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Аннотация.
Лактулоза относится к хорошо изученным пребиотикам и давно используется в медицине и пищевой промышленности. 
Альтернативой традиционным химическим способам является получение лактулозы с применением бета-галактозидаз. 
Целью работы было исследование процессов биосинтеза лактулозы с использованием неочищенных ферментных препа- 
ратов β-галактозидаз, полученных при раздельном и совместном культивировании лактозосбраживающих дрожжей и 
молочнокислых бактерий в пермеате молочной сыворотки.
В качестве продуцентов бета-галактозидаз использовали штаммы лактозосбраживающих дрожжей Kluyveromyces lactis 
ВКМ Y-1333 и Y-1339, Kluyveromyces marxianus ВКМ Y-459 и Y-1338, а также вязкие расы молочнокислых бактерий 
Lactobacillus acidophilus БК-Углич-АВ и Streptococcus thermophilиs БК-Углич-ТВ. Определение активности β-галакто- 
зидазы было основано на гидролизе о-нитрофенил-β-D-галактопиранозида. Определение углеводного состава проводили 
методом высокоэффективной жидкостной хроматографией на хроматографе SHIMADZU LC-20 Prominence.
К общим закономерностям образования лактулозы при использовании ферментов исследованных дрожжей можно отнести 
быстрый рост ее концентрации в течение первых 30 мин реакции с последующим снижением или стабилизацией. Активность 
некоторых комбинированных неочищенных ферментных препаратов дрожжей и молочнокислых микроорганизмов сущес- 
твенно превышает активность бета-галактозидаз продуцентов после их раздельного культивирования. Закономерности 
образования лактулозы зависят как от штамма дрожжей, так и от вида молочнокислых бактерий. Самые высокие выходы 
лактулозы были получены при использовании комбинированных β-галактозидаз всех исследованных штаммов дрожжей 
с вязкими расами S. thermophilиs.
Совместное культивирование дрожжей и молочнокислых бактерий в некоторых сочетаниях позволило получить комби- 
нированные неочищенные ферментные препараты с более высокой активностью и более высокие выходы лактулозы, 
чем отдельное культивирование дрожжей. Данные результаты могут быть использованы для получения очищенных 
ферментных препаратов β-галактозидаз и лактулозосодержащих продуктов из вторичного молочного сырья.

Ключевые слова. Лактулоза, лактоза, трансгликозилирование, β-галактозидазы, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces 
lactis, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus
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Lactulose Biosynthesis with Enzymes  
of Lactose-Fermenting Micromycetes and Bacteria
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Abstract.
Lactulose is a well-studied prebiotic popular in medicine and the food industry. β-Galactosidases offer an alternative to traditional 
chemical methods of lactulose production. The article describes lactulose biosynthesis with crude enzyme preparations of β- 
galactosidases obtained by separate and joint cultivation of lactose-fermenting yeasts and lactic acid bacteria in whey permeate. 
The research featured the following producers of β-galactosidases: lactose-fermenting yeasts of Kluyveromyces lactis VKM 
Y-1333 and Y-1339, Kluyveromyces marxianus VKM Y-459 and Y-1338, and viscous strains of lactic acid bacteria of Lacto- 
bacillus acidophilus and Streptococcus thermophilis. The β-galactosidase activity was measured using the method of o-nitrophenyl-
β-D-galactopyranoside hydrolysis. The method of high-performance liquid chromatography made it possible to reveal the carbo- 
hydrate composition.
The lactulose formation by yeast enzymes demonstrated the following pattern: its concentration increased rapidly during the 
first 30 min of reaction with subsequent decrease or stabilization. Some combined unpurified enzyme preparations of yeasts and 
lactic acid microorganisms were more active than β-galactosidases obtained by separate cultivation. The patterns of lactulose 
formation depended on both the yeast strain and the type of lactic acid bacteria. The highest yields of lactulose belonged to 
the samples that combined β-galactosidases of all yeast strains with Streptococcus thermophilis. 
Co-cultivation of yeast and lactic acid bacteria in some combinations produced combined crude enzyme preparations with higher  
activity and greater lactulose yields than separate yeast cultivation. These results can help to obtain purified enzyme preparations 
of β-galactosidases and lactulose-containing products from secondary dairy raw materials.

