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А ННОТА Ц И Я
Был исследован показатель соотношения молокосвертывающей (МСА) и  протеолитической (ПА) актив-
ности для молокосвертывающих ферментных препаратов (МФП) на основе рекомбинантного химозина, 
животного происхождения и микробного происхождения. Величина МСА была измерена в единицах IMCU 
(International Milk-Clotting Units), величина ПА определялась методом Ансона на субстрате из гемоглобина 
при 30 °C и рН 5,3. Установлено, что наибольшим уровнем МСА/ПА обладали рекомбинантные химозины: 
группа с МСА/ПА < ~1000 включает МФП Chy-max® Extra 2235 Powder, Chy-max® Extra 600 Liquid и Renifer® 
1800; группа с ~1000 < МСА/ПА < 1400 включает Chy-max® M 1000, Maxiren® 1800 и Chy-max® Extra 2235 
Powder; группа с  МСА/ПА > 3500 включает МФП Chy-max® Supreme 1000. МФП животного происхожде-
ния имели более низкий в сравнении с рекомбинантными химозинами показатель МСА/ПА, который для 
разных марок МФП с разным соотношением (% химозина /% пепсина) составил: Naturen® Extra 220 (95/5) 
= 199,7 ± 8,0; СФ «Экстра» (90/10) = 122,1 ±1,9; Kalase® 150 (80/20) = 115,1 ± 0,7; Naturen® Stamix (50/50) = 
86,2 ± 0,2; ФС 10 «Пепсин говяжий» (10/90) = 38,7 ± 1,8. МФП микробного происхождения имели самый 
низкий уровень МСА/ПА среди трех типов изученных МФП. МСА/ПА для разных марок МФП микробного 
происхождения: Meito® Microbial Rennet = 36,35 ± 0,48; Marzyme® 2200 MT = 31,03 ± 0,13; Fromase® 2200 TL 
= 18,57 ± 0,13; Fromase® 750 XLG = 16,06 ± 0,49.
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A BST R ACT
The ratio of the milk-clotting activity (MCA) and proteolytic activity (PA) was compared for milk-clotting enzyme 
preparations (MEP) based on recombinant chymosin, chymosin of animal origin and microbial origin. The MCA value 
was measured in the international milk-clotting units (IMCU), the PA value was determined by the Anson method on 
the substrate from hemoglobin at 30 °C and рН 5.3. It was found that recombinant chymosins had the highest level of 
MCA/ PA: the group with MCA/ PA < ~1000 includes MEPs Chy-max® Extra 2235 Powder, Chy-max® Extra 600 Liquid 
and Renifer® 1800; the group with ~1000 < MCA/ PA < 1400 includes Chy-max® M 1000, Maxiren® 1800 and Chy-
max® Extra 2235 Powder; the group with MCA/ PA > 3500 includes MEP Chy-max® Supreme 1000. MEPs of animal 
origin had a lower indicator of MCA/ PA compared to recombinant chymosins, which for different trademarks of MEPs 
with different ratios of%chymosin to%pepsin was equal to: Naturen® Extra 220 (95/5) = 199.7 ± 8.0; rennet SF “Extra” 
(90/10) = 122.1 ±1.9; Kalase® 150 (80/20) = 115.1 ± 0.7; Naturen® Stamix (50/50) = 86.2 ± 0.2; rennet FS10 “Bovine 
pepsin” (10/90) = 38.7 ± 1.8. MEP of microbial origin had the lowest level of MCA/ PA among all three types of MEPs 
under study. MCA/ PA for different trademarks of MEPs of microbial origin was as follows: Meito® Microbial Rennet = 
36.35 ± 0.48; Marzyme® 2200 MT = 31.03 ± 0.13; Fromase® 2200 TL = 18.57 ± 0.13; Fromase® 750 XLG = 16.06 ± 0.49.
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Center for Food Systems of RAS.

1. Введение
Молокосвертывающий фермент (МФ) является важным 

функционально-необходимым компонентом, который при-
меняется для производства большинства групп сыров. Основ-
ная задача МФ —  свертывание молока с образованием сгустка, 

способного отдавать влагу. Действие МФ продолжается также 
после свертывания, как на стадии обработки сгустка в сыро-
дельной ванне, так и на этапе созревания и хранения сыра.

