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Зависимость коагуляционной активности от рН и Са 
являются важными технологическими свойствами 
любого молокосвертывающего фермента (МФ), пре-

тендующего на использование в сыроделии [1].
Подавляющее большинство производимых в мире сы-

ров вырабатывается из молока, прошедшего термическую 
обработку. Нормативные документы РФ регламентируют 
выработку сыров только из пастеризованного молока [2]. 
При пастеризации молока в нем образуются нераствори-

мые соли фосфата кальция. В результате концентрация 
ионов кальция снижается, что влечет за собой увеличе-
ние продолжительности сычужного свертывания моло-
ка и ухудшение реологических характеристик молочно-
го сгустка [3]. Для компенсации эффектов, связанных со 
снижением концентрации ионов кальция, в пастеризо-
ванное молоко вносят CaCl2 до конечной концентрации 
0,1–0,4 г / л (≈1–4 mM) [1, 3, 4].

Стоит учитывать, что с повышением концентрации 
CaCl2 в молоке, помимо увеличения коагуляционной ак-
тивности фермента, также возрастает его общая протеоли-
тическая активность (ПА) [5]. Избыточная ПА коагулянта 
молока может негативно влиять на физико-химические и 
органолептические показатели сыров [6]. Поэтому при по-
иске новых технологических МФ необходимо оценивать 
чувствительность их молокосвертывающей активности 
(МА) к изменению концентрации хлорида кальция.

Также важным фактором, влияющим на скорость обра-
зования сычужного сгустка, является рН. Приближение 
значений активной кислотности молока к изоэлектри-
ческим точкам казеинов (рI 4,44–5,80 [7]) снижает отри-
цательный заряд казеиновых мицелл. В результате осла-
бевают силы электростатического отталкивания между 
мицеллами и одновременно усиливаются казеин-казеи-
новые гидрофобные взаимодействия, что способствует 
ускорению образования молочного сгустка [8, 3, 9]. При 
повышении рН отрицательный заряд мицелл увеличива-
ется, и растущие силы электростатического отталкивания 
препятствуют их сближению, что тормозит образование 
сычужного сгустка [3].
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Другой аспект влияния концентрации ионов водорода 
на скорость образования сычужного сгустка связан с тем, 
что рН молочной смеси в момент внесения фермента и рН 
оптимум химозинов (Хн) не совпадают. Так, по данным 
портала BRENDA, оптимумы рН различных видов Хн, 
преимущественно, находятся в диапазоне 3,7–5,5 [https://
www. brenda-enzymes.org / enzyme.php?ecno=3.4.23.4#pH%20
OPTIMUM]. Активная кислотность молочной смеси, в мо-
мент коагуляции, сдвинута от рН-оптимума фермента в 
щелочную область и составляет 6,3–6,6. Отсюда вытекает 
необходимость исследовать зависимость МА любого но-
вого коагулянта от изменения рН молочного субстрата в 
диапазоне 6–7.

Ранее мы сообщали о получении инженерного вари-
анта рекомбинантного химозина (рХн) северного оленя 
(Rangifer tarandus) с точечной аминокислотной заменой 
Lys→Glu в положении 53 (рХн-Rta-K53E) [10].

Целью данной работы являлось установление зави-
симости МА рХн-Rta-K53E от рН молочного субстрата и 
концентрации в нем CaCl2, а также сравнение полученных 
результатов с показателями натурального МФ из сычугов 
северного оленя [11].

Материалы и методы
На всех этапах исследования в качестве ферментов 

сравнения использовали рХн коровы («CHY-MAX® Powder 
Extra», сухая форма, для работы готовили 0,5 %-ный вод-
ный раствор) и рХн одногорбого верблюда («CHY-MAX® 
M 1000», жидкая форма), производства компании Chr. 
Hansen (Дания). Молокосвертывающую активность фер-
ментов сравнения нормировали по активности препарата 
рХн-Rta-K53E.

Зависимость продолжительности коагуляции от рН 
молока. Для подготовки субстрата в сборное пастеризо-
ванное молоко вносили азида натрия до конечной концен-
трации 0,02 % и готовили аликвоты с рН 6,0; 6,2; 6,4; 6,6; 
7,0. Субстрат с различными значениями рН разливали в 
стеклянные пробирки по 1,25 мл и выдерживали на водя-
ной бане при 35 °С в течение 10 мин. В каждую пробирку с 
субстратом вносили 0,1 мл исследуемого рХн и определя-
ли продолжительность свертывания, регистрируя появ-
ление первых хлопьев коагулянта. Полученный результат 
выражали в процентах. За 100 % принимали продолжи-
тельность свертывания субстрата при рН 6,0. Строили 
график зависимости продолжительности коагуляции от 
рН молока.

