовать в α-, β- и κ-казеинах
молока любые пептидные связи на которые спе-
цифически действует фермент [47]. Общую ПА
молокосвертывающих ферментов также называ-
ют неспецифической ПА.

Высокая общая ПА коагулянта молока считает-
ся негативным фактором в сыроделии, поскольку
приводит к снижению выхода готовой продукции
из-за потерь с сывороткой продуктов протеолиза
[48]. Остающийся в сырном зерне МФ с высокой
общей ПА может стать причиной формирования
пороков текстуры и вкуса (горечь) в длительно со-

зревающих и хранящихся сырах [49]. Примене-
ние МФ с высокой ПА ухудшает технологические
характеристики подсырной сыворотки, исполь-
зуемой в качестве сырья при производстве неко-
торых продуктов. В связи с этим идеальный МФ
для сыроделия при максимальной МА должен
иметь минимальную общую ПА [47, 50].

Для оценки способности МФ гидролизовать
единственную, “ключевую” связь κ-КЗ, рассчиты-
вается специфичность его действия, которая опре-
деляется как отношение МА и общей ПА (МА/ПА).
По мере уменьшения специфичности используе-
мые в сыроделии МФ ранжируются следующим
образом: рХн верблюда > рХн коровы, натураль-
ный Хн коровы > говяжий пепсин (КФ 3.4.23.1) >
> мукорпепсины (КФ 3.4.23.23) > эндотиапепсин
(КФ 3.4.23.22) [50]. Представленный ряд отража-
ет универсальность МФ, выражающуюся в том,
что чем выше его специфичность, тем он универ-
сальнее, и указывает на возрастающую вероят-
ность развития пороков вкуса и консистенции
сыров с длительными сроками созревания и хра-
нения при использовании коагулянта с высокой
ПА [25].

Данные о МА, общей ПА и специфичности рХн
различных видов представлены в табл. 2.

В работе [25] был описан рХн альпака, кото-
рый по специфичности превосходил рХн коровы,
буйвола и козы, но уступал рХн верблюда. Следует
отметить, что рекомбинантные химозины верблю-
да и альпака не являются единственными МФ,
превосходящими по специфичности рХн коровы.
Показано, что рХн буйвола и козы характеризу-
ются лучшими соотношениями МА/ПА, чем рХн
коровы, но общая ПА этих ферментов и коровьего
рХн почти совпадают [12]. Противоречие данных о
МА, общей ПА и специфичности рХн верблюда и
рХн коровы, опубликованных в работах [12] и [4],
по-видимому, объясняется использованием раз-
личных методических подходов при определе-
нии этих параметров. Вместе с тем, информа-
ция, приведенная в работе [4], о более высокой
специфичности рХн верблюда по сравнению с
рХн коровы, подтверждается данными других
авторов, изучавших общую ПА этих ферментов
непосредственно в сырах [34, 35].

Получению и исследованию рХн яка посвяще-
ны работы [23] и [24]. В первой публикации была
описана процедура получения рХн яка и оценена
только МА полученного препарата, которая со-
ставила 14.6 ед. Сокслета/мл [23]. Вторая работа
посвящена крупномасштабному получению рХн
А яка (Bos grunniens). К сожалению, биохимиче-
ские свойства полученного в работе [24] фермента
изучены неполно. Так, не была определена общая
ПА, поэтому не было возможности рассчитать спе-
цифичность, отсутствовали данные о зависимости
МА от концентрации ионов кальция. Тем не менее,
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была выработана опытная партия сыра с примене-
нием рХн яка и проведена контрольная выработка
с использованием коммерческого рХн коровы
(RENMAX 600 IMCU/мл, “Mayasan”, Турция).
Выход сыра в контроле составил 12.5%, в опыте –
12.0% [24]. Несколько меньший выход сыра в
опытной выработке свидетельствовал о потерях
белка с сывороткой, что косвенно указывало на
более высокую общую ПА рХн яка по сравнению
с контрольным рХн коровы.