Протеолитическая активность МФ выражается в  двух 
формах. Первая —  это специфическая молокосвертывающая 
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активность (МСА), равная степени протеолиза в отношении 
расщепления связи Phe105-Met106 в  молекуле каппа-казе-
ина. МСА измеряется в  единицах IMCU (International Milk-
Clotting Units). Вторая форма  —  общая протеолитическая 
активность (ПА), равная степени неспецифического проте-
олиза в отношении расщепления любых пептидных связей 
в казеинах молока [1].

При производстве сыров следует ориентироваться на 
протеолитические свойства МФ, т.  к. кроме активности на 
этапе свертывания молока, МФ, перешедший из молока 
в состав сыра, проявляет свою активность на стадии созре-
вания и хранения. Поскольку при свертывании молока МФ 
вносят в пересчете на единицы МСА, критерием оценки не-
специфической ПА фермента является не абсолютная вели-
чина ПА, а ее доля от МСА. Критерием, определяющим при-
годность фермента для свертывания молока в  сыроделии, 
является соотношение его молокосвертывающей активно-
сти (МСА) к общей протеолитической активности (ПА). Со-
отношение МСА/ПА выражает долю «полезной» активности 
фермента [2]. Повышение соотношения МСА/ПА у МФП дает 
следующие выгоды при производстве сыра:

 � обеспечивается стабильно высокая скорость свертыва-
ния молока;

 � повышается выход сыра (на 0,5–1,5%);
 � устраняются пороки сыра, связанные с избыточным про-

теолизом (горький вкус);
 � увеличивается срок хранения сыра.

В настоящее время не существует единой методики для 
оценки ПА МФ. В общем случае ПА МФ оценивается мето-
дом Ансона на субстрате из казеина по количеству остатков 
ароматических аминокислот (триптофан и тирозин), обра-
зуемых исследуемым МФ в единицу времени. Однако усло-
вия проведения измерений (рН, температура, время реак-
ции и ионная сила раствора) у разных исследователей часто 
отличаются [3].

В  частности, известно об использовании метода Ансо-
на для оценки общей протеолитической активности МФ во 
множестве разных модификаций, в т. ч.:

 � на субстрате из казеина в фосфатном буфере при вели-
чине рН 7,0 и температуре t = 55 °C, с оценкой количества 
пептидов, растворимых в 3,3%-м растворе ТХУ [4];

 � на субстрате из казеина в фосфатном буфере при вели-
чине рН 6,5 и температуре t = 37 °C с оценкой количества 
пептидов, растворимых в 6%-м растворе ТХУ [5];

 � на субстрате из восстановленного сухого молока при ве-
личине рН 6,5 и температуре t = 32 °C с оценкой количе-
ства пептидов, растворимых в  12%-м растворе ТХУ [6];

 � на субстрате из казеина в фосфатном буфере при вели-
чине рН 6,3 и температуре t = 55 °C, с оценкой количества 
пептидов, растворимых в 3,3%-м растворе ТХУ [7];

 � на субстрате из казеина в фосфатном буфере при вели-
чине рН 5,8 и температуре t = 45 °C, с оценкой количества 
пептидов, растворимых в смеси из 0,8% ТХУ + 0,9% ук-
сусной кислоты + 0,82% ацетата натрия [8];

 � на субстрате из казеина при величине рН 5,5 и темпера-
туре t = 30 °C, с оценкой количества пептидов, раствори-
мых в 2,5%-м растворе ТХУ [9];

 � на субстрате из казеина в ацетатном буфере при величи-
не рН 5,2 и температуре t = 37 °C, с оценкой количества 
пептидов, растворимых в 7,5%-м растворе ТХУ [10];

 � на субстрате из гемоглобина при величине рН 4,0 и тем-
пературе t = 37  °C, с  оценкой количества пептидов, 
 растворимых в 3,1%-м растворе ТХУ [11];

 � на субстрате из казеина в  0,1 М глицин-HCl буфере при 
величине рН 3,0 и температуре t = 35 °C, с оценкой коли-
чества пептидов, растворимых в 4,1%-м растворе ТХУ [12].