Keywords. Lactulose, lactose, transglycosylation, β-galactosidases, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Lactobacillus 
acidophilus, Streptococcus thermophilus
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Введение
Среди множества стратегий преобразования лак- 

тозы в продукты с добавленной стоимостью выделяется 
ее использование в качестве сырья для производства 

биологически активных соединений. Среди таких 
соединений особую ценность приобретают пребио-
тики, которые способны стимулировать рост полезной 
для здоровья микрофлоры. Благодаря этому они стали 
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важными компонентами функциональных пищевых 
продуктов. К активным и хорошо изученным пребио-
тикам относятся галактоолигосахариды и лактулоза 
(производные лактозы), которые могут быть получены 
из побочного молочного сырья. Это соответствует 
мировым тенденциям формирования устойчивой эко-
номики замкнутого цикла [1].  

Лактулоза – изомер лактозы – используется более 
60 лет в медицине для лечения печеночной энцефало-
патии и хронических запоров и обладает активными 
пребиотическими свойствами. Лактулозу рассматри-
вают как многофункциональный пищевой ингредиент 
и применяют в молочной, кондитерской, хлебобулоч-
ной и других отраслях пищевой промышленности [2]. 
В нашей стране спрос на лактулозу пока удовлетворяют 
иностранные фирмы, поэтому задача организации 
ее отечественного производства остается актуальной [3].

Получение лактулозы в промышленных масштабах 
основано на LA-трансформации лактозы, которая 
катализируется щелочными реагентами. К недостаткам 
таких способов относится необходимость удаления 
побочных продуктов реакции и катализаторов, а также 
сложность выделения лактулозы из смеси углево- 
дов [4, 5]. Альтернативой являются ферментативные 
способы синтеза лактулозы, которые считаются эко-
логически чистыми и позволяют проводить процессы 
в более мягких условиях. Еще одно преимущество 
биотехнологии лактулозы – это возможность исполь-
зования в качестве источников лактозы вторичного 
молочного сырья, в т. ч. пермеатов молочной сыво-
ротки [5, 6]. Все это соответствует современным требо- 
ваниям к экологически безопасным технологиям и  
натуральным продуктам [7, 8]. 

Для биоконверсии лактозы в лактулозу существует 
два основных пути: прямой и с промежуточным гидро-
лизом. Для первого необходима изомераза, которая 
бы трансформировала глюкозный остаток лактозы 
во фруктозный, но такой фермент пока не найден. 
Подобную реакцию могут катализировать целлюлозо- 
2-эпимеразы некоторых микроорганизмов, безопас-
ность которых пока не подтверждена. Второй путь пред-
полагает применение класса гидролаз, которые сначала 
расщепляют лактозу до галактозы и глюкозы, а затем 
могут присоединять галактозный остаток к фруктозе 
(т. е. проводить трансгалактозилирование). Такими 
свойствами обладают β-галактозидазы, в т. ч. имеющие 
международный статус безопасности, промышленное 
производство которых организовано в значительных 
объемах [5, 6, 8]. В связи с этим второй путь фермента- 
тивного синтеза лактулозы привлекает внимание уче-
ных уже более 20 лет и сохраняет свою актуальность [9].

Проведенный ранее анализ литературы показал, что 
микромицеты (дрожжи рода Kluyveromyces и плесени 
рода Aspergillus) относятся к основным продуцентам 
β-галактозидаз для получения лактулозы. При этом 
результаты реакции существенно отличаются при 
использовании разных ферментов и условий ее проведе- 