В работе [16] сообщалось о получении и ча-
стичной характеристике рХн овцы. ПА овечьего
рХн изучали по изменению соотношения небел-
кового и общего азота, определенного методом
Кьельдаля. В сырах, выработанных с применени-
ем рХн овцы, общая ПА была на 28% ниже, чем в
контроле с использованием рХн коровы. В этой ра-
боте [16] отсутствовали данные о концентрации
или активности рХн овцы и рХн коровы в исследо-
ванных сырах. Вместе с тем, в сырном зерне могут
оставаться до 30% внесенного МФ в зависимости
от типа коагулянта, рН, температуры и содержания
влаги [51]. Согласно данным [52] в сырах типа Чед-
дар (Cheddar) остается 10.0–17.5% рХн коровы. По-
этому не исключено, что различные концентра-
ции продуктов протеолиза в контрольных и
опытных сырах были обусловлены различным со-
держанием рХн овцы и рХн коровы, оставшихся в
сыре, а не различной общей ПА используемых
коагулянтов. Данные работы [16] о соотношении
МА и общей ПА рХн овцы и коровы, получен-
ные в процессе коагуляции молока, указывают
на то, что специфичность этих ферментов при-
мерно одинакова.

Таким образом, большинство полученных и
охарактеризованных рХн уступают по общей ПА
и специфичности двум коммерческим генно-ин-
женерным химозинам (одногорбого верблюда и
коровы), а также рекомбинантному Хн альпака.

Термостабильность. Термостабильность мож-
но охарактеризовать как диапазон температур,
при которых МФ проявляет высокую (≥80%) МА.
Порог термоинактивации – это температура, при
которой раствор МФ начинает терять МА. Термо-
стабильность, наряду с МА, общей ПА и специ-
фичностью, является важнейшей биохимической
характеристикой МФ. На стадии свертывания мо-
лока под воздействием Хн не гидролизуются αs- и
β-казеины. Протеолитическая деградация пара-κ-
казеина (f E1-F105), а также αs1-, αs2- и β-казеи-
нов, активным ферментом, остающимся в сгустке,
начинается позже, в процессе созревания сыра [34,
52]. В результате гидролиза казеинов образуются
пептиды и аминокислоты, а также продукты их
деградации и биохимической модификации, ко-
торые влияют на формирование физико-химиче-
ских и органолептических показателей сыра. По-
этому данные о ТС коагулянта молока позволяют
не только правильно определить сферу примене-
ния МФ, но и регулировать степень протеолиза и
сроки созревания сыров путем варьирования тем-
пературы обработки сырного зерна [25].

Верблюжий рХн имеет более высокий порог
термоинактивации, чем рХн коровы, а общая ПА
этих ферментов возрастает при повышении тем-
пературы [4]. Аналогичные результаты были по-
лучены в работе [25] для рХн коровы и альпака,
синтезированных в системе E. coli. Таким обра-
зом, термостабильный МФ может увеличивать

Таблица 2. Молокосвертывающая активность (МА), общая протеолитическая активность (ПА) и специфич-
ность (МА/ПА) рекомбинантных химозинов (по данным [25], с дополнениями)

* По отношению к молоку коровы.
** Результаты исследования ПА и МА представлены в виде графиков, цифровые данные отсутствуют.

*** Значения МА даны в IMCU/мл.

Вид химозина МА*, %
от МА рХн коровы

ПА, %
от ПА рХн коровы МА/ПА Система 

экспрессии Источник

рХн альпака 102 34 3.0 E. coli [25]
рХн коровы 100 100 1.0 E. coli [25]

рХн одногорбого верблюда 170 25 6.8 A. niger [4]
рХн коровы 100 100 1.0 A. niger [4]

рХн овцы ≈100** ≈98** ≈1.0 E. coli [16]
рХн коровы 100 100 1.0 K. lactis [16]

рХн буйвола 105 96 1.1 P. pastoris [12]
рХн одногорбого верблюда 99 110 0.9 A. niger [12]
рХн козы 148 106 1.4 P. pastoris [12]
рХн коровы 100 100 1.0 A. niger [12]

рХн яка 214*** – – P. pastoris [24]
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нежелательную ПА после разрезания молочного
сгустка на технологических стадиях обработки
сырного зерна, связанных с повышением темпе-
ратуры.

