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Исследовано влияние механических и физических методов дезинтеграции клеток на активность бе-
та-галактозидаз лактозосбраживающих дрожжей и молочнокислых бактерий после раздельного и
совместного культивирования в пермеате молочной сыворотки. Установлено, что с точки зрения
активности фермента наиболее эффективными являются обработка ультразвуком и тепловое воз-
действие, применение которых позволило получить бета-галактозидазу с существенно большей ак-
тивностью (в 2–10 раз), чем при использовании перемешивания с кварцевым песком и стеклянны-
ми шариками. Совместное культивирование некоторых штаммов дрожжей и вязких штаммов молочно-
кислых бактерий позволило получить комбинированные ферментные препараты бета-галактозидаз с
более высокой активностью, чем бета-галактозидазы отдельных продуцентов. Наибольшая лактаз-
ная активность (0.8–0.9 МЕ/см3) была получена при использовании тепловой обработки и вязкого
штамма Lactobacillus acidophilus в комбинации с дрожжами Kluyveromyces marxianus Y-1338 и Kluyvero-
myces lactis Y-1333.
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Бета-галактозидазы (EC 3.2.1.23, CAS 9031-11-2) –
группа ферментов, имеющих важное промышлен-
ное значение. Традиционное применение бета-га-
лактозидаз основано на их способности гидроли-
зовать лактозу, что позволяет получать молочные
продукты для людей с лактазной недостаточно-
стью, сладкие глюкозо-галактозные сиропы, пи-
тательные среды для микроорганизмов, предот-
вращать кристаллизацию лактозы в сгущенных
консервах [1, 2]. В последние годы все шире ис-
пользуют трансгликозилирующую активность бе-
та-галактозидаз, благодаря которой можно созда-
вать гликановые блоки важнейших гликоконъюга-
тов для выяснения их биологических функций,
улучшать растворимость, стабильность и биоло-
гическую активность веществ, применяемых в пи-
щевой, медицинской и косметической промыш-

ленности [3, 4]. В частности, бета-галактозидазы
могут катализировать реакции превращения лак-
тозы в лактулозу, галактоолигосахариды и другие
пребиотики [4, 5].

Свойства бета-галактозидаз влияют на скорость
и соотношение реакций гидролиза и трансгликози-
лирования, а также на состав, структуру и физиоло-
гические свойства получаемых олигосахаридов [6,
7]. Для промышленного производства ферментных
препаратов бета-галактозидаз обычно используют
признанные безопасными продуценты – дрожжи
рода Kluyveromyces (K. lactis, K. marxianus), плесени
Aspergillus (A. oryzae, A. niger), бактерии Bacillus cir-
culans [7, 8]. К наиболее изученным и широко
применяемым в биотехнологии продуцентам от-
носится K. lactis [9]. Способностью гидролизовать
лактозу обладают также молочнокислые микро-
организмы. В последние годы проводятся иссле-
дования, направленные на получение и повыше-
ние активности их бета-галактозидаз [10–12].

Список сокращений: КП – кварцевый песок, МЕ – между-
народные единицы, СШ – стеклянные шарики, ТО – теп-
ловая обработка, УЗ – ультразвуковая обработка, УФ –
ультрафильтрация.
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Так как дрожжевые и бактериальные бета-галак-
тозидазы являются ферментами внутриклеточной
локализации, процесс их получения должен вклю-
чать стадию частичного или полного разрушения
клеток продуцентов. Для этого могут быть исполь-
зованы различные механические, физические, хи-
мические и биологические методы. Анализ лите-
ратуры показал, что имеющиеся данные об эффек-
тивности применения разных методов разрушения
клеток дрожжей и молочнокислых бактерий для
получения бета-галактозидаз, противоречивы и
трудно сопоставимы [13–21].

В настоящее время в России применяют им-
портные препараты бета-галактозидаз, основные
проблемы использования которых связаны с вы-
сокой стоимостью и угрозой санкционного давле-
ния. С точки зрения обеспечения технологиче-
ского суверенитета актуальными являются ра-
боты по получению активных ферментов этого
класса с использованием отечественных кол-
лекционных штаммов продуцентов и доступных
сырьевых источников. Следует отметить, что лакто-
зосбраживающие дрожжи рода Kluyveromyces хоро-
шо изучены российскими учеными и продолжа-
ют оставаться в центре их внимания [22, 23]. В
недавно опубликованной работе показано, что
некоторые штаммы K. marxianus превосходили
K. lactis по скорости ферментации растворов лакто-
зы, а межштаммовая гибридизация дрожжей явля-
ется перспективным методом повышения активно-
сти ферментов [24].