ния. Максимальный выход лактулозы в случае примене- 
ния β-галактозидаз Kluyveromyces lactis варьировал в  
диапазоне от 4 до 28 %, Aspergillus oryzae – от 1,7 до  
60 % [9]. Именно лактозосбраживающие аскомицеты 
K. lactis, как наиболее безопасные продуценты, обычно 
используют для промышленного производства лактаз 
пищевого назначения [10]. Анализ литературы показал, 
что дрожжевые β-галактозидазы позволяют проводить 
биосинтез лактулозы при более низких значениях соот-
ношения молярных концентраций фруктозы и лактозы, 
чем ферменты из плесеней. Это более выгодно с эко-
номической точки зрения, т. к. добавление фруктозы 
приводит к повышению стоимости затрат на сырье 
и процессы выделения лактулозы из реакционной смеси. 
Для снижения себестоимости производства лакту-
лозы целесообразно также использовать в качестве 
источника лактозы побочное молочное сырье, в т. ч. 
пермеат молочной сыворотки, а также неочищенные 
ферментные препараты [9].

Данные об условиях процессов, при которых были 
получены максимальные концентрации лактулозы, 
в литературе широко варьируются и не всегда совпа-
дают с оптимальными для данного вида ферментов. 
Например, биосинтез лактулозы с β-галактозидазами 
K. lactis (оптимум рН 7,0, температуры 50 °С) прово-
дили в диапазоне рН от 6,0 до 7,5 при температурах  
от 6 до 60 °С, время реакции составляло от несколь- 
ких минут до нескольких суток [10]. В большинстве 
случаев использовали дорогостоящие ферменты зару-
бежного производства [9]. 

Учитывая необходимость обеспечения техноло-
гического суверенитета, можно считать актуальным 
исследование процессов получения β-галактозидаз 
отечественных коллекционных культур-продуцентов 
и их применения для биосинтеза лактулозы и дру- 
гих пребиотиков в рамках единого технологического 
цикла. Всероссийская коллекция микроорганизмов 
насчитывает большое количество штаммов лактозо- 
сбраживающих дрожжей, которые всесторонне, в т. ч.  
на генетическом уровне, изучены учеными [11, 12].  
Обнаружено, что некоторые штаммы Kluyveromyces 
marxianus превосходили K. lactis по скорости фер-
ментации растворов лактозы [13]. Также подтверж- 
дено, что межштаммовая гибридизация дрожжей явля-
ется перспективным методом повышения активности 
ферментов [13]. 

К лактозосбраживающим микроорганизмам отно-
сятся не только дрожжи, но и молочнокислые бактерии. 
Поэтому выделение и применение их β-галактозидаз, 
в т. ч. для получения галактоолигосахаридов и лакту-
лозы, привлекает внимание исследователей разных 
стран [14–17]. Данные бактерии могут вырабатывать  
метаболиты, стимулирующие или подавляющие рост  
дрожжей [18]. Совместное культивирование проду-
центов разных по свойствам β-галактозидаз может 
повлиять как на гидролитическую, так и на трансглико-
зилирующую активность этих ферментов. Зарубежные 
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исследователи показали, что применение некоторых 
сочетаний коммерческих β-галактозидаз привело к  
существенному увеличению выхода галактоолигоса-
харидов, которые также являются продуктами трансг-
ликозилирования лактозы [19].

Целью работы являлось исследование процессов 
биосинтеза лактулозы с использованием неочищенных 
ферментных препаратов β-галактозидаз, полученных 
при раздельном и совместном культивировании лакто-
зосбраживающих дрожжей и молочнокислых бактерий 
в пермеате молочной сыворотки. 

Объекты и методы исследования
В качестве продуцентов бета-галактозидаз исполь-

зовали штаммы лактозосбраживающих дрожжей Kluy- 
veromyces lactis ВКМ Y-1333 и Y-1339, Kluyveromyces 
marxianus ВКМ Y-459 и Y-1338 (Всероссийская кол-
лекция микроорганизмов, «Пущинский научный центр 
биологических исследований Российской Академии 
наук», г. Пущино), а также молочнокислые бактерии  
Lactobacillus acidophilus (концентрат вязких рас ацидо- 
фильной палочки БК-Углич-АВ, оптимальная темпе- 
ратура 37–38 °С) и Streptococcus thermophilиs (концен- 
трат вязких рас термофильного стрептококка БК-Углич- 
ТВ, оптимальная температура 40–45 °С) производства 
«Экспериментальная биофабрика» Россельхозакадемии, 
г. Углич. Для получения среды культивирования про-
дуцентов и в качестве источника лактозы для биосин-
теза лактулозы использовали сывороточный продукт 
сухой (пермеат), (Молочный комбинат «Воронежский», 
филиал «Калачеевский сырзавод») с массовой долей 
влаги 1,38 %, белка 3,44 %, золы 4,1 %, рН восстанов-
ленного продукта 6,5.