Результаты, полученные в работе [4], согласу-
ются с данными других работ, в которых было
установлено, что интенсивность протеолиза в сы-
рах типа Reggianito зависела от 2 параметров: ТС
используемого коагулянта и температуры второго
нагревания [34]. 

Известно, что в молекуле αs1-казеина химози-
ны атакуют связь F23–F24. В результате образу-
ются два продукта: αs1 (f1-23) и αs1-I (f24-199),
которые используют в качестве маркеров общей
ПА в сырах. При выработке сыров типа Reggianito
с применением рХн коровы было показано, что
увеличение температуры обработки сырного зер-
на с 50 до 56°С приводит к значительному сниже-
нию концентрации продуктов протеолиза αs1-ка-
зеина, в частности, водонерастворимого (гидро-
фобного) полипептида αs1-I (f24-199). Происходит
это вследствие более полной инактивации МФ
при повышении температуры. В сырах с темпера-
турой второго нагревания 56°С, выработанных с
применением более термостабильного рХн вер-
блюда [4, 12], интенсивность протеолиза была вы-
ше, чем при использовании рХн коровы [34]. Дан-
ное исследование является примером того, что МФ
(в данном случае – рХн верблюда), имеющий уро-
вень общего протеолиза вчетверо меньший, чем
рХн коровы, но превосходящий его по ТС, может
проявлять более высокую неспецифическую ПА в
созревающих и хранящихся сырах.

В сыроделии МФ с различной ТС используют
дифференцировано. Термолабильные ферменты
применяют при выработке полутвердых, твердых и
сверхтвердых сыров с высокой температурой второ-
го нагревания (52–58°С) и длительными сроками
созревания и хранения. После второго нагревания
термолабильный МФ инактивируется и не вносит
вклад в процессы вторичного протеолиза, который
в этом случае зависит только от активности протео-
литических ферментов заквасочной микрофлоры.
Термостабильные МФ целесообразно использо-
вать для производства мягких сыров с короткими
сроками созревания и хранения или при выработ-
ке сыров без созревания [25].

Данные, представленные в табл. 3, свидетель-
ствуют, что рХн одних и тех же видов, полученные
при помощи разных систем экспрессии, могут раз-
личаться по ТС. В частности, пороги полной тем-
пературной инактивации для рХн верблюда, синте-
зированного в системах высших плесневых грибов
(A. niger) [4] и дрожжей (P. pastoris) [15], различают-
ся на 10°С. По данным работы [12] верблюжий
рХн, полученный в системе A. niger, сохранял ≈35%
от исходной МА даже после инкубации при 70°С.

В работе [12] показано, что генно-инженерный
Хн буйвола, продуцированный P. pastoris, при 60°С
полностью инактивируется, а согласно исследова-
ниям [22] рХн буйвола, полученный в той же си-
стеме экспрессии, при 60°С сохранял 37% МА.
Наблюдаемые вариации могут объясняться раз-
личными условиями определения ТС, включаю-
щими значения МА исследуемых ферментов, ве-
личины рН, концентрации ионов Са2+, белковые
добавки и продолжительность прогревания. По-
видимому, при постановке функционального те-
ста оптимальная длительность прогревания рас-
твора исследуемого рХн должна быть равна 30 мин,
поскольку имитирует среднюю продолжитель-
ность стадии второго нагревания и последующей
обработки сырного зерна.