На основании анализа литературных источников для 
оценки ПА МФ была выбрана модификация метода Ансона 
по прописи, содержащейся в ГОСТ 34430–2018 1. В указанной 
методике гидролиз испытуемым ферментом проводят на 
субстрате из гемоглобина при величине рН 5,3 и темпера-
туре t = 30 °C, с оценкой количества пептидов, растворимых 
в 2,5%-м растворе ТХУ. Достоинством выбранной модифи-
кации является сочетание факторов (субстрат, температура, 
рН, концентрация раствора ТХУ), позволяющее получить 
наиболее сравнимые показатели ПА для МФ разного про-
исхождения (животного, микробного происхождения и  ре-
комбинантного типа). Целью проведенных исследований 
было установление показателя удельной протеолитической 
активности, оцениваемой по показателю МСА/ПА, для мо-
локосвертывающих ферментов разного состава от разных 
производителей, что необходимо для объективного сравне-
ния данных МФ по уровню неспецифической ПА.

2. Материалы и методы
2.1 Материалы

Исследовали молокосвертывающие ферментные препа-
раты (МФП) следующих марок:

Chy-max® Powder Extra 2235 NB, Chy-max® Supreme 1000, 
Chy-max® M 1000, Chy-max® Extra 600 Liquid, Naturen® Ex-
tra 220 NB, Naturen® Stamix 1150 (производитель Chr. Han-
sen A/S, Дания); Fromase® 2200 TL, Fromase® 750 XLG, Maxi-
ren® 1800 (производитель DSM Food Specialties, Франция); 
Marzyme® 2200 MT (производитель Danisco France SAS, 
Франция); Meito® Microbial Rennet (производитель Meito 
Sangyo Co., LTD, Япония); Kalase® 150 (производитель CSK 
Food Enrichment B. V., Нидерланды); ФС 90 «Экстра», ФС 10 
«Пепсин говяжий» (производитель ООО  «Завод эндокрин-
ных ферментов», Россия); Renifer® 1800 (производитель 
PROQUIGA BIOTECH, SA, Испания).

Для определения протеолитической активности МФП ис-
пользовали реактивы: гемоглобин из бычьей крови (произ-
водитель Sigma, США), трихлоруксусная кислота (х. ч.), L-ти-
розин с содержанием основного вещества ≥ 98% («ХИММЕД», 
Россия), реактив Фолина-Чикелтау («Ленреактив», Россия).

2.2 Методы
2.2.1. Методы исследования свойств молокосвертывающих 

ферментов
Определение общей протеолитической активности про-

водилось методом Ансона на субстрате из гемоглобина, 
в  прописи метода по ГОСТ 34430–2018 2, применительно 
к слабокислым протеазам (при рН 5,3).
2.2.2. Методы статистического анализа

Математическая обработка данных проводилась с  при-
менением программных пакетов Microsoft Excel и  Statsoft 
Statistica (v.5.5). Экспериментальные данные были проана-
лизированы при помощи однофакторного дисперсионного 
анализа с  использованием процедуры парного сравнения 
Tukey при уровне статистической значимости p = 0,05 [13].

Определение протеолитической активности МФ прово-
дили в двух повторностях.

3. Результаты и обсуждение
3.1 Молокосвертывающая и протеолитическая активность 

МФ разного происхождения
На основании данных, по уровню МСА и  ПА исследо-

ванных марок МФ разного происхождения были рассчита-

1 ГОСТ 34430–2018 Ферментные препараты для пищевой промыш-
ленности. Метод определения протеолитической активности. М.: Стан-
дартинформ, 2018. — 12 с.

2 Там же.
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ны значения показателя МСА/ПА. Полученные результаты 
представлены на Рисунке 1.

Полученные в  результате исследований данные по со-
отношению МСА/ПА для МФ разного происхождения сов-
падают с  результатами оценки МСА/ПА, приводимыми 
 фирмой Chr. Hansen A/S для МФП собственного производ-
ства [14].

На основании полученных данных, приведенных на Ри-
сунке 1, видно, что МФ разного происхождения (животно-
го, микробного происхождения или рекомбинантного типа) 
значительно отличаются по величине показателя МСА/ПА. 
Статистические показатели по уровню МСА/ПА для МФ раз-
ного типа представлены в Таблице 1.