Учитывая симбиотический характер взаимо-
действия в молочных средах дрожжей и молочно-
кислых бактерий и особенности их метаболизма
[25], можно предположить, что совместное куль-
тивирование и последующее разрушение клеток
этих микроорганизмов позволит получить ком-
бинированные препараты бета-галактозидаз, обла-
дающие повышенной активностью. Однако публи-
каций, посвященных этому направлению не обна-
ружено. Целью данной работы было исследование
влияния механических и физических методов раз-
рушения клеток на активность бета-галактозидаз
лактозосбраживающих дрожжей и молочнокислых
бактерий после раздельного и совместного культи-
вирования в пермеате молочной сыворотки.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве продуцентов бета-галактозидаз ис-

пользовали штаммы лактозосбраживающих дрож-
жей Kluyveromyces lactis ВКМ Y-1333 и Y-1339,
Kluyveromyces marxianus ВКМ Y-459 и Y-1338 (Все-
российская коллекция микроорганизмов, г. Пу-
щино), а также молочнокислые бактерии Lactobacil-
lus acidophilus (концентрат вязких и невязких рас
ацидофильной палочки БК-Углич-АВ, оптималь-
ная температура 37–38°С) и Streptococcus thermophi-
lus (концентрат вязких и невязких рас термофиль-

ного стрептококка БК-Углич-ТВ, оптимальная
температура 40–45°С) производства ФГУП “Экс-
периментальная биофабрика” Россельхозакаде-
мии, г. Углич. Для получения среды культивиро-
вания продуцентов использовали сывороточный
продукт сухой (пермеат) (ПАО Молочный комби-
нат “Воронежский” филиал “Калачеевский сырза-
вод”) с массовой долей влаги 1.38%, белка 3.44%,
золы 4.1%, рН восстановленного продукта 6.5.

В качестве объектов исследования использо-
вали неочищенные ферментные препараты бета-
галактозидаз, полученные с применением дрож-
жей или дрожжей и молочнокислых бактерий.

Исследования проводили по типовым и обще-
принятым методикам. Количество жизнеспособ-
ных молочнокислых микроорганизмов определя-
ли методом наиболее вероятного числа микро-
организмов согласно ГОСТ 33951-2016 “Молоко
и молочная продукция. Методы определения
молочнокислых микроорганизмов”. Количество
дрожжей определяли методом счета колоний по
ГОСТ 33566-2015 “Молоко и молочная продук-
ция. Определение дрожжей и плесневых грибов”
и МУК 4.2.2884-11 “Методы микробиологического
контроля объектов окружающей среды и пищевых
продуктов с использованием петрифильмов”.

Активность бета-галактозидаз определяли об-
щепринятым методом, основанном на измерении
интенсивности окраски о-нитрофенола, образу-
ющегося при гидролизе ферментом синтетиче-
ского субстрата о-нитрофенил-β-D-галактопира-
нозида (о-НФГ) [26]. К 50 мкл раствора бета-га-
лактозидазы (суспензия с дезинтегрированными
клетками) добавляли 2 см3 1.25 мМ раствора о-НФГ
в буфере (50 мМ КН2РО4, рН 6.6–6.8), смесь инку-
бировали при температуре 37°С в течение 5 мин. Ре-
акцию останавливали добавлением 0.5 см3 1М рас-
твора Na2CO3. Оптическую плотность полученной
пробы, содержащей образовавшийся о-нитрофе-
нол, измеряли при длине волны 420 нм. Активность
β-галактозидазы А рассчитывали по формуле:

где D – оптическая плотность раствора при 420 нм;
ε – коэффициент молекулярной экстинкции о-нит-
рофенола, л/ммоль·см (ε = 4.5); t – время инкуба-
ции, мин; V – объем реакционной смеси, см3; Vпр –
объем ферментного препарата, см3.

При получении ферментных препаратов куль-
тивирование клеток для накопления биомассы
продуцентов бета-галактозидаз на первом этапе
проводили раздельно. Молочнокислые микроор-
ганизмы активизировали в обезжиренном молоке
в течение 24 ч при оптимальной температуре, по-
сле чего 5% полученной закваски вносили в стери-
лизованный восстановленный пермеат подсырной
сыворотки, тщательно перемешивали и инкубиро-

пр

,DVА
tV

=
ε
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вали при оптимальной температуре в течение 24 ч.
Коллекционные штаммы дрожжей активизировали
путем пересева на плотную питательную среду Са-
буро (скошенный агар) и инкубации в течение 24 ч
при оптимальной температуре, после чего готовили
суспензию клеток в фосфатном буфере с оптиче-
ской плотностью OD460 = (0.15 ± 0.02). Оптическую
плотность измеряли с помощью спектрофотометра
UNICO 2800UV/VIS (United Products & Instru-
ments, США). Для перемешивания суспензии ис-
пользовали встряхиватель медицинский вибра-
ционный Vortex (Elmi, Латвия). Далее 1 см3 полу-
ченной суспензии вносили в коническую колбу
со 150 см3 стерилизованного восстановленного
УФ-пермеата с массовой долей сухих веществ
6.5%, тщательно перемешивали и инкубировали в
условиях аэрации в шейкер-инкубаторе ES 20/60
(SIA Biosan, Латвия) при температуре (30 ± 2)°С и
перемешивании 100 об./мин в течение 24 ч для
накопления биомассы.

На втором этапе проводили совместное культи-
вирование дрожжей и молочнокислых бактерий.
Для этого ферментированный дрожжами пермеат
смешивали в соотношении 1 : 1 с пермеатом, фер-
ментированным молочнокислыми микроорганиз-
мами, полученную смесь выдерживали в анаэроб-
ных условиях в инкубаторе с углекислой средой
SANYO MCO-20AIC (AWTech, Япония) при тем-
пературе (30 ± 2)°С, концентрации СО2 6% в тече-
ние 24 ч для дополнительного накопления био-
массы культур и продуктов их метаболизма, в т. ч.
этилового спирта, который способствует пермеа-
билизации клеток и выделению ферментов. Далее
полученные образцы подвергали различным спосо-
бам обработки для инактивации клеток и получе-
ния неочищенных ферментных препаратов.

