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МОЛОКОСВЕРТЫВАЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ  
РЕКОМБИНАНТНОГО ВЕРБЛЮЖЬЕГО ХИМОЗИНА

Одним из самых ранних биотехнологических применений ферментов является производство 
сыра. Высокая специфическая молокосвертывающая активность химозина обеспечивает его 
преимущество перед другими протеазами в сыроделии. Действие химозина основано на 
гидролизе связи между аминокислотными остатками Phe105 и Met106 в молекуле κ-казеина, 
что вызывает дестабилизацию казеиновых мицелл, свертывание молока и разделение его 
на сгусток и сыворотку. С помощью дрожжевого штамма-продуцента Pichia pastoris GS115/
pGAPZαA/ProchymCB получен рекомбинантный химозин двугорбого верблюда Camelus bactria-
nus. Рекомбинантный химозин был очищен с помощью ионнообменной хроматографии. Изучена 
молокосвертывающая активность рекомбинантного верблюжьего химозина в отношении 
кобыльего молока в зависимости от рН и температуры. Установлено, что оптимальным значением, 
при котором наблюдается максимальная активность рекомбинантного верблюжьего химозина в 
отношении кобыльего молока pH составляет 4.0, а оптимальной температурой 70°С. Активность 
рекомбинантного верблюжьего химозина на кобыльем, коровьем и козьем молоке составила 
123, 9605 и 4650 ед/мг, соответственно. Показано, что рекомбинантный верблюжий химозин 
обладает высокой коагуляционной активностью, достаточной для получения творога и сыра. 
Выход сырного сгустка с 6 л козьего молока составил 936 грамм. Рекомбинантный верблюжий 
химозин имеет перспективу применения в технологиях переработки коровьего и козьего молока 
и получения сыра.

Ключевые слова: химозин, молоко, рекомбинантный фермент, молокосвертывающая 
активность, коагуляция.
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Milk clotting activity of recombinant camel chymosin

One of the earliest biotechnological applications of enzymes is cheese production. The high specific 
milk-clotting activity of chymosin gives it an advantage over other proteases in the cheese industry. 
The action of chymosin is based on hydrolysis of the bond between the amino acid residues Phe105 and 
Met106 in the κ-casein molecule, which causes destabilisation of casein micelles, coagulation of milk and 
its separation into a clot and a whey. A recombinant chymosin of the camel Camelus Bactrianus was 
obtained using the yeast producer strain Pichia pastoris GS115/pGAPZαA/ProchymCB. The recombi-
nant chymosin was purified by ion exchange chromatography. The milk-clotting activity of recombinant 
camelian chymosin against mare’s milk was studied as a function of pH and temperature. It was found 
that the optimum value at which the maximum activity of recombinant camel’s chymosin with respect 
to mare’s milk is observed is pH 4.0 and the optimum temperature is 70°C. The activity of recombinant 
camel chymosin on mare, cow and goat milk was 123, 9605 and 4650 units/mg, respectively. Recom-
binant camel chymosin was shown to have high coagulation activity, sufficient to produce curd and 
cheese. The yield of cheese clot from 6 l of goat milk was 936 grams. Recombinant camel chymosin has 
prospects for use in cow’s and goat’s milk processing and cheese production technologies.
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Рекомбинантты түйе химозинінің сүт ұю белсенділігі