Таблица 1. Средние показатели МСА/ПА 
для МФ разного происхождения

Table 1. Mean values of MCA/PA for MEs of different origin

Тип МФ
Среднее соотношение МСА/ПА 

для МФ одного типа, IMCU/ед. ПА

Среднее СКО КоэффВар

Рекомбинантные 1468 1061 72%

Животные 112 59 52%

Микробные 26 10 38%
Примечание:
Среднее —  среднее значение по выборке;
СКО —  среднеквадратичное отклонение;
КоэффВар —  коэффициент вариации (КоэффВар = СКО/Среднее).

Высокие значения коэффициента вариации (> 30%) сви-
детельствуют о существенных различиях по МСА/ПА между 
разными марками МФ одинакового типа (см. Таблицу 1). 
Для получения подробной характеристики о протеолитиче-
ских свойствах разных марок МФ была проведена дополни-
тельная статистическая обработка.

3.2 Молокосвертывающая и протеолитическая активность 
рекомбинантных МФ
Результаты оценки удельной протеолитической актив-

ности МФ на основе рекомбинантных химозинов приведе-
ны в Таблице 2.
Таблица 2. Показатели МСА и ПА для рекомбинантных МФП

Table 2. MCA and PA values for recombinant MEPs

Марка МФП Состав

М
ол

ок
ос

ве
р-

ты
ва

ю
щ

ая
 а

кт
и

в-
н

ос
ть

 (М
А

), 
н

ом
и

-
н

ал
ьн

ая
, I

M
CU

/г

П
ро

те
ол

и
ти

-
че

ск
ая

 а
кт

и
в-

н
ос

ть
 (

П
А

),
 

ед
. П

А
/г

Со
от

н
ош

ен
и

е 
М

СА
/П

А
, I

M
C

U
/

ед
. П

А

Chy-max® 
Supreme 1000

Модифицированный 
химозин верблюда 912 * 0,26 ± 0,01 3562 ± 42 a

Chy-max® M 
1000 Химозин верблюда 904 * 0,68 ± 0,09 1347 ± 179 b

Maxiren® 1800 Химозин теленка 
(вар. Б) 1800 1,36 ± 0,13 1333 ± 130 b

Chy-max® Extra 
2235 Powder

Химозин теленка 
(вар. Б) 2235 2,06 ± 0,14 1087 ± 76 bc

Chy-max® Extra 
600 Liquid

Химозин теленка 
(вар. Б) 554 * 0,71 ± 0,01 777 ± 3 c

Renifer® 1800 Химозин ** 1800 2,59 ± 0,30 700 ± 81 c

Примечание:
Данные приведены в форме «среднее значение ± стандартное отклоне-
ние» (n = 2).
a, b, c данные внутри одного столбца, не имеющие одинаковых символов 
в  надстрочных обозначениях, обладают статистически достоверными 
отличиями (p < 0,05, парное сравнение средних значений при помощи 
теста Tukey).
* Молокосвертывающая активность МФП в жидкой форме выпуска пе-
ресчитана из номинальной активности в 1 см3 на номинальную актив-
ность в 1 г, исходя из измеренной плотности данных препаратов: Chy-
max Extra 600 Liquid —  1,083 г/см3, Chy-max M 1000–1,107 г/см3, Chy-max 
Supreme —  1,096 г/см3.
** Тип химозина, содержащегося в препарате Renifer® 1800, неизвестен.

Рисунок 1. Соотношение МСА/ПА у МФП разного происхождения
Figure 1. MCA/PA ratio in MEPs of different origin

Тип МФП ( MEP type)

Рекомбинантные (Recombinant)

Животные ( Animal)

Микробные (Microbial)
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Сравнение средних значений МСА/ПА для МФП с помо-
щью теста парных сравнений Tukey позволило установить, 
что исследованные МФП рекомбинантного типа подразде-
ляются на три группы, статистически достоверно (p < 0,05) 
отличающиеся между собой по соотношению МСА/ПА:

 � 1 группа (МСА/ПА < ~1000) включает Chy-max® Extra 2235 
Powder, Chy-max® Extra 600 Liquid и Renifer® 1800;

 � 2 группа (~1000 < МСА/ПА < 1400) включает Chy-max® M 
1000, Maxiren® 1800 и Chy-max® Extra 2235 Powder;

 � 3 группа (МСА/ПА > 3500) включает единственный обра-
зец —  Chy-max® Supreme 1000.
Главным фактором, определяющим показатель МСА/ПА 

для МФП, является содержащийся в нем вид фермента. МФП 
марок Maxiren и Chy-max Extra содержат в своем составе ре-
комбинантный химозин теленка генетического варианта Б 
(вероятно, так же и МФП Renifer, происхождение химозина 
в составе которого производителем не указано [15]). Реком-
бинантные МФП на основе химозина теленка относятся 
к  т.  н. первому поколению рекомбинантных МФП [16]. Их 
массовый выпуск и  использование были начаты с  начала 
1990-х годов, поэтому данные МФП среди прочих рекомби-
нантных химозинов отличаются наиболее низким показате-
лем МСА/ПА.

