
70
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В работе изучена возможность адаптации спектрофотометрического метода определения активности нативной ферментной системы 
«плазмин – плазминоген» для анализа нормализованной смеси с концентратом мицеллярного казеина, сыра с высокой температурой 
второго нагревания и подсырной сыворотки. В процессе гидролиза казеина во время созревания твердого сыра плазмин может изменять 
свойства казеиновой сетки, скорость созревания и текстуру конечного продукта. В связи с представленной актуальностью цель работы –  
оценка активности нативных ферментов системы «плазмин – плазминоген» в нормализованных смесях для производства твердого сыра 
с высокой температурой второго нагревания и их влияния на протеолиз сырного теста. Установлено, что активность плазмина выше в 
концентрате мицеллярного казеина, а также в опытном образце сыра на третий день созревания в сравнении с контрольным образцом.  
В конце созревания опытного образца сыра наблюдалось снижение количественного содержания фермента, что свидетельствует  
о высвобождении аминокислот из пептидов, фермент остается связным с белковым матриксом и не переходит в подсырную сыворотку. 
Аминокислотный анализ свидетельствует, что скорость высвобождения аминокислот в сыре с концентратом мицеллярного казеина выше 
в 1,35 раза, что позволяет в равных условиях сократить сроки созревания сыров примерно на 20 %. Результаты исследования доказывают 
возможность применения спектрофотометрического метода для контроля активности ферментной системы «плазмин –  
плазминоген» в сыроделии с последующей корректировкой технологических режимов и производственных процессов.
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Введение 
Основными задачами для сыродельной промышлен-
ности является совершенствование и актуализация 
методов определения качества, введение дополни-
тельных способов мониторинга, а также идентифи-
кации с целью контроля пищевой безопасности и 
улучшения качества готового продукта. Изучение 
влияния ферментов и определение их активности 
имеет важное значение для сыроделия. Необходимы 
высокочувствительные, быстрые, простые и доступ-
ные методы исследования. Совершенствование мето-
дик входного контроля  позволяет улучшить монито-
ринг и рационально регулировать технологический 
процесс в период сезонных колебаний состава сырья. 

Для сыроделия важное значение имеют не 
только вносимые или продуцируемые микро-
организмами ферменты, но и нативные, посту-
пающие из тканей молочных желез или высво-
бождающиеся из соматических клеток.

Все ферменты молока подразделяются на 
несколько групп и являются связанными 
со следующими компонентами (рис. 1).

В молоке, как и в крови, присутствует сложная 
система протеаз плазминоген / плазмина, состоя- 
щая из плазмина, плазминогена, активаторов плаз- 
миногена, ингибиторов плазмина и ингибиторов –  
активаторов плазминогена [2, 3]. Плазмин молока –  
нативный фермент, преимущественно связанный  
с остатками лизина в молекулах казеиновых фрак-
ций и, в основном (~ 90 %), присутствующий в виде 
неактивного зимогена, плазминогена [4]. Это серино-
вая протеаза с молекулярной массой 83 кДа, участ-
вующая в протеолитических процессах, определяю-
щих формирование вкуса и аромата сыра во время  
созревания [5, 6]. Активный плазмин гидролизует 
молочные белки, образуя пептиды (около 23 видов),  
изменяющие сенсорное восприятие молочного 
сырья [7, 8]. Концентрация плазмина в коровьем 
молоке может варьироваться в зависимости  
от нескольких факторов, включая породу коровы, 
сезон, кормовой рацион, стадию лактации и состоя- 
ние здоровья животного. Плазмин относительно  
термоустойчив, кратковременный нагрев  
до 74 °С с выдержкой 15 с вызывает частичную инак-
тивацию, полная инактивация происходит при тем-
пературе выше 142 °С с выдержкой более 15 с [9]. 
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Высокая термоустойчивость фермента объясня-
ется защитным действием казеина, который пре-
пятствует необратимой инактивации развернутой 
молекулы фермента [10]. В свободной форме плаз-
мин необратимо инактивируется при температуре 
55–65 °С [9]. Плазминоген, плазмин и активатор плаз-
миногена связаны с мицелами казеина [8] и обычно 
переходят в сгусток, а затем в сыр, ингибиторы при 
технологическом процессе теряются с сывороткой. 