Ферменттерді биотехнологиялық қолданудың ең алғашқы түрлерінің бірі ірімшік өндіру 
болып табылады. Химозиннің жоғары спецификалық сүт ұю белсенділігі оның ірімшік 
жасаудағы басқа протеазалардан артықшылығын қамтамасыз етеді. Химозиннің әрекеті 
κ-казеин молекуласындағы Phe105 және Met106 аминқышқылдарының қалдықтары арасындағы 
байланыстың гидролизіне негізделген, бұл казеин мицеллаларының тұрақсыздануын, сүттің 
коагуляциясын және оның ұйығыш пен сарысуға бөлінуін тудырады. Рекомбинантты бактриан 
түйе химозині Camelus bactrianus ашытқы штаммының Pichia pastoris GS115/pGAPZαA/ProchymCB 
көмегімен алынды. Рекомбинантты химозин ион алмасу хроматографиясы арқылы тазартылды. 
Бие сүтіне қатысты рекомбинантты түйе химозинінің сүт ұю белсенділігі рН және температураға 
байланысты зерттелді. Бие сүтіне қатысты рекомбинантты түйе химозинінің максималды 
белсенділігінің оңтайлы мәні рН 4,0, ал оңтайлы температура 70°С болатыны анықталды. 
Бие, сиыр және ешкі сүтіндегі рекомбинантты түйе химозинінің белсенділігі сәйкесінше 123, 
9605 және 4650 бірлік/мг құрады. Рекомбинантты түйе химозинінің сүзбе мен ірімшік өндіруге 
жеткілікті жоғары коагуляциялық белсенділігі бар екені дәлелденді. 6 литр ешкі сүті қосылған 
ірімшік ұйығышының шығымы 936 грамм болды. Рекомбинантты түйе химозинін сиыр мен ешкі 
сүтін өңдеу және ірімшік өндіру технологияларында қолдану мүмкіндігі бар.

Түйін сөздер: химозин, сүт, рекомбинантты фермент, сүт ұю белсенділігі, коагуляция.

Введение

Одним из самых ранних биотехнологиче-
ских применений ферментов является произ-
водство сыра [1]. Активные ингредиенты этого 
процесса были идентифицированы как протео-
литические ферменты пепсин и химозин, извест-
ные как «сычужный фермент» [2]. Химозин (EC 
3.4.23.4) – аспаргиновая пептидаза, принадлежа-
щая к семейству пепсиноподобных ферментов 
[3]. Действие химозина основано на гидролизе 
связи между аминокислотными остатками Phe105 

и Met106 в молекуле капа-казеина, что вызывает 
дестабилизацию казеиновых мицелл, свертыва-
ние молока и разделение его на сгусток и сыво-
ротку [4]. Высокая специфическая молокосвер-
тывающая активность химозина обеспечивает 
его преимущество над другими протеазами в 
сыроделии. 

До недавнего времени технология получения 
химозина была основана на выделении фермен-
та из желудка новорожденных телят, ягнят и коз-
лят, но в настоящее время химозин, можно полу-
чать с использованием рекомбинантной техно-
логии. Следует отметить, что рекомбинантный 
телячий химозин является первым ферментом, 
одобренным FDA к использованию в пищевой 
промышленности [5]. К сегодняшнему дню бо-
лее 90% используемого сычужного фермента в 
мире является химозином, полученном путем 

ферментации [6]. На рынке коммерческих фер-
ментов для сыроварения доминирует телячий 
химозин, но исследования по практическому ис-
пользованию проводятся и в отношении химо-
зинов, полученных от других животных, напри-
мер, яка (Bos grunniens) [7] и алтайского марала 
(Cervus elaphus) [8].

Перспективным сычужным ферментом вы-
ступает верблюжий химозин, который может 
быть использован для производства сыра из ко-
ровьего [9-12] и верблюжьего молока [13, 14]. 
Известно, что верблюжий химозин обладает на 
70 % большей молокосвертывающей активно-
стью и является более термостабильным, чем 
телячий химозин [15, 11], что делает его при-
влекательным для коммерческого производства 
сыра. В частности, изучение химозина из одно-
горбого верблюда Camelus dromedarius позволи-
ло его рекомендовать в качестве молокосверты-
вающего фермента [15, 11, 16]. Рекомбинантный 
химозин Camelus dromedarius был успешно экс-
прессирован в мицелиальных грибах Aspergil-
lus niger [15] и в дрожжах Pichia pastoris [17]. 
Уже доступна его рекомбинантная версия в виде 
коммерческого продукта под названием Chy-
MAX M (Ch. Hansen). Изучены биохимические 
свойства химозина среднеазиатского двугорбого 
верблюда Camelus bactrianus [18], которые по 
ряду параметров оказались близки химозину из 
Camelus dromedarius несмотря на то, что имеют-
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ся различия в двух аминокислотных заменах в 
положениях Val229Leu и Ser294Asn. 