Химозин верблюда, из которого состоит МФП Chy-max 
M, обладает большей специфичностью к  каппа-казеину 
и вследствие этого большим показателем МСА/ПА, чем хи-
мозин теленка [3,17].

МФП Chy-max Supreme (Chr. Hansen A/S) содержит в сво-
ем составе уникальный фермент —  химозин верблюда с мо-
дифицированной искусственным образом аминокислотной 
последовательностью. Данный фермент имеет повышенную 
специфичность в отношении каппа-казеина, большую, чем 
у  химозина верблюда. Поэтому показатель МСА/ПА МФП 
Chy-max Supreme существенно выше, чем у всех прочих ма-
рок МФП рекомбинантного типа [18].

Полученные данные по МСА/ПА для разных типов ре-
комбинантных МФП несколько отличаются от данных, при-
водимых в  научной литературе. Отсутствие статистически 
достоверных отличий по показателю МСА/ПА между МФП 
Chy-max M (химозин верблюда) и  МФП Maxiren (химозин 
теленка вариант B) [16] вызывает вопросы, т. к. уровень ПА 
химозина теленка существенно выше, чем ПА химозина 
верблюда: в 7 раз, по данным Kappeler et al [17], и в 2 раза, по 
данным, представленным компанией Chr. Hansen [14]. Так-
же в результате наших исследований были получены разли-
чия по величине МСА/ПА для МФП Maxiren и МФП Chy-max 
Extra, которые формально имеют идентичный состав —  ре-
комбинантный химозина теленка генетического варианта Б.

Причинами, влияющими на уровень МСА/ПА фермент-
ных препаратов разных торговых марок, формально обла-
дающих одинаковым составом, являются отличия в техно-
логии производства данных МФП.

Компания Chr. Hansen A/S для изготовления МФП с тор-
говой маркой Chy-max использует рекомбинантный штамм 
мицеллярного гриба Aspergillus niger var. awamori. Компа-
ния DSM Food Specialties получает МФП Maxiren с  приме-
нением рекомбинантного штамма дрожжей Kluyveromyces 
marxianus var. lactis. Гриб Aspergillus niger выделяет наряду 
с  целевым ферментом (химозином) большое количество 
белковых веществ, в т. ч. ферментов [16,19]. Получаемая от 
гриба Aspergillus niger ферментная смесь, содержащая химо-
зин, требует тщательной очистки, в процессе которой клет-
ки гриба удаляются центрифугированием и  фильтрацией, 
а  полученный фильтрат очищается с  помощью хромато-
графии, концентрируется ультрафильтрацией и лиофильно 
высушивается [16,20]. В сравнении с Aspergillus niger дрожжи 

Kluyveromyces marxianus продуцируют существенно меньшее 
количество примесных белков. Процесс очистки рекомби-
нантного химозина, выделяемого Kluyveromyces marxianus, 
включает прекращение ферментации путем добавления 
бензоата, подкисление экстракта до рН 2 за счет добавления 
серной кислоты, что приводит к  активации прохимозина 
и  инактивации иных протеаз, содержащихся в  экстракте, 
фильтрацию для отделения дрожжевых клеток и  концент-
рирование ферментного экстракта ультрафильтрацией [21].

В связи с тем, что при глубокой очистке часть фермента 
теряется в непрофильтрованном остатке, а часть инактиви-
руется [22], в промышленности практикуется минимально-
необходимая степень очистки. Чаще всего очистка массо-
во выпускаемых ферментных препаратов ограничивается 
стадией ультрафильтрации. Только при особых требовани-
ях к чистоте ферментного препарата используются допол-
нительные стадии очистки (ионообменная хроматография 
и  гель-фильтрация) [23]. Представленные на рынке МФП 
Chy-max (Chr. Hansen A/S) и Maxiren (DSM Food Specialties 
SAS) выпускаются в разных градациях очистки [24]. Иссле-
дования состава рекомбинантных МФП торговой марки 
Chy-max методами жидкостной хроматографии и  гель-
электрофореза показали, что препарат Chy-max Extra в су-
хой форме выпуска имел меньшее количество примесей, 
чем препараты Chy-max M и Chy-max Plus в жидкой форме 
выпуска [25].