Разрушение клеток с использованием абрази-
вов осуществляли следующим образом. Клеточ-
ную суспензию смешивали с кварцевым песком
(диаметр частиц 0.1–0.3 мм) из расчета 1 г песка
на 1 см3 ферментационного пермеата. Один цикл
обработки включал: перешивание на встряхива-
теле Vortex (Elmi) при максимальной скорости вра-
щения в течение 1 мин, охлаждение на ледяной ба-
не в течение 1 мин. Цикл повторяли трижды, по-
сле чего образцы обрабатывали на центрифуге
Allegra 64R (Beckman Coulter, США) при скорости
1750 g и температуре (4 ± 2)°С в течение 15 мин.
Далее отбирали надосадочную жидкость и прово-
дили определение активности бета-галактозидазы.
Разрушение клеток с помощью стеклянных ша-
риков (диаметр 0.2 мм) осуществляли аналогич-
ным образом.

Разрушение клеток с помощью ультразвука
проводили с использованием процессора
Hielscher UP400S (Hielscher Ultrasonics, Германия) и
сонотрода Н7 (диаметр 7 мм, максимальная ампли-
туда 175 мкм, интенсивность 300 Вт/см2). В случае

дрожжевых клеток были выбраны следующие ре-
жимы: амплитуда 40%, продолжительность обра-
ботки 20 с “пульс” + 40 с “отдых”. Общее время
воздействия составляло 7 мин. Для молочнокис-
лых микроорганизмов были выбраны следующие
параметры: амплитуда 30%, продолжительность
обработки 30 с “пульс” + 45 с “отдых”. Данный
цикл повторяли 8 раз. Сразу после воздействия уль-
тразвуком проводили измерение активности вы-
деленных бета-галактозидаз.

Для термической инактивации клеток образцы,
ферментированные дрожжами и молочнокислыми
микроорганизмами, после окончания процесса
культивирования подвергали нагреванию при тем-
пературе (50 ± 2)°С в течение 24 ч, охлаждали до
(22 ± 2)°С и проводили определение активности
бета-галактозидаз.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
1. Определение количества клеток продуцентов 
бета-галактозидаз на разных этапах раздельного 

и совместного культивирования
1.1. Раздельное культивирование дрожжей и мо-

лочнокислых бактерий
Результаты определения количества клеток про-

дуцентов бета-галактозидаз на первом этапе раз-
дельного культивирования представлены в табл. 1.

Согласно данным табл. 1, в исходном пермеате
находилось примерно одинаковое количество кле-
ток дрожжей (lgN (3.8 ± 0.2) КОЕ/см3). Исключе-
нием являлся штамм K. lactis Y-1339, рост которо-
го во всех экспериментах был более слабым на среде
Сабуро и тест-пластинах при той же исходной опти-
ческой плотности суспензии клеток (0.15 ± 0.02),
приготовленной из колоний, выросших на плот-
ной питательной среде в тех же условиях, что и
другие дрожжи. В дальнейшем число клеток K. lactis
Y-1339 было на 1–3 порядка меньше, чем у осталь-
ных дрожжей, как при раздельном, так и при сов-
местном культивировании в пермеате, однако ско-
рость роста всех штаммов дрожжей была сопоста-
вима.

На первом этапе раздельного культивирова-
ния разные штаммы дрожжей показывали разную
скорость роста в пермеате. Наиболее активным
развитием отличался штамм K. marxianus Y-1338,
количество клеток которого увеличилось за 24 ч
культивирования примерно на 3 порядка. Другие
штаммы за этот период накапливали меньше био-
массы, по этому показателю их можно располо-
жить в следующий ряд по мере снижения количе-
ства клеток: K. lactis Y-1333> K. marxianus Y-459>
K. lactis Y-1339.

Количество молочнокислых бактерий в исход-
ном пермеате находилось примерно на одном уров-
не (разброс значений lgN для четырех штаммов не
превышал 0.3), в течение первых 24 ч раздель-
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ного культивирования их число увеличилось на
(1.0–1.5) lg N.

1.2. Совместное культивирование дрожжей с
вязкими и невязкими штаммами St. thermophilus

Результаты определения количества клеток
дрожжей и St. thermophilus, полученные на этапе
их совместного культивирования представлены
в табл. 2 и 3.

На этапе совместного культивирования штамм
K. marxianus Y-459 хорошо развивался с термо-
фильным стрептококком, лучше всего – с вяз-
ким St. thermophilus (В), давая через 24 ч прибав-
ление по показателю lgN на 35%. Вязкие и невязкие
штаммы термофильного стрептококка не оказали
существенного влияния на количество K. marxianus

Y-1338. K. lactis продолжили развиваться в перме-
ате в присутствии молочнокислых кокков, ис-
пользованных в опыте, причем оба штамма дрож-
жей лучше росли в присутствии вязких штаммов
St. thermophilus. Количество клеток K. lactis Y-1333
увеличилось на 19%, K. lactis Y-1339 на 17%.