Наиболее известным и практически един-
ственным молочным продуктом из кобыльего 
молока является кумыс. Это кисломолочный ал-
когольный напиток, который создается пример-
но с 2000 года до нашей эры. Он наиболее из-
вестен и широко потребляется в регионах Цен-
тральной Азии. Его получают из свежего сырого 
молока, заквашенного заквасками (в основном 
молочнокислыми бактериями и дрожжами) в 
дозе 20-30% и хранящегося в подходящей емко-
сти или в ферментационном мешке, обычно при 
температуре 20-30°C [19]. Производство сыра из 
кобыльего молока считается нецелесообразным 
из-за проблем со свертываемостью [20]. Однако, 
сравнительно недавно было показано, что сыр 
может быть изготовлен из молока ослиц (отно-
сящихся как и кобылицы к роду Equus) при со-
блюдении специальных технологических под-
ходов, таких как использование определенных 
видов сычужного фермента, особые условия 
коагуляции, обогащение другими видами моло-
ка и добавление трансглутаминазы для лучшего 
сшивания молочных белков [21].

Представляется интересным апробировать 
молокосвертывающую активность рекомби-
нантного верблюжьего химозина Camelus bac-
trianus в отношении коровьего, козьего и кобы-
льего молока, что и определило цель настоящей 
работы.

Материалы и методы

Векторы, штаммы, клонирующие фермен-
ты и химикаты

Химические реактивы, использованные в 
данном исследовании, были молекулярно-био-
логического или чистого аналитического клас-
са и приобретены у Sigma-Aldrich (Сент-Луис, 
США) и AppliChem (Дармштадт, Германия). 
Ферменты хранили при -20°C, а химические ре-
активы – в соответствии с рекомендациями про-
изводителя.

Определение концентрации белка
Концентрацию белка определяли по методу 

Бредфорда [22] с использованием реактива Bio-
Rad (Bio-Rad Protein Assay Day, Мюнхен, Герма-
ния) и бычьего сывороточного альбумина в ка-
честве стандарта. Измерения проводились в трех 
независимых повторностях, при этом в качестве 
указанного результата приводилось среднее зна-
чение из трех повторностей.

Анализ свертываемости молока
Анализ свертываемости молока проводил-

ся в соответствии с [23]. В качестве контроль-
ного субстрата использовали сухое коровье 
обезжиренное молоко и сухое, лиофильно вы-
сушенное, обезжиренное козье молоко, 12% 
(в/о) суспендировали в 0,025 М натрий-ацетат-
ном буфере, pH 6,0. Ферментативные реакции 
проводились как минимум в трех повторно-
стях, при 37°C в пробирках с 20 мкл раствора 
фермента и 1 мл субстрата. Молочные сгуст-
ки визуализировали, переворачивая пробирки 
вверх дном. Одна единица молокосвертываю-
щей активности определялась как количество 
фермента, необходимое для свертывания 1 мл 
субстрата за 40 минут при 37°C. Единицы ак-
тивности химозина (Ед) рассчитывали по сле-
дующему уравнению (1):

                 (1)

где: 
Vmilk – объем молока (мл), 
Vchymosin – объем добавленного химозина (мл), 
Tmc – время свертывания молока (сек). 
Для анализа свертываемости молока исполь-

зовали сублимированное кобылье молоко (ТОО 
«СаумалБиоТех», Казахстан). Сухое молоко вос-
станавливали на 20% в деионизированной воде, 
предварительно нагретой до 40°C, обезжирива-
ли центрифугированием при 3000 × g в течение 
15 мин (Eppendorf Centrifuge 5415R, Hamburg, 
Germany). Окончательный состав раствора суб-
страта был приведен к следующему: 10% кобы-
льего молока, 0,2М буферный раствор с соответ-
ствующим pH, 30 мМ CaCl2. Очищенный реком-
бинантный верблюжий химозин разбавляли до 
50 нг/мкл для коровьего молока и до 2 мкг/мкл 
для кобыльего молока 10 мМ натрий-ацетатным 
буфером (pH 5,5) и 10 мкл фермента инкубиро-
вали с 1 мл молочного субстрата при 37°C. Для 
коровьего и козьего молока время свертывания 
в каждой пробирке измеряли по времени появ-
ления первых хлопьев, наблюдаемых при пере-
ворачивании пробирки. Для кобыльего молока 
реакцию в каждой временной точке (интервал 
15 секунд) останавливали добавлением пепста-
тина А в конечной концентрации в пробирке 50 
мкг. Остановленную реакцию затем центрифу-
гировали при 3500 × g в течение 3 мин для раз-
деления осажденного казеина. Время появления 
просветления надосадочной жидкости регистри-
ровали как время свертывания.
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Выделение и очистка рекомбинантного вер-
блюжьего химозина