Указанные различия в  используемых микроорганиз-
мах-продуцентах, а также в технологии производства, име-
ют следствия в  более высоком показателе МСА/ПА у  МФ 
Maxiren® 1800 (сухая форма выпуска), чем у МФ Chy-max® 
Extra 2235 Powder (сухая форма выпуска) и Chy-max® Extra 
600 Liquid (жидкая форма выпуска).

3.2 Молокосвертывающая и протеолитическая активность 
МФ животного происхождения
Статистические данные по уровню протеолитической 

активности МФ животного происхождения приведены 
в  Таблице 3.

Таблица 3. Показатели МСА и ПА для МФП 
животного происхождения

Table 3. MCA and PA values for MEPs of animal origin
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Naturen® Extra 220 (95/5) 193 ** 0,97 ± 0,04 199,7 ± 8,0 a

ФС 90 «Экстра» (90/10) 768 *** 6,29 ± 0,10 122,1 ± 1,9 b

Kalase® 150 (80/20) 136 ** 1,18 ± 0,01 115,1 ± 0,7 b

Naturen® Stamix (50/50) 1150 13,34 ± 0,03 86,2 ± 0,2 c

ФС 10 «Пепсин говяжий» (10/90) 624 *** 16,14 ± 0,73 38,7 ± 1,8 d

Примечание:
Данные приведены в форме «среднее значение ± стандартное отклоне-
ние» (n = 2).
a, b, c данные внутри одного столбца, не имеющие одинаковых символов 
в  надстрочных обозначениях, обладают статистически достоверными 
отличиями (p < 0,05, парное сравнение средних значений при помощи 
теста Tukey).
* В скобках указан состав препарата в форме «доля химозина,% / доля 
пепсина,%».
** Молокосвертывающая активность МФП в  жидкой форме выпуска 
пересчитана из номинальной активности в  1  см3 на номинальную ак-
тивность в  1  г, исходя из измеренной плотности данных препаратов: 
Naturen® Extra 220–1,134 г/см3, Kalase® 150–1,103 г/см3.
*** Приведена фактическая молокосвертывающая активность, опреде-
ленная по ГОСТ ISO 11815.
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Из данных, приведенных в Таблице 3, следует, что МФП 
животного происхождения на основе природного химозина 
теленка характеризуются существенно более низким соот-
ношением МСА/ПА в сравнении с МФП на основе рекомби-
нантного химозина теленка (см. Таблицу 2).

Анализ приведенных в Таблице 3 данных методом пар-
ных сравнений Tukey показал, что исследованные МФП жи-
вотного происхождения достоверно отличались (p < 0,05) по 
уровню МСА/ПА (кроме МФ марок СФ «Экстра» и  Kalase® 
150). Данный факт объясняется тем, что уровень протео-
литической активности у  МФ животного происхождения, 
а  следовательно, и  соотношение МСА/ПА у  МФ животного 
происхождения зависят от содержания пепсина в фермент-
ном препарате. Наряду с  химозином (EC3.4.23.4), в  пре-
паратах СФ содержатся пепсины  —  пепсин A (EC3.4.23.1) 
и пепсин C (или гастриксин (EC3.4.23.3)), которые обладают 
существенно более высокой ПА в  сравнении с  химозином. 
Пепсины имеют меньшую удельную МСА (ед. МСА/г) и более 
высокую ПА (ед. ПА/г), чем химозин. Поэтому при линейном 
увеличении доли пепсина в препарате удельная ПА препа-
рата (соотношение ПА/МСА) возрастает в  геометрической 
прогрессии [19]. Установленная в результате наших исследо-
ваний зависимость удельной ПА (ПА/МСА) МФП животного 
происхождения от содержания пепсина в составе препарата 
приведена на Рисунке 2.