В случае совместного с дрожжами культивиро-
вания на развитие вязкого St. thermophilus положи-
тельно повлияли два штамма K. marxianus (Y-459 и
Y-1338). Оба с увеличением lgN через 24 ч на 5.3%
и K. lactis Y-1339 (на 7.9%), остальные штаммы су-
щественного воздействия не оказали. Количество
клеток невязкого St. thermophilus (НВ) снизилось
через 24 ч культивирования со всеми исследован-

Таблица 1. Количество клеток дрожжей и молочнокислых бактерий на этапе раздельного культивирования
Table 1. Cell counts of yeast and lactic acid bacteria at the separate cultivation

Культура
Количество клеток (lgN, КОЕ/см3) после культивирования в течение

0 ч 24 ч

K. marxianus Y-459 3.8 ± 0.4 5.5 ± 0.6
K.marxianus Y-1338 3.7 ± 0.3 7.1 ± 0.3
K. lactis Y-1333 3.6 ± 0.4 5.8 ± 0.3
K. lactis Y-1339 1.9 ± 0.5 4.2 ± 0.7
St. thermophilus В 6.3 ± 0.3 7.6 ± 0.5
St. thermophilus НВ 6.2 ± 0.4 7.7 ± 0.5
Lb. acidophilus В 6.0 ± 0.3 7.0 ± 0.4
Lb. acidophilus НВ 6.1 ± 0.2 7.4 ± 0.6

Таблица 2. Количество клеток дрожжей на этапе совместного культивирования с St. thermophilus
Table 2. Count of yeast cells at the stage of co-culture with St. thermophilus

Примечание: S. t В – вязкий штамм St. thermophilus, S. t НВ – невязкий штамм St. thermophilus. 
Note: S. t В – viscous strain St. thermophilus, S. t НВ – non-viscous strain St. thermophilus.

Культура дрожжей
Количество клеток (lgN. КОЕ/см3) после совместного культивирования

S. t В S. t НВ

K. marxianus Y-459 7.4 ± 0.1 7.1 ± 0.2
K.marxianus Y-1338 7.3 ± 0.2 7.0 ± 0.1
K. lactis Y-1333 6.9 ± 0.3 6.5 ± 0.3
K. lactis Y-1339 4.9 ± 0.5 4.6 ± 0.2

Таблица 3. Количество клеток St. thermophilus на этапе совместного культивирования с дрожжами
Table 3. Count of St. thermophilus cells at the stage of co-cultivation with yeast

Культура
молочнокислых 

бактерий

Количество клеток (lgN. КОЕ/см3) после совместного культивирования

K. marxianus K. lactis

Y-459 Y-1338 Y-1333 Y-1339

St. thermophilus В 8.0 ± 0.4 8.0 ± 0.2 7.6 ± 0.5 8.2 ± 0.2
St. thermophilus НВ 6.7 ± 0.3 7.0 ± 0.3 6.5 ± 0.5 7.2 ± 0.2
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ными дрожжами, наиболее существенно – с K. lactis
Y-1333 (на 15.6% по lgN).

1.3. Совместное культивирование дрожжей с
вязкими и невязкими штаммами Lb. acidophilus

Результаты определения количества клеток
дрожжей и Lb. acidophilus, полученные на этапе
их совместного культивирования представлены
в табл. 4 и 5.

K. marxianus Y-459 продолжил развиваться в пер-
меате в присутствии ацидофильной палочки, наи-
более существенное прибавление по значению lgN
было отмечено в опытах с невязким штаммом и со-
ставило 22%. Также как в экспериментах с St. ther-
mophilus вязкие и невязкие штаммы Lb. acidophilus
не повлияли на количество клеток K. marxianus Y-
1338. Культивирование K. lactis Y-1333 совместно
с вязким Lb. acidophilus оказало положительное
влияние на показатель lgN. обеспечив его увеличе-
ние за 24 ч на 21%, в случае невязкого штамма суще-
ственного влияния на дрожжи не выявлено. В опы-
тах с K. lactis Y-1339 добавление невязкого штамма
ацидофильной палочки привело к росту lgN на 14%,
культивирование дрожжей совместно с невязким
Lb. acidophilus значимого влияния на их развитие на
оказало.

Вязкие штаммы Lb. acidophilus показали суще-
ственное уменьшение lgN при совместном куль-
тивировании с K. lactis Y-1333 (на 12.9%), а невяз-
кие – увеличение этого показателя со штаммом
K. marxianus Y-459 (на 6.8%).

2. Определение активности бета-галактозидаз, 
полученных после раздельного и совместного 

культивирования дрожжей и молочнокислых бактерий

Результаты определения активности неочищен-
ных комбинированных препаратов бета-галактози-
даз, полученных после раздельного культивиро-
вания дрожжей и молочнокислых бактерий пред-
ставлены на рис. 1.

Анализ диаграмм на рис. 1а позволяет сделать
вывод о том, что активность бета-галактозидазы
дрожжей после ультразвуковой (УЗ) и тепловой об-
работки (ТО) была в 2–3 раза выше, чем при ис-
пользовании перемешивания с абразивами. Ис-
ключением являлась бета-галактозидаза штамма
K. lactis Y-1339, активность которой была пример-
но одинаковой независимо от выбранного спосо-
ба разрушения клеток (разница в значениях не
превышала 5%).

Применение УЗ обеспечивает более высокую
активность бета-галактозидазы, чем при ТО. Для
дрожжей K. marxianus Y-459 этот параметр больше
на 19%, K. lactis Y-1333 на 15.3%, а для K. marxianus
Y-1338 практически в 2 раза больше, чем в опытах
с ТО.