Рекомбинантный верблюжий химозин очи-
щали из культуры дрожжей с помощью ионооб-
менной хроматографии. Рекомбинантную куль-
туру дрожжей выращивали в 200 мл среды на 
среде, содержащей 1% дрожжевой экстракт, 2% 
пептон, 3% глюкозы, 100 мМ цитрат-фосфатный 
буфер рН 4,0, 10 мМ аскорбиновой кислоты, 5% 
сорбитола, 10 г/л свекловичной мелассы в колбах 
в течение 120 часов при 28°С и 250 об/мин. Клет-
ки собирали центрифугированием при 3500×g, 
+4°C в течение 15 мин. Надосадочную жидкость 
фильтровали через 0,22 мкм и повышали рН до 
4,5 с помощью 25 мМ ацетата натрия и инкуби-
ровали при комнатной температуре в течение 24 
часов. Объем раствора с помощью 25 мМ ацета-
та натрия доводили до 600 мл, а рН понижали до 
3,0 с помощью HCl. Смесь загружали в колон-
ку с DEAE-сефарозой, уравновешенной 25 мМ 
NaCl в 50 мМ цитрат-натриевом буфере (рН 3,0). 
Образец, прошедший сквозь колонку собирали и 
загружали в колонку с SP-сефарозой, уравнове-
шенной 25 мМ NaCl в 50 мМ натрий-цитратном 
буфере (pH 3,0). Колонку промывали 5 мл 25 мМ 
NaCl в 50 мМ натрий-цитратном буфере (рН 3,0) 
и 15 мл 50 мМ NaCl в 25 мМ натрий-ацетатном 
буфере (рН 5,5). Далее, колонку промывали 750 
мМ NaCl в 25 мМ натрий-ацетатном буфере (рН 
5,5) и элюировали белок фракционированием. 
Фракции проверяли на молокосвертывающую 
активность, положительные фракции объеди-
няли и доводили концентрацию NaCl до 25 мМ 
с помощью 25 мМ натрий-ацетатным буфером 
(рН 5,5) и загружали в колонку с Q-сефарозой, 
уравновешенной 25 мМ NaCl в 25 мМ натрий-
ацетатном буфере (рН 5,5). Колонку промывали 
25 мМ NaCl в 25 мМ буфере ацетата натрия (рН 
5,5) и элюировали химозин градиентом 50-2000 
мМ NaCl в 25 мМ натрий-ацетатном буфере (рН 
5,5). Фракции анализировали с помощью SDS-
PAGE. Электрофорез в полиакриламидном геле 
проводили по Лэммли [24] в ячейке miniProtean-
IV (Bio-Rad Laboratories Inc).

Измерение оптимального pH субстрата для 
активности свертывания молока

Для этого сухое обезжиренное молоко рас-
творяли в 200 мМ натрий-цитратном буфере (pH 
3,0-3,5), 200 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 
4,0-5,5), 200 мМ имидазоловом буфере (pH 6,0-
6,5) или 200 мМ Трис-HCl буфере (pH 7,0-8,0). 

Молочные растворы помещали в качестве суб-
страта в пробирки объемом 2 мл. Максимальная 
активность фермента определялась как 100% ак-
тивность, и остальные образцы оценивались на 
основании этого.