Однако только лишь наличием пепсина в  составе пре-
паратов животного происхождения нельзя объяснить зна-
чительное отличие по протеолитической специфичности 
между МФП на основе телячьего химозина из природных 
источников и  рекомбинантными МФП на основе телячего 
химозина. Так, МФП Naturen® Extra, который состоит бо-
лее чем на 95% из химозина, имеет соотношение МСА/ПА 
в ~5 раз более низкое, чем препарат Chy-max® Extra.

Кроме химозина B препараты сычужного фермента со-
держат значительное количество химозинов генетических 
вариантов А и С, которые обладают повышенным уровнем 
МСА в сравнении с химозином В  [19,26]. В результате хро-
матографических исследований состава МФП было уста-
новлено, что в  препаратах сычужного фермента торговых 
марок BioRen, Carlina и  Naturen, номинально содержащих 
свыше 80% химозина, было обнаружено только ~50–60% 

химозина B, а препараты рекомбинантного химозина (Chy-
max Extra и Maxiren) на 100% состояли из химозина телен-
ка генетического варианта В [6]. Можно предположить, что 
химозины А и С обладают более высокой протеолитической 
активностью, чем химозин В, что и является причиной бо-
лее высокого уровня неспецифической ПА у МФП животного 
происхождения.

3.3 Молокосвертывающая и протеолитическая активность 
МФ микробного происхождения
Статистические данные по уровню протеолитической 

активности МФ микробного происхождения приведены 
в Таблице 4.

Таблица 4. Показатели МСА и ПА для МФП 
микробного происхождения

Table 4. MCA and PA values for MEPs of microbial origin
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Meito® Microbial Rennet 3000 82,53 ± 1,08 36,35 ± 0,48 a

Marzyme® 2200 MT 2200 70,90 ± 0,30 31,03 ± 0,13 b

Fromase® 2200 TL 2200 118,48 ± 0,83 18,57 ± 0,13 c

Fromase® 750 XLG 636 * 39,61 ± 1,21 16,06 ± 0,49 d

Примечание:
Данные приведены в форме «среднее значение ± стандартное отклоне-
ние» (n = 2).
a, b, c данные внутри одного столбца, не имеющие одинаковых символов 
в  надстрочных обозначениях, обладают статистически достоверными 
отличиями (p < 0,05, парное сравнение средних значений при помощи 
теста Tukey).
* Молокосвертывающая активность МФП в жидкой форме выпуска пе-
ресчитана из номинальной активности в 1 см3 на номинальную актив-
ность в  1  г, исходя из измеренной плотности данных препаратов: для 
Fromase® 750 XLG плотность равна 1,180 г/см3.

Анализ приведенных в Таблице 4 данных методом пар-
ных сравнений Tukey показывает, что МФ микробного про-
исхождения изученных марок статистически достоверно 
различаются между собой по величине МСА/ПА. Причиной 
полученных различий между исследованными МФ микроб-
ного происхождения является разница в  используемых 
штаммах-продуцентах и  технологии очистки. При произ-
водстве исследованных марок МФ микробного происхожде-
ния их производителями было применено три разных под-
хода для снижения ПА и повышения соотношения МСА/ПА.

В случае МФП Fromase (DSM Food Specialties) для повы-
шения показателя МСА/ПА была применена многоступен-
чатая очистка от посторонних примесей протеазы гриба 
Rhizomucor miehei, полученного из природного источника 
методом селекции [3]. Молокосвертывающая протеаза гри-
ба R. miehei (EC3.4.23.23) обладает существенным недостат-
ком  —  повышенной термостабильностью, что приводит 
к  сохранению ее активности в  молочной сыворотке с  по-
следующим протеолизом белков сыворотки. Для снижения 
термостабильности протеазы R. miehei используется ее окис-
лительная модификация [27,28]. Однако подобное воздей-
ствие приводит не только к  снижению термостабильности 
протеазы R. miehei, но и к уменьшению ее показателя МСА/
ПА [29]. Вероятно, вследствие этого, более термостабильный 
МФП марки Fromase® 2200 TL имеет больший показатель 
МСА/ПА в сравнении с менее термостабильным МФП марки 
Fromase® 750 XLG.