В опытах с ТО ферментативная активность прак-
тически всех видов дрожжей была в 2 раза выше,
чем при обработке кварцевым песком (КП) и стек-
лянными шариками (СШ). Максимальные значе-
ния активности фермента (0.626 ± 0.02) МЕ/см3 и
(0.556 ± 0.01) МЕ/см3 были получены для дрожжей
K. marxianus Y-1338 и Y-459 (УЗ) соответственно.

Таблица 4. Количество клеток дрожжей на этапе совместного культивирования с Lb. acidophilus
Table 4. Count of yeast cells at the stage of co-culture with Lb. acidophilus

Примечание: L. a В – вязкий штамм Lb. acidophilus, L. a НВ – невязкий штамм Lb. acidophilus.
Note: L. a В – viscous strain Lb. acidophilus, L. a НВ – non-viscous strain Lb. acidophilus.

Культура дрожжей
Количество клеток (lgN. КОЕ/см3) после совместного культивирования

L. a В L. a НВ

K. marxianus Y-459 6.0 ± 0.5 6.7 ± 0.2
K.marxianus Y-1338 7.1 ± 0.2 7.1 ± 0.1
K. lactis Y-1333 7.0 ± 0.2 5.9 ± 0.4
K. lactis Y-1339 4.4 ± 0.3 4.8 ± 0.3

Таблица 5. Количество клеток Lb. acidophilus на этапе совместного культивирования с дрожжами
Table 5. Count of Lb. acidophilus cells at the stage of co-cultivation with yeast

Культура
молочнокислых 

бактерий

Количество клеток (lgN. КОЕ/см3) после совместного культивирования

K. marxianus K. lactis

Y-459 Y-1338 Y-1333 Y-1339

Lb. acidophilus В 6.8 ± 0.2 6.8 ± 0.1 6.1 ± 0.3 7.0 ± 0.3
Lb. acidophilus НВ 7.9 ± 0.1 7.2 ± 0.3 7.6 ± 0.2 7.4 ± 0.4
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Анализ результатов активности бета-галакто-
зидазы молочнокислых микроорганизмов, пред-
ставленных в диаграмме на рис. 1b свидетельству-
ет о том, что после УЗ и ТО этот показатель был
существенно (в 2–3 раза) выше, чем в случае при-
менения методов перемешивания с абразивами.
При использовании УЗ максимальная активность
фермента была получена для вязкого штамма Lb.
acidophilus (на 6.2% больше, чем в опытах с ТО),
из невязкого штамма была в 1.6 раз ниже этого
значения и на 27.8% меньше, чем в опытах с ТО.

Активность фермента из вязкого и невязкого
штаммов St. thermophilus после УЗ обработки была

примерно одинаковой (разница в значениях не
превышала 4%). При ТО вязкого штамма этот па-
раметр был выше на 12%, а для невязкого ниже на
35.3%. В случае обработки клеток молочнокис-
лых микроорганизмов стеклянными шариками
бета-галактозидаза демонстрировала активность
на (13–54)% выше, чем после кварцевого песка,
наибольшая разница была отмечена для вязкого
штамма ацидофильной палочки.

Полученные результаты подтверждают имею-
щуюся в литературных источниках информацию
о возможности и эффективности применения УЗ
для разрушения клеток микроорганизмов с целью

Рис. 1. Зависимость активности бета-галактозидаз от способа дезинтеграции клеток: а – дрожжей, b – молочнокислых
микроорганизмов при раздельном культивировании (КП – с кварцевым песком, СШ – со стеклянными шариками,
УЗ – ультразвуком, ТО – тепловой обработкой). 
Fig. 1. Dependence of beta-galactosidase activity on the cell disruption method: a – yeast. b – lactic acid microorganisms during
separate cultivation (КП – with quartz sand. СШ – with glass beads. US – ultrasound. HT – heat treatment.
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получения внутриклеточных бета-галактозидаз
[28]. Данные настоящих исследований с молочно-
кислыми микроорганизмами близки к результатам
работы [30], проведенной с клетками St. thermophi-
lus. Однако этими авторами использованы не-
сколько иные режимы ультразвукового воздей-
ствия (мощность 60 Вт, температура 4°C). Актив-
ность полученной при этом бета-галактозидазы
составила 0.660 МЕ/мл. В другой работе [16] соче-
тание обработки клеток Lb. acidophilus ATCC 4356
в ультразвуковой ванне с попеременным замора-
живанием-оттаиванием позволило получить бета-
галактозидазу активностью 0.322 МЕ/мл, в то время
как использование только УЗ-воздействия привело
к снижению этого показателя до 0.157 МЕ/мл. Со-
поставление полученных результатов (рис. 1 и 2) с

данными других исследований, затруднено ввиду
использования авторами иных культур молочно-
кислых микроорганизмов и дрожжей, отсутствия
информации о параметрах воздействия и приме-
нения других режимов пермеабилизации клеток,
а также представления показателя активности бе-
та-галактозидазы в других единицах измерения
[13–20, 29, 31].