Определение оптимальной температуры 
для активности свертывания молока

Активность свертывания молока измеряли 
в диапазоне температур 0-70°C (с интервалом 
5°C) в 200 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 
5,0) для кобыльего молока. Растворы субстрата 
и фермента предварительно нагревали до темпе-
ратуры реакции в течение 5 минут, после чего 
растворы смешивали. Максимальная активность 
фермента определялась как 100% активность, и 
остальные образцы оценивались на основании 
этого.

Коагуляция козьего молока
Молоко в объеме 6 литров прогревали до 

температуры 37 °С в сыроварне и добавляли 
культуру мезофильных лактобактерий, вносили 
сухой препарат рекомбинантного верблюжьего 
химозина в количестве 200 мг и инкубировали 
в течение 30 минут. Как только образовывался 
сгусток его разрезали сырным ножом на кубики 
размером 2×2 см и проводили отделение сыво-
ротки от сгустка, путем вымешивания в течение 
15 минут. Сырную массу наносили в форму и 
проводили самопрессование сыра в течение 18 
часов при температуре 32°С. Сформировавшую-
ся сырную головку выдерживали в рассоле (1,5% 
NaCl) в течение 120 часов при температуре 4°С. 
Просоленный сыр заворачивали в пергамент и 
выдерживали при температуре 8°С в течение 28 
суток. 

Программное обеспечение и статистиче-
ский анализ 

Все анализы проводились в трех независи-
мых повторностях. В количественном исследо-
вании средние значения и стандартные откло-
нения были получены с помощью программ-
ного обеспечения GraphPad Prism Version 8.0.1 
в данной работе. Среднее значение активности 
фермента было показано, другие значения были 
представлены как среднее ± стандартное откло-
нение (SD; n = 3). Расчет молекулярной массы 
белка, изоэлектрической точки, чтение нуклео-
тидной последовательности и дизайн праймеров 
и другие манипуляции проводили с использо-
ванием программного обеспечения Vector NTI 
Advance 11 и SnapGene Viewer 5.2.4.
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Результаты и обсуждение

Структура химозина
Химозин относится к аспаргиновым протеа-

зам специфического действия [25]. Верблюжий 
химозин из Camelus bactrianus имеет протяжен-
ность 381 аминокислотных остатка, из кото-
рых первые 16 а.о. (MRCLVVLLAALALSQA) 
являются секреторным пептидом (Pre-peptide) 
обеспечивающим секрецию фермента в желу-
док. Последующие 42 а.о. (SGITRIPLHKGK-
TLRKALKERGLLEDFLQRQQYAVSSKYSSL) 
являются пропептидом (Pro-peptide), функцио-
нальным действием которого является блоки-
рование протеолитического действия фермента. 
Следующие 323 а.о. начиная с Gly59 кодируют 
собственно сам фермент химозин в изоформе 
Б, которая более активна чем изоформа А [23] 
Первоначально, химозин секретируется в инак-
тивированной форме – прохимозина и затем пу-
тем автокаталитического протеолиза при низком 
значении рН (4.0) активируется в белок химозин 
с молекулярной массой 35,5 кДа. Сравнение 
последовательностей химозинов коровы (Bos 
taurus), козы (Capra hircus), овца (Ovis aries) и 
двугорбого верблюда (Camelus bactrianus) по-
казывает достаточно высокую консервативность 
химозина (Рисунок 1).

Идентичность относительно хорошо изучен-
ного телячьего химозина с верблюжьим химози-
ном составляет почти 84%. Путем клонирования 
прохимозина в составе челночного дрожжевого 
вектора собрана генно-инженерная конструкция 
pGAPZα/ProchymCB (Рисунок 2), получение ко-
торой подробно описано в [18]. 

Общая протяженность вектора составляет 
4202 п.о. В составе данного вектора ген прохи-
мозина (1098 п.о.) встроен под контроль кон-
ститутивного глицеролальдегид-3-фосфат деги-
драгеназы (glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase, GAP) промотора. С N-конца ген прохи-
мозина несет нуклеотидную последовательность 
α-пептида из Saccharomyces cerevisiae для секре-
ции прохимозина в культуральную среду дрож-
жей. Трансформацией данным вектором компе-
тентных клеток дрожжей Pichia pastoris штамма 
GS115 получен дрожжевой штамм-продуцент 

рекомбинантного прохимозина Pichia pastoris 
GS115/pGAPZαA/ProchymCB.