Объектами исследования выступали неочищен-
ные ферментные препараты (в виде культуральной 
жидкости, содержащей β-галактозидазы, полученные 
из дрожжей или дрожжей и молочнокислых бактерий, 
а также ферментированные полученными неочищен-
ными ферментными препаратами, растворы лактозы 
(источник – пермеат) и фруктозы (D (-) (производи-
тель TATELYLE PLC (Великобритания), содержание 
основного вещества не менее 98 %). 

Для получения неочищенных ферментных препара-
тов дрожжей сначала проводили их культивирование 
для накопления биомассы. Дрожжи активизировали 
путем пересева из коллекционных культур на плотную 
питательную среду Сабуро (Всероссийский научно- 
исследовательский институт маслоделия и сыроделия, 
г. Углич, скошенный агар) и инкубации в течение 
24 ч при оптимальной температуре 30 °С, после чего 
готовили суспензию клеток в фосфатном буфере с  
оптической плотностью D460 = 0,15 ± 0,02, которая со- 
ответствовала концентрации клеток дрожжей lg N =  
5,4 ± 0,2. Для измерения оптической плотности исполь- 
зовали спектрофотометр UNICO 2800 UV/VIS (UNITED  
PRODUCTS AND INSTRUMENTS, США). Для пере-
мешивания суспензии использовали встряхиватель 

медицинский вибрационный Vortex V – 3 (SIA «ELMI», 
Латвия). 1 см3 полученной суспензии вносили в кони-
ческую колбу со 150 см3 стерилизованного восстанов-
ленного 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 °С и перемешива-
нии 100 об/мин в течение 24 ч для накопления биомассы. 

После этого проводили культивирование дрожжей 
в анаэробных условиях в инкубаторе с углекислой 
средой SANYO MCO-20AIC (AWTech, Япония) при 
температуре 30 ℃, концентрации СО2 6 % в течение 
24 ч для дополнительного накопления их биомассы и  
продуктов метаболизма, в т. ч. этилового спирта, кото-
рый способствует пермеабилизации клеток и выделе-
нию ферментов. Далее полученные образцы подвергали 
тепловой обработке при 50 °С в течение 24 ч для раз-
рушения клеток продуцентов бета-галактозидаз путем 
термоавтолиза и получения неочищенных ферментных 
препаратов. Определяли гидролитическую активность  
полученных неочищенных ферментных препаратов 
β-галактозидаз (описание ниже).  

Отличием экспериментов с использованием молоч-
нокислых бактерий были дополнительные операции 
их активизации и их отдельного культивирования. 
Активизацию проводили в обезжиренном молоке в тече- 
ние 24 ч при оптимальной температуре (37–38 ℃ для  
L. acidophilus и 40–45 ℃ для S. thermophilиs), после 
чего 5 % полученной закваски вносили в стерилизо- 
ванный восстановленный пермеат, тщательно пере-
мешивали и инкубировали при оптимальной темпе- 
ратуре в течение 24 ч для накопления биомассы. Парал- 
лельно дрожжи активизировали и культивировали 
в течение 24 ч аналогично вышеописанному. Затем 
проводили совместное культивирование, для чего 
ферментированный дрожжами пермеат смешивали 
в соотношении 1:1 с пермеатом, ферментированным 
молочнокислыми микроорганизмами, полученную  
смесь инкубировали в анаэробных условиях при выше- 
описанных режимах для дополнительного накопле-
ния их биомассы и продуктов метаболизма (спирта 
и молочной кислоты соответственно). Далее прово-
дили термоавтолиз при вышеописанных режимах и  
определяли активность полученных неочищенных 
ферментных препаратов.