Зависимость продолжительности коагуляции от 
концентрации хлорида кальция в молоке. В качестве 
субстрата использовали сборное пастеризованное моло-
ко, в которое вносили NaN3 до конечной концентрации 
0,02 % и доводили рН до 6,5. Субстрат разделяли на али-
квоты, в которые вносили CaCl2 до конечной концентра-
ции 1–5  mM. Субстрат с различными концентрациями 
CaCl2 разливали в стеклянные пробирки по 1,25 мл и вы-
держивали на водяной бане при 35 °С в течение 10 мин. 
В каждую пробирку вносили 0,1 мл исследуемого рХн и 
определяли продолжительность свертывания субстрата, 
как описано выше. Результат определения выражали в 

процентах. За 100 % принимали продолжительность коа-
гуляции субстрата, в который CaCl2 не добавляли. Строи-
ли график зависимости продолжительности коагуляции 
от концентрации CaCl2 в молоке.

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с помощью Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 
США). На графиках не указывали 95 % доверительный ин-
тервал, так как значения были меньше 10 % от значений 
переменных.

Результаты и их обсуждение
Зависимость продолжительности коагуляции от 

концентрации хлорида кальция в молоке. Динамика 
изменения продолжительности свертывания молочного 
субстрата под действием натурального молокосвертываю-
щего фермента северного оленя (МФСО) представлена на 
рис. 1 А. В работе [11] в качестве ферментов сравнения ис-
пользовались препараты натуральных МФ — отраслевого 
контрольного образца сычужного фермента (ОКО СФ) и 
говяжьего пепсина (ГП). Видно, что при увеличении кон-
центрации CaCl2 специфическая активность ГП и МФСО 
изменяется одинаково и повышается примерно на 15  % 
быстрее, чем в случае ОКО СФ. По чувствительности к 
содержанию хлорида кальция в молоке натуральные фер-
менты ранжируются следующим образом: МФСО ≈ ГП > 
ОКО СФ.

При повышении концентрации CaCl2 в молочном суб-
страте рХн-Rta-К53Е, как и МФСО, увеличивал МА. После 
внесения в субстрат 1 mМ хлорида кальция, МА всех рХн 
скачкообразно увеличивалась на 25–30  % (рис. 1 Б). На 
дальнейшее повышение концентрации CaCl2 все фермен-
ты реагировали менее активно. По характеру изменения 
продолжительности коагуляции в зависимости от кон-
центрации хлорида кальция рХн-Rta-К53Е ближе к рХн 
коровы, чем к рХн одногорбого верблюда.

Поскольку графики на рис. 1 Б не пересекаются, мож-
но утверждать, что по чувствительности МА к изменению 
содержания хлорида кальция в субстрате исследованные 
ферменты располагаются в следующей последователь-
ности: рХн-Bos > рХн-Rta-К53Е > рХн-Cam. Таким обра-

Рис. 1. Зависимость продолжительности коагуляции от концентрации 
хлорида кальция для натурального МФ северного оленя (А) [11] и ин-
женерного варианта рХн северного оленя (Б). Условные обозначения: 
А – ОКО СФ – отраслевой контрольный образец сычужного фермента; 
ГП – говяжий пепсин; МФСО – молокосвертывающий фермент северно-
го оленя; Б – рХн-Rta-К53Е – инженерный вариант рХн северного оленя; 
рХн-Bos – рХн коровы; рХн-Cam – рХн одногорбого верблюда
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зом, по критерию зависимости МА от концентрации Са2+, 
рХн-Rta-К53Е полностью соответствует требованиям 
современного сыроделия, предъявляемым к высококаче-
ственным МФ.

Зависимость продолжительности коагуляции от рН 
молочного субстрата. Увеличение рН молочного суб-
страта снижает скорость образования молочного сгустка 
(рис. 2 А). В диапазоне рН 6,1–6,5 МФСО ведет себя так же, 
как ГП при рН 6,6–6,7, МФСО занимает промежуточное 
положение между ГП и ОКО СФ, а при значениях рН выше 
6,7 — становится похож на ОКО СФ.

В свою очередь, зависимость продолжительности коа-
гуляции от концентрации Н+ в молоке для рХн-Rta-К53Е 
практически совпадает c рХн коровы во всем исследо-
ванном диапазоне рН (рис. 2 Б). Рекомбинантный фер-
мент верблюда проявлял наименьшую чувствительность 
к увеличению активной кислотности в диапазоне 6,0–7,0. 
По чувствительности МА к увеличению рН исследуемые 
рХн располагаются в следующем порядке: рХн-Bos ≈ рХн-
Rta-К53Е > рХн-Cam. Следовательно, по критерию зависи-

мости МА от рН, рХн-Rta-К53Е полностью соответствует 
требованиям современного сыроделия.

Таким образом, в результате проведенного исследова-
ния установлено, что по зависимости молокосвертываю-
щей активности от рН и концентрации хлорида кальция 
инженерный рекомбинантный химозин северного оленя 
сопоставим с высококачественными коммерческими ген-
но-инженерными коагулянтами коровьего молока.
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Рис. 2. Зависимость продолжительности коагуляции молочного суб-
страта от рН для МФ северного оленя (А) [11] и инженерного варианта 
рХн северного оленя (Б). Условные обозначения: А – ОКО СФ – отрасле-
вой контрольный образец сычужного фермента; ГП – говяжий пепсин; 
МФСО – молокосвертывающий фермент северного оленя; Б – рХн-Rta-
К53E – инженерный вариант рХн северного оленя; рХн-Bos – рХн коро-
вы; рХн-Cam – рХн одногорбого верблюда