МФП Marzyme (Danisco France SAS) обладает большим 
уровнем МСА/ПА в  сравнении с  МФП марки Fromase. Для 

Рисунок 2. Зависимость удельной ПА (ПА/МСА) МФП 
животного происхождения от содержания пепсина 

в составе препарата
Figure 2. Dependence of the specific PA (PA/MCA) of MEPs of animal 

 origin on the pepsin content in the composition of a preparation
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достижения такого результата были использованы методы 
генной инженерии: генетическая информация, отвечающая 
за синтез протеазы, обладающей МСА, была взята от гриба 
Rnyzomucor miehei и внедрена в генный код гриба Aspergillus 
oryzae [30]. Полученный рекомбинантный штамм гриба 
A. oryzae в сравнении с грибом R. miehei продуцирует суще-
ственно меньшее количество нежелательных примесей, что 
упрощает очистку фермента и позволяет получить МФ с бо-
лее высоким показателем МСА/ПА [31].

МФП Meito® Microbial Rennet (Meito Sangyo Co., Ltd) име-
ет самый высокий показатель МСА/ПА среди исследован-
ных МФП микробного происхождения. Для получения столь 
высокого показателя МСА/ПА производителем был исполь-
зован целый ряд технологических приемов. В  отличие от 
других исследованных МФП микробного происхождения, 
данный препарат состоит из смеси протеаз двух видов гри-
бов: Rhizomucor miehei и Rhizomucor pusillus [32]. Включение 
в состав препарата термолабильной протеазы R. pusillus [33] 
позволило снизить степень термоустойчивости препарата 
без необходимости окислительной модификации протеа-
зы R. miehei, приводящей к  снижению ее показателя МСА/
ПА. Была проведена предварительная селекция штаммов- 
продуцентов R. miehei и  R. pusillus, а также оптимизирова-
ны условия культивирования (температура, рН и состав пи-
тательного субстрата) с  целью получения максимального 
выхода целевого фермента и  снижения количества загряз-
няющих примесей [20,28]. Дополнительно была применена 
окислительная модификация протеазы R. pusillus, приводя-
щая к повышению ее показателя МСА/ПА [34].

Полученные данные по соотношению МСА/ПА, приве-
денные в Таблице 4, показывают, что микробные МФП марок 
Meito и Marzyme по протеолитической специфичности нахо-
дятся примерно на уровне МФ животного происхождения с со-
держанием 10% химозина и 90% говяжьего пепсина, а МФ мар-
ки Fromase имеют еще больший уровень неспецифической ПА.

3.4 Влияние ПА МФ разного происхождения на процесс 
производства и качество сыров
Влияние показателя МСА/ПА МФП на процесс обработ-

ки сгустка в сыродельной ванне и на динамику протеолиза 
в  сырах было подтверждено исследованиями авторов дан-
ной статьи при испытаниях МФ разного происхождения 
в  составе мягких [35], полутвердых сыров [36,37] и  сыров 
с  чеддеризацией и  термомеханической обработкой сыр-
ной массы [38]. Было установлено, что при одинаковой 
дозе внесения МФ в  сыродельную ванну, уровень МСА/ПА 
используемого МФ не оказывал статистически значимого 
влияния продолжительность стадий обработки зерна в ван-
не,  физико-химические показатели получаемой сыворотки 
и свежих сыров. Различия в уровне МСА/ПА использованных 
МФ сказывались на стадии созревания и  хранения сыров. 
Сыры произведенные с МФ имеющими высокий показатель 
МСА/ПА к  концу срока созревания имели более плотную 
консистенцию, менее выраженный вкус и  сохраняли свое 
кондиционные свойства на протяжении более длительного 
срока хранения, в  сравнении с  сырами, произведенными 
с МФ, имеющими низкий уровень МСА/ПА.

4. Заключение
Опираясь на полученные данные, можно сделать вывод, 

что показатель МСА/ПА у  группы МФ на основе рекомби-
нантных химозинов в среднем в 13 раз выше, чем в группе 
МФ животного происхождения, а  у  МФ животного проис-
хождения показатель МСА/ПА в среднем в 4 раза выше, чем 
у МФ микробного происхождения (см. Таблицу 1). Теорети-
чески такая разница в удельной величине неспецифической 
ПА должна привести к получению отличий в физико-хими-
ческих и  органолептических показателях сыров, изготов-
ленных с  МФП разного типа, а также к  различиям в дина-
мике изменения данных показателей в процессе созревания 
и хранения сыров.
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