Наиболее достоверный результат определения
ТС и порога термоинактивации дает метод диф-
ференциальной сканирующей калориметрии,
позволяющий с высокой точностью регистриро-
вать процесс тепловой денатурации (плавления)
белков и определять температуру перехода (Tm)
между нативной и полностью денатурированной
структурой фермента. Такие данные приведены в
работе [13] для 2 коммерческих коагулянтов мо-
лока – рХн коровы и одногорбого верблюда, син-
тезированных в A. niger. В этой работе также изуче-
но влияние степени гликозилирования рекомби-
нантных Хн на ТС. Из промышленных препаратов
рХн одногорбого верблюда были выделены вари-
анты фермента с различным количеством углевод-
ных остатков и определены их температуры плав-
ления. Агликозилированный верблюжий рХн ха-
рактеризовался самыми низкими Tm в диапазоне
59.05–59.35°С. Моногликозилированный (N100)
белок проявлял повышенную устойчивость при
нагревании – его Tm увеличивалась до 61.25°С.
Дигликозилированная по остаткам N100 и N291
форма рХн верблюда характеризовалась проме-
жуточными точками плавления в диапазоне
59.85−60.45°С [13].

В общем массиве данных отдельно стоит рабо-
та [14], в которой ТС рХн коровы оценивали не по
остаточной МА, а по реологическому параметру −
модулю упругости (G') молочного сгустка.

Можно предположить, что высокая термоста-
бильность рХн коровы и альпака, наблюдаемая в
работе [25], связана с особенностями их синтеза в
системе E. coli. Известно, что у про- и эукариотов
фолдинг и посттрансляционный процессинг син-
тезируемых de novo рекомбинантных белков про-
текает по-разному [53–55]. Этим могут быть обу-
словлены наблюдаемые различия в ТС между
коммерческим рХн коровы, полученным в эука-
риотической системе (A. niger), и рХн коровы и
альпака, продуцируемыми прокариотической си-
стемой (E. coli). С одной стороны, высокая ТС су-
щественно ограничивает сферу промышленного
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применения рХн альпака и предполагает его ис-
пользование только при производстве сыров с ко-
роткими сроками созревания и хранения. С дру-
гой стороны, не исключено, что очень низкая об-
щая ПА рХн альпака способна, хотя бы частично,
нивелировать негативный эффект его высокого
порога термоинактивации. Для ответа на вопрос,
какова сфера применения рХн альпака, превос-
ходящего по уровню общей ПА эталонный ком-
мерческий рХн коровы почти в 3 раза, но имею-
щего более широкий диапазон термостабильно-
сти, – необходимо апробировать фермент при
выработке сыра [25].

Исключительно термолабильный рХн В ко-
ровы был получен в экспрессионной системе
P. (Komagataella) pastoris (штамм GS115) [9]. По
данным, приведенным в этой работе, получен-
ный рХн имел очень низкий порог термоинакти-
вации, равный примерно 37°С.

Таким образом, ТС известных рекомбинант-
ных химозинов может варьировать в зависимости
от метода и условий определения этого техноло-
гического параметра, вида источника гена и си-
стемы экспрессии, в которой получен МФ. Все,
полученные в настоящее время генно-инженер-
ные химозины, охарактеризованы по ТС.

Таблица 3. Термостабильность рекомбинантных химозинов различного генеза (по данным [25], с дополнениями)

1 [4], время прогревания – 12.5 ч, в присутствии бычьего сывороточного альбумина; 2 [15], время прогревания – 10 мин; 3 [16],
время прогревания не указано; 4 [12], время прогревания – 60 мин; 5 [25], время прогревания – 30 мин; 6 [24] время прогре-
вания – 60 мин; 7 [13], калориметрия, температура фазового перехода нативный – денатурированный фермент (Tm); 8 [19],
время прогревания – 60 мин; 9 [14], время прогревания – 30 мин, измеряемый параметр – модуль упругости (G'); 10 [22], вре-
мя прогревания – 60 мин; 11 [9], время прогревания – не указано; *результаты исследования представлены в виде графиков,
цифровых данных нет.