Затем проводили биосинтез лактулозы, для чего 
5 см3 каждого образца неочищенных ферментных пре- 
паратов смешивали с 5 см3 субстрата, в качестве кото- 
рого использовали водный 18 % (вес/объем) раствор 
лактозы и фруктозы с молярным соотношением 1:2 при 
рН = 6,8 ± 0,2. Полученные смеси термостатировали 
при 40 °С в течение 30 мин, 1 ч и 3 ч, после чего выдер-
живали 5 мин в кипящей водяной бане для инактивации 
фермента, охлаждали до 20 ± 22 ℃ и замораживали. 
Полученные образцы анализировали на углеводный 
состав методом высокоэффективной жидкостной хро-
мотографией (описание ниже). 
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Определение активности β-галактозидаз неочищен-
ных ферментных препаратов проводили в соответствии 
с методикой, основанной на измерении интенсивности 
окраски о-нитрофенола, образующегося при гидролизе 
β-галактозидазой синтетического субстрата о-нитро-
фенил-β-D-галактопиранозида [20]. К 50 мкл раствора 
β-галактозидазы (суспензии с клетками после термо-
автолиза) добавляли 2 см3 1,25 мМ раствора ONPG в  
буфере (50 мМ КН2РО4, рН 6,6–6,8), смесь инкуби-
ровали при температуре 37 °С в течение 5 мин. Реак- 
цию останавливали добавлением 0,5 см3 1М раствора  
Na2CO3. Образующийся в ходе реакции о-нитрофенол 
имеет желтый цвет. Измерение оптической плотно-
сти полученной пробы проводили при длине волны  
420 нм. Активность β-галактозидазы (А) рассчитывали 
по формуле:

                              
пр

А D V
t Vε
×

=
× ×

 

 
лл

лл
л0

СВ 100
С

= ×  

 
 

                           (1)

где D – оптическая плотность раствора при 420 нм; 
ε – коэффициент молекулярной экстинкции о-нитро-
фенола, л/ммоль·см (ε = 4,5); t – время инкубации, 
мин; V – объем реакционной смеси, см3; Vпр – объем 
ферментного препарата, см3.

Определение углеводного состава проводили мето- 
дом высокоэффективной жидкостной хромотогра-
фией на жидкостном хроматографе SHIMADZU LC-20  
Prominence (SHIMADZU, Япония), снабженным реф-
рактометрическим детектором RID-20A, использо-
вали колонку CarboSep 87C 300*7,8 mm. В качестве 
подвижной фазы применяли деионизованную воду, 
условия хроматографии: скорость потока 0,6 см3/мин, 
температура 85 °С. В анализируемых образцах осаж-
дали жир и белок с использованием реагентов Кар- 
рез I и Каррез II, смесь выдерживали в течение 15 мин 
при комнатной температуре, затем отделяли осадок при 
центрифугировании в течение 15 мин при 8000 об/мин. 
Заключительное фильтрование проводили с помощью 
шприцевых фильтров (производство ALWSCI, диаметр 
25 мм, гидрофильные PTFE, диаметр пор 0,22 мкм). 
Образцы были разбавлены деионизованной водой 
в 2 раза.

 Для построения калибровочного графика исполь- 
зовали аналитические стандарты углеводов (лактоза –  
CAS № 63-42-3, лактулоза – CAS № 4618-18-2, глю-
коза – CAS № 50-99-7, галактоза – CAS № 59-23-4, фрук- 
тоза – CAS № 17598-81-1, тагатоза – CAS № 87-81-0)  
с содержанием чистых веществ 99,9 % производства  
Sigma-ALDRICH. Для прослеживания линейной зави- 
симости были приготовлены калибровочные растворы  
с концентрацией от 100 мг/л до 10 г/л. Приготовление 
всех реактивов, стандартов, проб производилось с ис- 
пользованием деионизованной воды 18,2 МΩ*см, полу-
ченной с использованием прибора для получения особо 
чистой воды Hydrolab HLP 5UV. Полученные данные 
обрабатывались с помощью программного обеспече-
ния SHIMADZU Lab Solutions, release 5.73. Согласно 

паспортным данным и результатам исследований, по- 
рядок элюирования индивидуальных компонентов: 
лактоза, лактулоза, глюкоза, галактоза, манноза, фрук-
тоза, тагатоза. 