В целом представленные результаты соответ-
ствуют литературным данным о том, что активность
бета-галактозидазы зависит не только от вида, но и
от штамма продуцента, а также от выбранного
способа и режимов дезинтеграции клеток. Клет-
ки грамположительных микроорганизмов (дрож-
жи, молочнокислые микроорганизмы и др.) с тру-
дом поддаются пермеабилизации, что объясняет-

Рис. 2. Зависимость активности бета-галактозидаз от способа дезинтеграции клеток: а – дрожжей и St. thermophilиs В
(StB), b – дрожжей и St. thermophilus НВ (StHB) при совместном культивировании. 
Fig. 2. Dependence of beta-galactosidase activity on the cell disruption method: a – yeast and St. thermophilиs viscous strains
(StB), b – yeast and St. thermophilиs non-viscous strains (StНB) during co-cultivation.
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ся строением их клеточной стенки, а именно
наличием в ней выраженного слоя пептидогликана,
который придает жесткость и образует основной
структурный каркас бактериальной клетки [32].
Сравнительно высокая активность фермента, полу-
ченного в результате теплового воздействия может
быть обусловлена тем, что термическая обработка
индуцирует транслокацию бета-галактозидазы из
цитоплазматического пространства в периплазма-
тическое, тем самым облегчая последующее разру-
шение клеточной стенки и выделение фермента в
среду культивирования [27]. Низкая активность
бета-галактозидаз при применении методов пере-
мешивания с абразивами, вероятно, обусловлена
ассоциацией фермента с цитоплазматической мем-
браной [16]. Это позволяет предполагать, что фер-
менты способны сохранять связи с компонентами
клеток продуцентов после их инактивации и разру-
шения, в этом случае клеточные структуры могут
играть роль сайтов иммобилизации ферментов, и их
удаление при центрифугировании приводит к сни-
жению активности ферментных препаратов.

Результаты определения активности неочи-
щенных комбинированных препаратов бета-га-
лактозидаз, полученных после совместного культи-
вирования дрожжей с вязкими и невязкими штам-
мами St. thermophilus показаны на рис. 2.

Согласно диаграммам на рис. 2а активность
комбинированных бета-галактозидаз разных дрож-
жей и вязкого термофильного стрептококка по-
сле УЗ и ТО была существенно (в 2–10 раз) выше,
чем после истирания с песком и стеклянными ша-
риками. При использовании ТО самая высокая ак-
тивность ферментов была достигнута в суспензии
клеток, полученной после совместного культи-
вирования St. thermophilиs В с K. marxianus Y-459
и K. lactis Y-1333. В первом случае способ обра-
ботки существенно не повлиял на этот параметр,
а во втором активность фермента была в 1.6 раза
выше, чем в опытах с УЗ. В опытах с УЗ обработ-
кой наиболее активными были бета-галактозида-
зы в суспензии, полученной после совместного
культивирования St. thermophilиs В с K. marxianus
Y-1338 (в 1.9 раза выше, чем в опытах с ТО) и K. lactis
Y-1339 (в 1.5 раза выше, чем в опытах с ТО). Макси-
мальные значения активности комбинированных
бета-галактозидаз на уровне (0.75 ± 0.02) МЕ/см3

были получены после совместного культивирова-
ния St. thermophilus В с K. lactis Y-1333 (ТО) и K. marx-
ianus Y-1338 (УЗ).

Активность ферментов, полученных в анало-
гичных экспериментах с невязким термофильным
стрептококком (рис. 2b), была существенно ниже,
чем в опытах с вязкими штаммами. Относительно
высокая активность на уровне (0.45 ± 0.02) МЕ/см3

отмечена для бета-галактозидазы после УЗ обра-
ботки суспензии, полученной в результате сов-
местного культивирования St. thermophilus НВ с

K.marxianus Y-459 (в 1.6 раза больше, чем после
ТО, но в 1.4 раза меньше, чем в опытах с вязким
штаммом). Активность ферментов после УЗ об-
работки всех остальных штаммов была ниже, хотя
в целом этот метод был более эффективен, чем
другие способы разрушения клеток (за исключе-
нием опытов с K. lactis Y-1333 и St. thermophilus
НВ).

При сравнении данных по активности бета-га-
лактозидаз дрожжей и молочнокислых бактерий
при раздельном и совместном культивировании
дрожжей с вязким St. thermophilus установлено, что
совместное культивирование позволило получить
комбинированные ферментные препараты, актив-
ность которых была существенно выше, чем ак-
тивность бета-галактозидаз дрожжей во всех опытах
с тепловой обработкой (для K. marxianus Y-459 –
выше на 37.9%, K. lactis Y-1333 – на 89.7%, K. mar-
xianus Y-1338 – на 14.7%, K. lactis Y-1339 – на
78.4%). Такой же эффект был получен в большин-
стве экспериментов с УЗ обработкой: для K. mar-
xianus Y-459 – выше на 12.1%, K. marxianus Y-1338 –
на 19.2%, K. lactis Y-1339 – на 58.7%, за исключе-
нием опытов с K. lactis Y-1333 (без изменений).

Активность комбинированных ферментных
препаратов в большинстве опытов была выше,
чем активность бета-галактозидазы St. thermophi-
lus В: с K. marxianus Y-459 – на 31.7% после УЗ и на
20% после ТО, K. lactis Y-1333 – на 34% после ТО,
K. marxianus Y-1338 – на 57.7% после УЗ, K. lactis
Y-1339 – на 21.8% после УЗ. Однако в некоторых
случаях наблюдали снижение активности фер-
ментов после совместного культивирования по
сравнению с активностью бета-галактозидазы
St. thermophilиs В: с K. lactis Y-1333 – на 6.1% после
УЗ, K. marxianus Y-1338 и K. lactis Y-1339 – на
28.7% после ТО. Возможно это связано с более
высокой термоустойчивостью термофильного
стрептококка и его ферментов по сравнению с не-
которыми штаммами дрожжей.