При внесении сычужного фермента система «плаз-
мин – плазминоген» связывается с мицеллами 
казеина и концентрируется в сырном зерне. Во 
время созревания сыра казеины предпочтитель-
ным образом гидролизуются различными протеа-
зами. Плазмин гидролизует β- и αs2-казеин и прак-
тически не влияет на αs1-казеин [5]. Исследования 
показывают, что активность плазмина в сыре зави-
сит от режимов термической обработки и поста-
новки сырного зерна [6]. Во многих сырах с высо-
кой температурой второго нагревания, например 
пармезане и чеддере, плазмин принимает значи-
тельное участие в гидролизе казеина и измене-
нии структуры сыра после денатурации химозина 
при тепловой обработке. Под действием плазмина 
образуются крупные пептиды, не влияющие на вкус 
сыра, способные дальше гидролизоваться фер-
ментами заквасочной микрофлоры до олигопеп-
тидов и свободных аминокислот, увеличивая сте-
пень протеолиза в готовом продукте [1, 5, 10].

Содержание казеиновых фракций при производ-
стве твердых сыров является важным показателем, 
т. к. казеин создает белковый матрикс, формирует 
органолептические дескрипторы, а также влияет 
на скорость созревания и выход готового продукта. 
Применение концентрата мицеллярного казеина в 
качестве компонента нормализации в сыроделии 

позволяет стандартизировать массовую долю белка 
и поддерживать коэффициент нормализации за счет 
высокого содержания нативных казеиновых фракций 
(85–95 % от общего количества белка) [11–16].  
Это обусловливает количественное увеличение 
плазмина, связанного с мицеллами казеина.

В соответствии с представленной актуальностью 
цель работы – оценка активности нативных фер-
ментов системы «плазмин – плазминоген» в нор-
мализованных смесях для производства твердого 
сыра с высокой температурой второго нагрева-
ния и их влияния на протеолиз сырного теста.

Для достижения данной цели поставлены  
и решены следующие задачи: 
�адаптация спектрометрического метода для 

анализа содержания плазмина в молочных системах;
�определение активности ферментной системы  

«плазмин – плазминоген» в заданных  
объектах исследования.

Объекты и методы исследования 
Объекты исследования – молоко сырое, кон- 
центрат мицеллярного казеина (КМК), нормализо-
ванная смесь для твердого сыра с применением  
КМК в количестве 10 % (с целью поддержания  
коэффициента нормализации м. д. ж./м. д. б. – 0,8),  
сыр Д + 3 (на третий день созревания), Д + 70 
(сыр на 70 день созревания), сыворотка под-
сырная, субстрат с урокиназой без молоч-
ной сыворотки – контрольный образец.

Исследования проводились в период с сентября  
2024 г. по февраль 2025 г. в экспериментальных, 
исследовательских и производственных лаборато-
риях ФГБОУ ВО «Воронежский государственный уни-
верситет инженерных технологий» (г. Воронеж),  

Рисунок 1. Классификация ферментов молока по их происхождению [1]
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ФГАНУ «Всероссийский научно-исследовательский 
институт молочной промышленности» (г. Москва), 
ПАО Молочный комбинат «Воронежский» (г. Воронеж), 
филиала ПАО МК «Воронежский», Калачеевский сыр-
завод (г. Калач, Воронежская область). В ходе экспе-
римента определение активности плазмина прово-
дили согласно спектрофотометрическому методу.

Полученные экспериментальные данные были про-
анализированы с помощью Microsoft Excel и Statsoft 
Statistica. Обработку данных экспериментов прово-
дили методами математической статистики  
по 5–10 опытов в трехкратной последовательности. 
Графические зависимости на рисунках представ-
лены после обработки экспериментальных дан-
ных по методу наименьших квадратов. Нормальное 
распределение переменных по каждому показа-
телю было определено с использованием кри-

терия Шапиро-Уилка. Полученные результаты 
выражены как среднее ± стандартное отклоне-
ние и медиана (минимальное значение ~ макси-
мальное значение) для данных с нормальным и 
ненормальным распределением соответственно. 
Доверительный интервал – P > 0,95 при условии, 
что рассчитанные величины были значимыми.

Активность плазмина определяли по расщепле-
нию хромогенного субстрата как количество плаз-
мина или активированного урокиназой плазмино-
гена, которое вызывало изменение поглощения 
при 450 нм на 0,001 за 1 мин при pH 7,4 и 37 °C. 
Принцип метода заключается в том, что при рас-
щеплении нитроанилидного субстрата высво-
бождается n-нитроанилин, количество кото-
рого определяют спектрофотометрически по 
величине абсорбции при 405 нм (рис. 2) [17].

Рисунок 2. Методика определения активности плазмина по расщеплению хромогенного субстрата
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Диссоциация плазмина и плазминогена от мицелл казеина путем инкубации обезжиренного 
молока с 0,05 см3 аминокапроновой кислоты концентрацией 5 % в течение 2 ч при при 20 °C 

(получение молочной сыворотки)

Подготовка сыра: сыр измельчали и смешивали с буфером – 0,05 М Tris-HCl-буфера, 
содержащего 0,11 см3 NaCl и 0,0006 см3 хромогенного субстрата S-2251  

(H-D-Val-Leu-Lys-pNA × 2HCl), и 0,002 см3 аминокапроновой кислоты концентрацией 5 %,  
pH 7,4 в соотношении 1:7. Инкубация в течение 2 ч при температуре 40 °С.  