Вид химозина, продуцент Диапазон ТС, °С Комментарии

рХн коровы, A. niger1 5–52.5 Полная инактивация при >55°С

рХн одногорбого верблюда, A. niger1 5–55.0 Полная инактивация при 60°С

рХн одногорбого верблюда, P. pastoris2 45–50 Полная инактивация при 70°С

рХн овцы, E. coli 3 ≈25–50* При 40°С ≈ 100%, при 50°С ≈ 30% МА

рХн козы, P. pastoris 4 ≈35–45* При 50°С ≈ 45% МА, при 70°С ≈ 10% МА

рХн буйвола, P. pastoris4 ≈30–37* При 50°С ≈ 20% МА, при 60°С ≈ 0% МА

рХн одногорбого верблюда, A. niger4 ≈25–40* При 50°С ≈ 45% МА, при 70°С ≈ 35% МА

рХн коровы A. niger4 ≈35–40* При 50°С ≈ 20% МА, при 65°С ≈ 0% МА

рХн коровы, E. coli5 35–50 При 60°С – 23% от исходной МА

рХн альпака, E. coli 5) 35–55 При 55°С – 164% МА, при 60°С – 144% МА

Коммерческий рХн коровы (ChyMax, 
“Chr. Hansen”), A. niger 5

35–40 При 45°С ≈ 56% МА, при 55°С – <1% МА

рХн яка, P. pastoris6 30–40 Полная инактивация при 70°С

Коммерческий рХн коровы
(ChyMax, “Chr.Hansen”), A. niger 7)

57.65 Указан порог (°С) тепловой денатурации.

Коммерческий рХн одногорбого вер-
блюда (ChyMax M, “Chr.Hansen”),
A. niger7

60.65 Указан порог (°С) тепловой денатурации.

рХн козы, P. pastoris 8) ≈30–40* Полная инактивация при 70оС

рХн коровы, P. pastoris9 30–40 Параметр – модуль упругости (G'). При 30°С – 
68.7 Па, при 40°С – 77.1 Па, при 50°С – 50.7 Па

рХн буйвола, P. pastoris10 30–42 При 35–38°С – 100% МА, при 60°С – 37% МА

рХн коровы, P. pastoris11 25–37°С При 37°С – 100% МА, при 42°С – 25% МА
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Зависимость молокосвертывающей активности от
концентрации ионов кальция. Ионы кальция ускоря-
ют сычужное свертывание молока. Свежевыдоен-
ное коровье молоко содержит ≈30 мМ кальция, при
этом его бóльшая часть (~68%) связана с казеино-
выми мицеллами в виде коллоидного или аморфно-
го моногидрофосфата (СаНPO4), а в ионизирован-
ной форме находится примерно 1 мМ [56].

При промышленном производстве большин-
ства видов сыров молоко проходит стадию пасте-
ризации (например, при 71–76°С с выдержкой
20–25 с). С повышением температуры раствори-
мость кальциевых солей фосфорной кислоты
падает, поэтому при пастеризации молока часть
присутствующих в нем ионов кальция необрати-
мо осаждается в виде нерастворимого фосфата
кальция. Это приводит к снижению концентра-
ции Ca2+ и увеличению продолжительности свер-
тывания молока под действием МФ. Для компен-
сации этого феномена после пастеризации в мо-
локо вносится 0.1–0.5 г/л (≈1–5 мМ) CaCl2.
Внесение хлорида кальция улучшает коагуляци-
онную способность пастеризованного молока по
двум причинам. Во-первых, Ca2+ частично экра-
нирует отрицательный заряд поверхности казеи-
новых мицелл и пептидная связь F105-M106 в мо-
лекуле κ-КЗ, расположенная в “волосковом” слое,
становится более доступной для гидролиза МФ.
Во-вторых, Са2+ участвует в образовании ионных
“мостиков” между дестабилизированными ми-
целлами, что ускоряет их агрегацию и формиро-
вание молочного сгустка [57]. Внесение дополни-
тельного количества хлорида кальция в молоко
также применяется в практике сыроделия с це-

лью улучшения коагуляционных и технологиче-
ских свойств сычужно-вялого сырья [58].