Результаты определения активности неочищен-
ных комбинированных препаратов бета-галактози-
даз, полученных после совместного культивирова-
ния дрожжей с вязкими и невязкими штаммами
Lb. acidophilus представлены на рис. 3.

Анализ данных на рис. 3а показал, что актив-
ность комбинированных бета-галактозидаз раз-
ных дрожжей и вязкой ацидофильной палочки
после УЗ и ТО была существенно (в 2–8 раз) вы-
ше, чем после механического разрушения с пес-
ком и стеклянными шариками, что соответствует
результатам экспериментов с вязким термофиль-
ным стрептококком. Самая высокая активность
ферментов в этой серии опытов была достигнута
после ТО суспензии клеток, полученной в резуль-
тате совместного культивирования Lb. acidophilus
В с дрожжами K. marxianus Y-459, K. lactis Y-1333,
K. marxianus Y-1338 (на уровне (0.82 ± 0.04) МЕ/см3,
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что в 1.3 раза выше, чем в опытах с УЗ). Актив-
ность фермента K. lactis Y-1339 (ТО) составила
(0.6 ± 0.03) МЕ/см3, что было примерно в 1.3 раза
выше, чем в опытах с УЗ.

Наиболее активными были бета-галактозида-
зы в суспензии, полученной после совместного
культивирования Lb. acidophilus В с K. marxianus
Y-1338, однако в опытах с УЗ обработкой их актив-
ность в 1.3 раза ниже, чем в опытах с ТО. В осталь-
ных опытах с УЗ активность ферментов находилась
примерно на одном уровне (0.53 ± 0.07) МЕ/см3. В

целом можно сказать, что в опытах с Lb. acidophi-
lus В эффективность извлечения ферментов УЗ
обработкой была ниже. чем при использовании
ТО. При разрушении клеток с песком и стеклян-
ными шариками активность комбинированных
ферментных препаратов находилась на уровне
активности бета-галактозидаз отдельных культур.

Активность ферментов, полученных в анало-
гичных экспериментах с невязким штаммом ацидо-
фильной палочки (рис. 3b), была существенно ни-
же, чем в опытах с вязким штаммом. Относительно

Рис. 3. Зависимость активности β-галактозидаз от способа дезинтеграции клеток: а – дрожжей и Lb. acidophilus В, b –
дрожжей и Lb. acidophilus НВ.
Fig. 3. Dependence of beta-galactosidase activity on the cell disruption method: а – yeast and Lb. acidophilus viscous strains. b – yeast
and Lb. acidophilus non-viscous strains.
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высокую активность на уровне (0.59 ± 0.02) МЕ/см3

показали бета-галактозидазы при ТО суспензии,
полученной после совместного культивирования
Lb. acidophilus НВ с K. marxianus Y-1338 (в 1.7 раза
больше, чем после УЗ, но в 1.5 раза меньше, чем в
аналогичных опытах с вязким штаммом).

Проведено сравнение полученных данных с ре-
зультатами определения активности бета-галакто-
зидаз дрожжей и молочнокислых бактерий при их
раздельном культивировании. Совместное культи-
вирование дрожжей с вязким Lb. acidophilus позво-
лило получить комбинированные ферментные
препараты, активность которых была существенно
выше, чем активность бета-галактозидаз дрожжей
при раздельном культивировании во всех опытах с
ТО (для K. marxianus Y-459 – выше на 67%, K. lactis
Y-1333 – в 2.2 раза, K. marxianus Y-1338 – в 2.6 раза
и K. lactis Y-1339 – в 2.7 раза). Такой же эффект был
получен в экспериментах с УЗ обработкой для
K. lactis Y-1333 – выше на 38%, K. lactis Y-1339 – на
24.8%, в то время как в опытах с K. lactis Y-459 и
K. marxianus Y-1338 активность комбинированных
ферментов существенно не изменилась. Аналогич-
ные закономерности были установлены в экспери-
ментах с вязким термофильным стрептококком.

Активность комбинированных ферментных
препаратов в большинстве опытов с ТО была выше,
чем активность бета-галактозидазы Lb. acidophilus В
(рис. 1b): при совместном культивировании с
K. marxianus Y-459 – на 34.3%, K. lactis Y-1333 – на
40.8%, K. marxianus Y-1338 – на 47.8%. При этом в
опыте с ТО K. lactis Y-1339 и трех экспериментах с УЗ
(K. marxianus Y-459, K. lactis Y-1333, K. marxianus
Y-1338) наблюдали такую же активность фермен-
та, как при раздельном культивировании, а в од-
ном случае было зафиксировано снижение актив-
ности бета-галактозидаз Lb. acidophilus В после
совместного культивирования и УЗ обработки с
K. lactis Y-1339 – на 26%. Можно предположить, что
в некоторых сочетаниях дрожжи могут вызывать за-
щитный эффект в отношении молочнокислых бак-
терий в неблагоприятных условиях, поэтому они
лучше выживают при УЗ обработке.