После инкубации фильтрация через фильтр 0,22 мкм (Millipore Millex – GP Hydrophilic PES). 
Фильтрат использовали для дальнейшего определения активности плазмина

Внесение в кювету по 1,5 см3 0,05 М Tris-HCl-буфера, содержащего 0,11 см3 NaCl и 0,0006 см3 
хромогенного субстрата S-2251 (H-D-Val-Leu-Lys-pNA × 2HCl), pH 7,4  

и по 0,2 см3 раствора субстрата (0,01 см3).
В опытную кювету вносили 0,05 см3 раствора исследуемого образца (молочной сыворотки)  
и 0,002 см3 аминокапроновой кислоты концентрацией 5 %, в контрольную – 0,2 см3 буфера. 

Затем добавляли 0,5 см3 раствора урокиназы (C1376H2145N383O406S18) концентрацией 5000 МЕ/мл. 
Содержимое кювет перемешивали и инкубировали при температуре 37 °С в течение 30 мин

Измерение величины абсорбции опытной пробы и контрольной при 405 нм.  
Скорость образования п-нитроанилина (pNA) рассчитывается из линейных  

частей кривых поглощения от времени.
Активность плазмина измеряется в исследуемом образце без добавления урокиназы. 

Активность, полученная из плазминогена, рассчитывается по разнице. Субстрат  
с урокиназой, но без молочной сыворотки – контрольный образец
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Активность плазмина (Апл, ед/см3)  
определяли по формуле:

где V – объем смеси; v – объем образца (0,2 см3);  
E405 – коэффициент абсорбции n-нитроанилина  
(E405 = 10,4 мМ–1см–1); d – длина оптического пути (1 см);  
ΔА/мин – изменения абсорбции в минуту.

Результаты и их обсуждение  
При производстве сыров важным технологическим 
этапом является нормализация смеси по массовой 
доле жира и массовой доле белка. Коэффициент 
нормализации важен при производстве сыров 
твердой группы. Нормализация по массовой доле 
белка концентратом мицеллярного казеина способ-
ствует изменению соотношения между казеином 
и сывороточными белками в сторону увеличения 
содержания казеиновых фракций, а следовательно, 
их переходу в белковый сгусток. При этом воз-
можно возникновение технологических рисков, 
связанных с увеличением содержания ферментов 
системы «плазмин – плазминоген», способных 
участвовать в протеолизе сырной массы [18].

Количественное определение плазмина устано- 
вило, что максимальная активность фермента 
наблюдалась в сыре на третьи сутки созревания,  
в отличие от концентрата мицеллярного казеина, 
контрольного образца и сыворотки подсырной.  
В конце созревания на 70 сутки наблюдалось сни-
жение активности фермента (рис. 3, табл. 1).

Исследование влияния активности плазмина на 
гидролиз казеина показало, что активность плаз-
мина увеличивается в концентрате мицеллярного 
казеина, а также в сыре на третий день созревания 
с концентратом мицеллярного казеина, что приво-
дит к ускорению созревания и изменению текстур-
ных характеристик сыра. По окончании созревания 

Таблица 1. Активность плазмина, плазминогена в исследуемых образцах при pH 7,4 и 37 °C

Наименование  
исследуемого  

образца
Показатель

Контрольный 
образец

КМК Молоко 
сырое

Нормализованная 
смесь с КМК

Сыр Д + 3 
с КМК

Сыр  
Д + 70  
с КМК

Сыворотка 
подсырная

Массовая доля белка, % 0 12,00 3,34 4,0 32,68 36,40 0,65

Активность плазмина, ед/см3 < 0,01 1,02 0,13 0,31 0,75 0,460 < 0,01

Активность плазминогена, ед/см3 0,02 8,34 1,25 5,66 5,85 5,47 0,03
 
Примечание: КМК – концентрат мицеллярного казеина.

Апл = 𝑉𝑉𝑉𝑉
𝑣𝑣𝑣𝑣 × 𝐸𝐸𝐸𝐸405× 𝑑𝑑𝑑𝑑

 ΔA/мин 

 

Примечание: КМК – концентрат мицеллярного казеина.

Рисунок 3. Изменение активности ферментной системы 
«плазмин – плазминоген» в образцах 
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сыра наблюдалось снижение активности фермента, 
что свидетельствует о высвобождении аминокис-
лот из пептидов. Результаты исследования показы-
вают, что фермент остается связным с белковым 
матриксом и не переходит в подсырную сыворотку. 