Однако увеличение концентрации хлорида
кальция на 1–5 мМ вызывает не только повыше-
ние МА, но и общей ПА фермента, особенно на
стадии коагуляции. По данным [15] фермента-
тивная активность рХн одногорбого верблюда
возрастает в диапазоне 0–20 мМ CaCl2 примерно
в 5 раз, а максимальная свертывающая активность
наблюдается при его концентрации 20–40 мМ. В
связи с этим при использовании МФ, высокочув-
ствительного к концентрации Ca2+, всегда следует
учитывать опасность увеличения общей ПА и ее не-
гативные последствия. Поэтому при производстве
сыров из пастеризованного молока стремятся ис-
пользовать минимально необходимые дозы CaCl2.
Чувствительность МФ к содержанию Ca2+, эквива-
лентная или меньшая, чем чувствительность эта-
лонного фермента (Хн коровы), является положи-
тельным фактором, так как позволяет варьировать
количество вносимого хлорида кальция, не беспо-
коясь о значительных изменениях МА и ПА.

Коагуляционная активность рХн альпака по
сравнению с коммерческим рХн коровы менее
чувствительна к повышению концентрации Ca2+

в молочном субстрате (рис. 1а). При увеличении
концентрации CaCl2 от 1 до 5 мМ свертывающая
активность рХн альпака возрастала на 19–52%. В
этом же диапазоне концентраций хлорида каль-
ция увеличение МА коммерческого рХн коровы
составляло 27–66%. В присутствии 3 мМ CaCl2
(концентрация, наиболее часто используемая в
сыроделии) коагуляционная активность рХн аль-

Рис. 1. Зависимость молокосвертывающей активности (%) коммерческого рХн коровы (продуцент – A. niger, 1), рХн
коровы (продуцент – E. coli, 2) и рХн альпака (продуцент – E. coli, 3) от концентрации хлорида кальция (мМ, а) и рН
молочного субстрата (б) [25].
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пака увеличивалась на 42%, а активность коммер-
ческого рХн коровы – на 54% [25].

По данным [16] рХн овцы проявлял умеренную
чувствительность к концентрации Ca2+, близкую к
чувствительности рХн коровы.

При концентрации CaCl2 в молоке коровы в
диапазоне 0–2 мМ и рН 6.6 коагуляционная ак-
тивность рХн верблюда была на 10% выше, чем
активность рХн коровы [4].

Таким образом, из 7-ми рекомбинантных Хн,
полученных в настоящее время, зависимость МА
от концентрации хлорида кальция установлена
для 4-х (коровы, одногорбого верблюда, овцы и
альпака). Зависимость МА рХн одногорбого вер-
блюда, овцы и альпака от концентрации CaCl2 со-
поставима с рХн коровы и удовлетворяет требова-
ниям сыроделия.

Зависимость молокосвертывающей активности
от рН субстрата. Технология производства боль-
шинства сыров предусматривает подготовку мо-
лока перед внесением в него МФ. В исходное
цельное молоко, имеющее рН ≈ 6.7, добавляют
концентрат молочнокислых бактерий и инкуби-
руют полученную смесь в течение 30–40 мин при
32–35°С. Развивающаяся микрофлора закваски
начинает потреблять лактозу с образованием лак-
тата, что приводит к снижению рН молока. Как
правило, для получения сгустка МФ вносится в
молочную смесь при рН 6.5–6.6. В связи с этим
одним из основных требований к МФ является
способность эффективно коагулировать молоко
при слабокислом рН [25].

