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Аннотация: на примере большого количества штаммов (170 шт.) дрожжей рода 

Kluyveromyces осуществлён поиск штаммов с наибольшей активностью 

фермента β-галактозидазы. Проведено сравнение различных методов 

разрушения клеточной стенки для определения внутриклеточной β-

галактозидазы. 

 

Ключевые слова: дрожжи, Kluyveromyces, β-галактозидаза, лактаза, методы 

разрушения клеточной стенки, ферментативная активность. 

 

Β-галактозидаза или лактаза является ферментом, который широко 

применяется в пищевой промышленности. Его используют для гидролиза 

лактозы на глюкозу и галактозу, что помогает людям с гиполактозией 

употреблять молочные продукты. Лактаза используется не только для получения 

безлактозных продуктов, но и для синтеза пребиотических олигосахаридов в 

производстве функциональных пищевых продуктов [1]. 

Многонациональное генетическое исследование показывает, что 

распространенность генотипа лактазной недостаточности в России составляет 

42,8% [2], следовательно, проблема разработки методов получения β-

галактозидазы актуальна и требует большого внимания. 

Существуют различные источники фермента β-галактозидазы. Микробные 

источники (мицелиальные грибы, дрожжи, бактерии) являются основными и как 

правило их производство является менее дорогостоящим и доступным [3]. 

Лактаза, полученная из Escherichia coli, не имеет статуса GRAS. В то же 

время молочные дрожжи Kluyveromyces безопасны и способны производить 

высокую биомассу за короткий промежуток времени с максимальной удельной 

активностью [4, 5]. Оптимумом pH этого фермента находится в нейтральной 

области, что подходит для обработки молочного сырья. Поскольку β-

галактозидаза у дрожжей находится внутри клетки, фермент необходимо 

предварительно выделять из биомассы для дальнейшего использования [4]. 

Методы разрушения клеточной стенки дрожжей делятся на механические 

и немеханические. К механическим методам относят разрушение стеклянными 

шариками и гомогенизацию под высоким давлением (лабораторным клеточным 

дезинтегратором типа пресса Френча). К немеханическим методам – 

замораживание-оттаивание, обработку различными химическими веществами 

(щелочами, детергентами, органическими растворителями) или ферментами [6]. 

Нами был проведен скрининг 170 штаммов дрожжей рода Kluyveromyces 

из Всероссийской коллекции промышленных микроорганизмов НИЦ 

«Курчатовский институт» для поиска продуцентов β-галактозидазы. 

Скорость роста дрожжей Kluyveromyces на среде с лактозой и 

интенсивность брожения лактозы тесно связаны с ферментативной активностью 

β-галактозидазы. Скорость роста проверяли на среде YPLac (дрожжевой 

экстракт 5 г/литр, мясной пептон 10 г/литр, лактоза 30 г/литр). У 56 лучших 

штаммов по результатам первого этапа скрининга была определена 

интенсивность сбраживания лактозы при помощи трубок Дунбара. 

По результатам второго этапа были отобраны 5 штаммов. Далее была 
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определена динамика биосинтеза β-галактозидазы на одном из отобранных 

штаммов, которая продемонстрировала, что активность фермента достигает 

своих максимальных значений через 24 часа культивирования и в дальнейшем 

изменяется незначительно. 

Для выявления одного лучшего штамма определяли удельную активность 

фермента β-галактозидазы на грамм сухой биомассы. Штаммы культивировали 

в 50 мл среды YPLac в течение 24 часов при температуре 30 ℃, после чего 

биомассу осаждали центрифугированием и разрушали стеклянными шариками 

на шейкере в течение 5 минут. Активность β-галактозидазы измеряли при 

помощи метода Миллера c о-нитрофенил-β-d-галактопиранозидом (ONPG). 

Данные по удельной активности отобранных штаммов приведены в таблице 1. 

Наибольшую удельную активность показал штамм ВКПМ Y-4552. 

 

Таблица 1 

Удельная активность β-галактозидазы 

5 лучших штаммов по результатам скрининга 

 

Штамм 
ВКПМ 

Y-209 

ВКПМ 

Y-3969 

ВКПМ 

Y-4116 
ВКПМ 

Y-4552 

ВКПМ 

Y-4111 

Удельная 

активность, 

Ед/грамм сухой 

биомассы 

20,4 26,2 21,3 28,2 25,5 

 

 
 

Рисунок 1 – Удельная активность β-галактозидазы штамма ВКПМ Y-4552 в 

зависимости от способа разрушения клеточной стенки: ФМ – обработка 

комплексом литических ферментов Cellulomonas cellulans, СШ – стеклянными 

шариками, ФП – лабораторным клеточным дезинтегратором типа пресса 

Френча, АШ – предварительная заморозка клеток жидким азотом с 

последующим разрушением стеклянными шариками, ИС – экстракция 

изоамиловым спиртом 

 

Важным этапом процесса получения внутриклеточного фермента является 
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выбор наиболее эффективного метода разрушения клеток, который позволит 

достигнуть максимального выхода фермента. Для оптимизации извлечения β-

галактозидазы из биомассы штамма ВКПМ Y-4552 нами были протестированы 

следующие способы разрушения клеток: 

1) обработка биомассы комплексом литических ферментов Cellulomonas 

cellulans; 

2) разрушение клеток стеклянными шариками в течение 30 минут; 

3) разрушение клеток лабораторным клеточным дезинтегратором типа 

пресса Френча; 

4) заморозка клеток в жидком азоте и последующее разрушение 

стеклянными шариками 30 минут; 

5) экстракция фермента изоамиловым спиртом. 

Результаты представлены на рисунке 1. Наибольшая активность фермента 

и, следовательно, наибольшее количество было получено при использовании 

механических методов разрушения клеток – механических шариков и 

лабораторного клеточного дезинтегратора типа пресса Френча. Преимуществом 

механических методов разрушения клеток является их относительная 

доступность и низкая стоимость в промышленных процессах. 

Выбранный штамм ВКПМ Y-4552 обладает потенциалом для 

промышленного производства препаратов β-галактозидазы. Его высокая 

скорость роста и высокая удельная активность являются несомненными 

преимуществами этого штамма. 

Работа выполнена при финансовой поддержке Государственного задания 

НИЦ «Курчатовский институт». 
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