Получение химозина
Дрожжевой штамм Pichia pastoris GS115/

pGAPZαA/ProchymCB показал хорошую проду-
цирующую способность на среде с добавлением 
аскорбиновой кислоты и свекловичной мелас-
сы. Выход активных единиц составил 1411 Ед/
мл, что на 40% превышает при использовании 
известной среды YPD, обычно используемой 
для культивирования дрожжей. Предлагаемая 
компанией Invitrogen базальная солевая среда 
используется для получения культур высокой 
плотности, однако она не всегда является под-
ходящим дополнением из-за чрезмерной ионной 
силы, выпадения в осадок добавок среды и не-
сбалансированной концентрации питательных 
веществ [26]. Данная среда малопригодна для 
крупномасштабного использования недорогих 
биопрепаратов, так как требует добавления до-
рогостоящего витамина H и смеси микроэле-
ментов, ряд которых могут ингибировать произ-
водство рекомбинантных белков [27]. Глюкоза в 
среде необходима не только как источник угле-
рода, но и для активации промотора GAP [28]. 
Дрожжевой экстракт и пептон являются источ-
ником амидного азота, который необходим для 
полноценного и устойчивого роста штамма [29]. 
Оптимальным pH среды для производства химо-
зина является pH 4,0 и его поддерживали с по-
мощью цитрат-фосфатного буфера.

Комбинация анионообменной и катио-
нообменной хроматографии позволила очи-
стить химозин из среды и сконцентрировать 
рекомбинантный белок. Путем расчета было 
установлено, что зрелый химозин имеет изо-
электрическую точку равной 4,87 и не связы-
вается с DEAE-сефарозой и связывается с SP-
сефарозой при pH 3,0 и с Q-сефарозой при pH 
5,5 (Рисунок 3). 

Как показано на рисунке 3, рекомбинантный 
химозин, очищенный на колонке SP-Sepharose 
содержит большое количество примесных бел-
ков массой ниже 30 кДа. Дальнейшая очистка 
на Q-сефарозе позволила сконцентрировать хи-
мозин и избавиться от других белков получая до 
95%-ой степени чистоты фермент.
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Рисунок 1 – Последовательности химозинов Bos taurus (NP_851337.1),  
Capra hircus (NP_001272688.1), Ovis aries (NP_001009804.1), Camelus bactrianus (XP_010946582.1)



45

Молокосвертывающая активность рекомбинантного верблюжьего химозина

Рисунок 2 – Плазмидная карта вектора  
pGAPZαA/ProchymCB

М – белковый маркер; 1- Сконцентрированная 
культуральная жидкость; 2 – Фракция не связавшаяся 
с DEAE-сефарозой; 3 – элюированная фракция с SP-
сефарозы; 4-6 фракции элюированные с Q-сефарозы.

Рисунок 3 – Результат очистки рекомбинантного 
верблюжьего химозина 

Молокосвертывающая активность химози-
на для кобыльего молока

В кобыльем молоке активность химози-
на наблюдалась только в диапазоне pH 3,0-5,5. 
Оптимальный pH для активности рекомбинант-
ного химозина C. bactrianus для кобыльего мо-
лока составил 4.0 (Рисунок 4). С повышением 
и уменьшением pH относительная активность 

свертывания снижалась. Более низкие значения 
pH для молока из-за его кислотной коагуляции 
[20] не могли быть достигнуты, а при более вы-
соких значениях pH коагуляция не наблюдалась. 
В случае же с козьим молоком наивысшая ак-
тивность достигается при рН 4.5. Эти данные 
показали, что верблюжий химозин, как и другие 
химозины, обладает наибольшей активностью в 
кислых условиях.