Даже незначительные колебания рН приводят к
существенному изменению баланса сил, стабили-
зирующих мицеллы казеина, что отражается на тех-
нологических свойствах молока, в частности, на

времени его сычужного свертывания. При уве-
личении концентрации Н+ продолжительность
коагуляции зависит не только от нарастающей
активности молокосвертывающих ферментов,
оптимумы ферментативной активности которых
соответствуют кислому рН (табл. 4), но и от элек-
тростатических и гидрофобных параметров ми-
целл казеина.

Подкисление молока приводит к уменьшению
отрицательного заряда казеинов вследствие при-
ближения рН к значениям рI казеинов. Сниже-
ние суммарного отрицательного заряда уменьша-
ет силы электростатического отталкивания меж-
ду мицеллами и одновременно усиливает казеин-
казеиновые гидрофобные взаимодействия, что
ускоряет образование молочного сгустка [50, 57].

При увеличении рН и его удалении от рI казе-
инов увеличиваются их суммарные отрицатель-
ные заряды. В результате, силы межмицелляр-
ного электростатического отталкивания нарас-
тают, что препятствует сближению казеиновых
мицелл и замедляет образование сгустка при
ферментативной коагуляции молока. Поэтому
при увеличении рН молочной смеси в диапазоне
5.0–7.0 продолжительность сычужного сверты-
вания должна увеличиваться [57].

Зависимость МА коммерческого рХн коровы и
экспериментальных рХн коровы и альпака от рН
молочного субстрата (рис. 1б) изучена в работе [25].
При рН 6.0 коммерческий (полученный из A. niger)
и экспериментальный (полученный из E. coli)
рХн коровы демонстрировали высокую коагуля-
ционную активность, равную 82–86% от макси-
мальной. По мере приближения к нейтральным
значениям рН МА всех ферментов начинала
быстро снижаться. Так, при рН 7.0 коагуляцион-
ная активность коровьих рХн снижалась более

Таблица 4. Оптимумы рН действия рекомбинантных химозинов различной видовой принадлежности (по дан-
ным [25], с дополнениями)

Вид химозина, продуцент рН-оптимум Субстрат Источник

рХн буйвола, P. pastoris ≈4.6 Обезжиренное молоко (26%) [21]
рХн козы, P. pastoris 5.5 Обезжиренное молоко (26%) [19]
рХн одногорбого верблюда, P. pastoris 5.0 Обезжиренное молоко (26%) [15]
рХн коровы, P. pastoris 5.0 Цельное молоко коровы [14]
рХн альпака, E. coli ≤5.5 Обезжиренное молоко (10%) [25]
рХн овцы, E. coli ≤6.0 Обезжиренное молоко (11%) [16]
рХн яка, P. pastoris 6.0 Обезжиренное молоко (26%) [24]
рХн коровы, A. niger 4.9 Синтетический аналог κ-КЗ [4]
рХн одногорбого верблюда, A. niger 5.1 Синтетический аналог κ-КЗ [4]
рХн коровы, P. pastoris 5.5 Обезжиренное молоко (26%) [9]
рХн буйвола, P. pastoris 5.5 Восстановленное обезжиренное 

молоко коровы
[22]
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чем на 96% от исходных значений (при рН 5.5).
Эти результаты согласуются с данными работ [4]
и [12], в которых наблюдалась аналогичная зави-
симость МА рХн коровы от рН субстрата. При по-
вышении рН динамика снижения МА рХн альпа-
ка (синтезированного в системе E. coli) отлича-
лась от поведения коровьих рХн. При рН 6.0 МА
рХн альпака составляла ≈27% и была на 55–59%
меньше МА коровьих рХн. После резкого паде-
ния МА при рН 6.0 снижение активности замед-
лялось и при рН 6.5 разница в скорости свертыва-
ния молока между коагулянтами альпака и коровы
не превышала 19%. При рН 7.0 все три фермента
почти полностью утрачивали МА (рис. 1б).