При сравнении активности комбинированных
ферментов, полученных после совместного куль-
тивирования дрожжей и разных видов молочно-
кислых бактерий, было отмечено, что в опытах с
Lb. acidophilus именно способ разрушения клеток
с помощью ТО привел к наиболее высокой актив-
ности бета-галактозидаз. В экспериментах с St. ther-
mophilиs соотношение между эффективностью ТО и
УЗ было разным для разных штаммов. Это может
быть обусловлено высокой кислотообразующей
способностью Lb. acidophilus и повышенной ско-
ростью разрушения дрожжей путем термоавтоли-
за в кислой среде. Возможно, с этим связана и более
высокая эффективность извлечения комбиниро-
ванных ферментов и при использовании механиче-

ских методов в опытах с Lb. acidophilus, чем с St. ther-
mophilиs, однако этот эффект был более выражен
при использовании вязких штаммов.

Таким образом, среди исследованных механи-
ческих и физических методов разрушения клеток
наиболее эффективными являются обработка уль-
тразвуком и тепловое воздействие. Применение
этих способов позволило получить бета-галактози-
дазу дрожжей и молочнокислых микроорганизмов с
существенно большей активностью (в 2–10 раз),
чем при использовании перемешивания с квар-
цевым песком и стеклянными шариками. В случае
раздельного культивирования наибольшая актив-
ность бета-галактозидазы была получена после УЗ
для дрожжей K. marxianus Y-459, K. marxianus Y-1338
и вязкого штамма Lb. acidophilus (на уровне (0.6 ±
± 0.03) МЕ/см3). При применении ТО фермента-
тивная активность была ниже, среди дрожжей наи-
более активными оказались бета-галактозидазы
K. marxianus Y-459 (0.5 МЕ/см3) и K. lactis Y-1333
(0.4 МЕ/см3), из молочнокислых микроорганиз-
мов – вязкие и невязкие штаммы Lb. acidophilus, а
также невязкий штамм St. thermophilus (0.5 МЕ/см3).

Установлено что совместное культивирование
некоторых штаммов дрожжей и вязких штаммов
молочнокислых бактерий позволило получить
комбинированные ферментные препараты бета-
галактозидаз с более высокой активностью, чем бе-
та-галактозидазы отдельных продуцентов. Наи-
большая лактазная активность (0.8–0.9 МЕ/см3)
при использовании ТО была получена для вязко-
го штамма Lb. acidophilus в комбинации с дрожжа-
ми K. marxianus Y-1338 и K. lactis Y-1333. В первом
случае активность фермента была в 2.6 раз выше,
чем отдельно K. marxianus Y-1338 и на 47.8% боль-
ше, чем отдельно Lb. acidophilus В, а во втором в
2.2 раз выше, чем отдельно K. lactis Y-1333 и на
40.8% больше, чем отдельно Lb. acidophilus В. Бе-
та-галактозидаза вязкого штамма St. thermophilus
продемонстрировала наибольшую активность в
сочетании с K. lactis Y-1333 (в 1.9 раз выше, чем от-
дельно K. lactis Y-1333 и на 34% больше, чем отдель-
но St. thermophilus В) в результате ТО и с K. marxianus
Y-1338 (на 19% выше, чем отдельно K. marxianus
Y-1338 и в 1.6 раз больше, чем отдельно St. thermo-
philus В) после УЗ воздействия.

Изменение свойств комбинированных фер-
ментов, в частности трансгликозилирующей ак-
тивности, может быть связано с их структурой.
Известно, что бета-галактозидаза K. lactis отно-
сится к группе GH2 и представляет собой гомо-
тетрамер с активным участком в третьем домене,
причем в растворах он может частично диссоции-
ровать до димерной и даже мономерной формы
[9]. Бета-галактозидазы молочнокислых бакте-
рий также относятся к GH2, у St. thermophilus они
имеют гомотетрамерную структуру (тип (LacZ), а
у Lb. acidophilus – гетеродимерную (тип LacLM)
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(Коллекция функциональных свойств фермен-
тов Института биохимии и биоинформатики Тех-
нического университета Брауншвейга Германии
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ec-
no=3.2.1.23&Suchword=BGAL2-LAC1). Учиты-
вая возможность диссоциации ферментов в рас-
творах, вероятно взаимодействие их мономеров и
взаимное влияние на активные центры, участву-
ющие в реакциях трансгликозилирования. Дан-
ное предположение требует проведения дальней-
ших исследований, а выявленный эффект может
быть использован для повышения выхода лакту-
лозы в процессе ее биосинтеза.
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Comparison of Beta-Galactosidase Activity of Yeast 
and Lactic Acid Bacteria after Separate and Co-Culture
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Abstract–The influence of mechanical and physical methods of cell disruption on the activity of beta-galac-
tosidases produced by lactose-fermenting yeast and lactic acid bacteria after separate and co-cultivation in
whey permeate was studied. It was found that ultrasound and heat treatment are the most effective methods
which allow obtaining the enzyme with activity significantly higher than after quartz sand and glass beads
mealing. The beta-galactosidases received as result of co-cultivation of some yeast strains and viscous strains
of lactic acid bacteria had activity higher than beta-galactosidases from individual producers. The highest lac-
tase activity (0.8–0.9 IU/cm3) was obtained using heat treatment and the viscous strain of Lactobacillus aci-
dophilus in combination with the yeasts Kluyveromyces marxianus Y-1338 and Kluyveromyces lactis Y-1333.

Keywords: beta-galactosidase. cell disruption. enzyme activity. Kluyveromyces marxianus. Kluyveromyces lactis
Lactobacillus acidophilus. Streptococcus thermophilus. hybrid enzymes
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