Рисунок 4 – Зависимость молокосвертывающей 
активности рекомбинантного химозина верблюда  

от pH кобыльего молока

Известно, что на молокосвертывающую ак-
тивность химозина сильно влияет температура 
[15, 17, 30]. В нашем исследовании было уста-
новлено, что оптимальная температура для от-
носительной активности свертывания кобылье-
го молока является 70°C (Рисунок 5). В данном 
случае скорость реакции при 70°C на кобыльем 
молоке увеличилась в три раза по сравнению с 
физиологической температурой 37°C. Для срав-
нения оптимальной температурой для сверты-
вания козьего молока верблюжьим химозином 
составляет 60°С. При 70°C активность химози-
на на коровьем молоке снижается до 20%, в то 
время как на кобыльем молоке она достигает 
максимума. Различные значения оптимальной 
температуры для двух субстратов (козье и ко-
былье молоко) мы связываем с различными ме-
ханизмами действия верблюжьего химозина. В 
козьем молоке основным субстратом для химо-
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зина является каппа-казеин, который обеспечи-
вает стабильность казеиновых мицелл [31], а для 
кобыльего молока, которое является альбуми-
новым, каппа-казеин не играет такой ключевой 
роли [32] и в этом случае все компоненты мо-
лока подвергаются протеолизу. Кобылье моло-
ко имеет индуцированную химозином систему 
свертывания, которая, вероятно, отличается от 
коровьего молока.

Рисунок 5 – Зависимость молокосвертывающей 
активности рекомбинантного химозина верблюда от 

температуры кобыльего молока

Кобылье молоко плохо подается коагуляции. 
В частности, его совершено невозможно свер-
нуть с помощью телячьего химозина. Несмотря 
на то, что экспериментально было показано, что 
верблюжий химозин обладает молокосверты-
вающей активностью в отношении кобыльего 
молока для получения сырного сгустка из кобы-
льего молока требуются дополнительные техно-
логические процедуры: смешивание с другими 
видами молока, оптимизация температуры и 
времени коагуляции [20].

Коагуляция коровьего и козьего молока
В отличие от кобыльего молока коровье и 

козье молоко гораздо лучше подается свертыва-
нию. Активность рекомбинантного верблюжьего 
химозина в отношении коровьего и козьего мо-
лока составила 9605 и 4650 ед/мг, соответствен-
но, что в 80 и 40 раз превышает аналогичный по-
казатель для кобыльего молока (Таблица 1).

Таблица 1 – Молокосвертывающая активность рекомби-
нантного верблюжьего химозина в отношении кобыльего, 
коровьего и козьего молока

Молоко Активность
Кобылье 123 ед/мг
Коровье 9605 ед/мг

Козье 4650 ед/мг

В ходе экспериментальных исследований 
установлено, что при соблюдении следующих 
параметров: 30 мМ CaCl2, pH 5.5, 37 ºC эф
фективно протекает процесс коагуляции козьего 
молока. Сгусток образуется на 30 минуте (Рису-
нок 6).

 

Рисунок 6 – Коагуляция козьего молока под действием 
рекомбинантного верблюжьего химозина

Органолептические свойства сгустка соот
ветствовали мягким сортам сыра, что соответ
ствуют требованиям для сыроварения. Масса 
полученного бруска сыра составила 936 грамм, 



47

Молокосвертывающая активность рекомбинантного верблюжьего химозина

что соответствует 15% от начальной массы мо-
лока. 

Таким образом, экспериментально показано, 
что полученный верблюжий химозин обладает 
достаточной молокосвертывающей активностью 
в отношении коровьего и козьего молока и име-
ет перспективу использования для получения 
творога и сыра.

Заключение

Путем использования модифицирован-
ных дрожжей Pichia pastoris GS115/pGAPZαA/
ProchymCB получен рекомбинантный химозин 
двугорбого верблюда Camelus bactrianus, кото-
рый был очищен из культуры дрожжей методами 
ионнообменной хроматографии. Рекомбинант-

ный верблюжий химозин обладает молокосвер-
тывающей активностью в отношении коровьего, 
козьего и кобыльего молока. На козьем молоке 
показана коагуляционная активность, достаточ-
ная для получения творога и сыра. Полученный 
рекомбинантный верблюжий химозин имеет 
перспективу применения в технологиях перера-
ботки коровьего и козьего молока и получения 
сыра.
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