По динамике изменения МА в зависимости от
рН субстрата рХн альпака очень похож на рХн
верблюда, претендующего в настоящее время на
роль заменителя рХн коровы. По данным [15] ко-
агуляционная активность рХн верблюда, полу-
ченного в P. pastoris, при рН 6.0 и 6.5 составляла
≈18 и ≈16% от максимальных значений, наблю-
давшихся при рН 5.0 соответственно.

Аналогичную зависимость МА от рН демон-
стрировал и рХн овцы, полученный в экспресси-
онной системе E. coli. В диапазоне рН 6.0–6.4
фермент проявлял высокую МА, которая посте-
пенно снижалась при увеличении рН с 6.4 до 6.8.
При рН субстрата, равном 6.8, рХн овцы утрачи-
вал ≈90% исходной максимальной МА [16].

Максимальная МА рХн буйвола при свертыва-
нии восстановленного обезжиренного молока
коровы наблюдалась при рН 5.5, а при подщела-
чивании субстрата до рН 6.5 коагуляционная ак-
тивность снижалась на 34% [22]. По данным [21]
рН-оптимум рХн буйвола составлял ≈4.6, в диа-
пазоне рН 5.5–6.5 фермент сохранял ≈90% МА, а
при рН > 7.0 быстро утрачивал свертывающую ак-
тивность и при рН 7.5 проявлял не более 5% МА.

Обращают на себя внимание зависимости МА
от рН рХн яка и козы, которые были синтезиро-
ваны в системе P. pastoris. В отличие от большин-
ства рХн парнокопытных, рХн яка демонстриро-
вал высокую (более 80%) коагуляционную актив-
ность в диапазоне рН, равном 5.5–7.0, и начинал
терять способность свертывать молоко коровы
при рН > 7.0. Но даже при рН 7.5 рХн яка сохра-
нял около 40% от максимального значения МА,
наблюдавшегося при рН 6.0 [24]. Зависимость
МА от рН субстрата, схожую с рХн яка, проявлял и
рХн козы (также полученный в системе P. pastoris),
который характеризовался МА близкой к ≈100% в
диапазоне рН 3.5–5.5 и плавным ее снижением до
≈50% при рН 8.0–9.0 [12].

Можно предположить, что расход рекомби-
нантных Хн козы и яка при свертывании молоч-
ной смеси с рН около 6.5 будет ниже, чем для
большинства генно-инженерных Хн, быстро те-
ряющих МА при рН ≥ 6.5. В связи с этим наиболее

перспективными по характеру зависимости МА
от рН являются химозины, медленно инактиви-
рующиеся при удалении от рН-оптимума в ще-
лочную область и способные проявлять в диапа-
зоне рН 6.5–7.0 высокую коагуляционную актив-
ность. Пример рХн козы и яка не исключает, что
в дальнейшем такие коагулянты будут найдены.

Таким образом, в настоящее время получены
генно-инженерные химозины 7-ми видов млеко-
питающих, относящихся к отряду Парнокопыт-
ные. Комплекс основных биохимических харак-
теристик, имеющих технологическое значение,
изучен только для рХн коровы и одногорбого вер-
блюда, широко применяемых в промышленном
производстве сыров. Рекомбинантные химозины
5 оставшихся видов охарактеризованы неполно.
Несмотря на наличие у рХн козы, овцы, буйвола,
яка и альпака отдельных параметров, привлека-
тельных для сыроделия, все они уступают рХн ко-
ровы и верблюда по совокупности биохимиче-
ских свойств.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского Фонда Фундаментальных Исследо-
ваний (проект № 19-44-220010 р_а).
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The work is devoted to the review of the main biochemical properties of known types of recombinant chymo-
sins used in cheese making or claiming to be technological coagulants of milk. The parameters of Michaelis-
Menten kinetics, milk-clotting activity, proteolytic activity, specificity, dependence of coagulation ability on
pH and concentration of calcium ions are considered.
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