Скорость высвобождения аминокислот в сыре, выра-
ботанном с применением концентрата мицелляр-
ного казеина, выше. Анализ содержания свободных 
аминокислот (табл. 2) позволил определить, что при 
производстве твердых сыров с высокой температу-
рой второго нагревания нативный фермент плазмин 
совместно с ферментами, продуцируемыми заквасоч-
ными микроорганизмами, обеспечили более глубокий 
протеолиз с образованием аминокислот (их в 1,35 раз 
больше, чем пептонов), что позволило в равных усло-
виях сократить сроки созревания сыров на 18–22 %.

Выводы 
Интенсификация технологических процессов 
способствует росту производственных мощностей 
за счет повышения выхода готового продукта при 
увеличении содержания казеиновых фракций при 
производстве твердых сычужных сыров. Одно из 

направлений, позволяющих реализовать данную 
стратегию, – оценка активности нативных фермен-
тов в нормализованных смесях для производства 
твердого сыра, а также исследование их влияния на 
компоненты сухого вещества по всему технологиче-
скому процессу переработки. Проведенные иссле-
дования установили целесообразность применения 
спектрофотометрического метода контроля актив-
ности нативных ферментов системы «плазмин – 
плазминоген» в нормализованных смесях с концен-
тратом мицеллярного казеина, сыворотке и готовом 
продукте. Доказано, что плазмин обеспечивает 
более глубокий протеолиз казеина во время созре-
вания твердого сыра. Это подтверждается увеличе-
нием на 34–38 % содержания свободных аминокис-
лот в образце сыра с высокой температурой второго, 
нагревания с концентратом мицеллярного казеина 
в сравнении с контрольным образцом. Таким образом 
продолжительность созревания сыра сокращается на 
18–22 %. Применение адаптированного спектрофото-
метрического метода анализа активности плазмина в 
нормализованных смесях при производстве твердого 
сыра также позволит корректировать технологиче-
ские режимы для получения стандартного по физико-
химическим показателям готового продукта. 
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Таблица 2. Аминокислотный состав в твердом сыре на 70 день созревания, мг/100 г

Наименование показателя Сыр Д + 70 с КМК Сыр Д + 70 (контрольный образец)

Триптофан 265,3 ± 20,0 547,4 ± 20,0

Глутамин + глутаминовая кислота 7813,5 ± 20,0 4735,2 ± 20,0

Аспарагин + аспарагиновая кислота 2896,7 ± 20,0 1816,8 ± 20,0

Цистин 272,2 ± 24,0 123,3 ± 24,0

Аргинин 641,7 ± 23,0 587,1 ± 23,0

Лизин 1834,8 ± 18,0 1025,8 ± 18,0

Тирозин 1211,2 ± 23,0 1108,0 ± 23,0

Фенилаланин 1374,0 ± 23,0 1074,6 ± 23,0

Гистидин 679,3 ± 23,0 572,4 ± 23,0

Лейцин + изолейцин 3627,9 ± 18,0 3145,1 ± 18,0

Метионин 2103,4 ± 23,0 547,4 ± 23,0

Валин 1369,3 ± 18,0 1404,3 ± 18,0

Пролин 2916,7 ± 18,0 2497,1 ± 18,0

Треонин 997,8 ± 18,0 944,3 ± 18,0

Серин 1442,5 ± 18,0 781,0 ± 18,0

Аланин 772,1 ± 18,0 751,2 ± 18,0

Глицин 513,4 ± 18,0 490,0 ± 18,0

Итого 30 791,80 22 673,00
 
Примечание: КМК – концентрат мицеллярного казеина.
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Measuring the Activity of Native Plasmin Enzyme in Milk and Milk Sources 
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original article

Abstract. During the casein hydrolysis that occurs as hard cheese ripens, plasmin can alter the properties of the casein network, the ripening 
rate, and the texture of the final product. This research featured a model mixture of micellar casein concentrate, high-scald cheese curd, and 
whey. Spectrophotometry was used to determine the activity of the native plasmin–plasminogen enzyme system, as well as the effect of 
these enzymes on cheese curd proteolysis. The plasmin activity in the micellar casein concentrate and the experimental cheese sample was 
higher than that of the control sample on the third day of ripening. By the end of the ripening period, the experimental cheese demonstrated a 
decrease in enzyme activity, indicating the release of amino acids from peptides, while the enzyme remained bound to the protein matrix and 
did not migrate into the whey. The rate of amino acid release in the cheese with micellar casein concentrate was 1.35 times higher, potentially 
allowing for a 20% reduction in cheese ripening time. Spectrophotometry proved effective in monitoring the plasmin–plasminogen enzyme 
system activity in cheesemaking, making it possible to achieve target technological parameters and optimize production processes.

Keywords: hard cheeses, micellar casein concentrate, plasmin activity, microstructure, spectrophotometry
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