Выход лактулозы (Влл, %) рассчитывали по формуле:
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                         (2)

где Слл – концентрация лактулозы, мг/л; Сл0 – исходная 
концентрация лактозы, мг/л.

Результаты и их обсуждение
На первом этапе работы было проведено исследова-

ние процессов биосинтеза лактулозы с использованием 
неочищенных ферментных препаратов β-галактози-
даз дрожжей. Результаты определения активности 
неочищенных ферментных препаратов и углеводного  
состава образцов после биосинтеза лактулозы с исполь-
зованием неочищенных ферментных препаратов штам- 
мов вида Kluyveromyces marxianus представлены на  
рисунке 1, Kluyveromyces lactis – на рисунке 2.

Анализ результатов показал, что к общим законо-
мерностям образования лактулозы при использовании 
ферментов разных видов и штаммов дрожжей можно 
отнести быстрый рост ее концентрации в течение первых 
минут реакции. Результаты этого этапа процесса суще-
ственно отличалась для разных штаммов: минимальный 
выход лактулозы в субстрате через 3 мин ферментации 
(0,7 %) был получен в опытах с K. marxianus Y-1338, 
максимальный в 2,1 раза выше – с K. lactis Y-1339. 
Высокая скорость биосинтеза лактулозы на первых 
этапах реакции с последующим ее снижением была 
отмечена и в других работах, в т. ч. с применением 
очищенных ферментных препаратов [21–25].

В дальнейшем концентрация лактулозы изменялась 
по-разному. В опытах с K. marxianus Y-459 она продол-
жала расти, достигнув максимума (1,5 %) через 30 мин. 
После этого наблюдали снижение концентрации лакту-
лозы, сначала быстрое (почти в 1,5 раза через 30 мин), 
затем медленное в последующие 2 ч. При использова-
нии фермента из K. marxianus Y-1338 концентрация 
лактулозы медленно увеличивалась на протяжении 
всего опыта, но максимальное значение ее выхода через 
3 ч ферментации не превышало 1 % и было сопоста-
вимо с результатами, полученными к этому времени 
в опытах с K. marxianus Y-459. В случае применения 
K. lactis Y-1333 концентрация лактулозы продолжала 
увеличиваться в течение 60 мин, достигнув макси-
мальных значений выхода 1,3 %, после чего снизилась 
почти в 2 раза за 2 ч. Другие закономерности измене-
ния концентрации лактулозы установлены в опытах с  
K. lactis Y-1339: после достижения максимума в первые 
минуты реакции наблюдали ее незначительное сни-
жение через 1 ч и дальнейшую стабилизацию выхода 
на уровне 1,4 % до конца опыта.

Данные экспериментов близки к результатам ра- 
боты, проведенной с пермеабилизованными клетками  
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Рисунок 1. Влияние времени ферментации на углеводный состав образцов с использованием штаммов 
Kluyveromyces marxianus: a – Kluyveromyces marxianus Y-459; b – Kluyveromyces marxianus Y-1338;  

А – активность бета-галактозидаз
Figure 1. Effect of fermentation time on carbohydrate composition with Kluyveromyces marxianus: a – Kluyveromyces marxianus Y-459; 

b – Kluyveromyces marxianus Y-1338; A – β-galactosidase activity
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Рисунок 2. Влияние времени ферментации на углеводный состав образцов с использованием штаммов 
Kluyveromyces lactis: a – Kluyveromyces lactis Y-1333; b – Kluyveromyces lactis Y-1339;  

А – активность бета-галактозидаз
Figure 2. Effect of fermentation time on carbohydrate composition with Kluyveromyces lactis (a – Kluyveromyces lactis Y-1333;  

b – Kluyveromyces lactis Y-1339; A – β-galactosidase activity)
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K. lactis в близких условиях (при 40 °С, рН 7, молярном  
соотношении фруктозы к лактозе 2:1) [26]. Продуктив- 
ность по лактулозе составила 0,18–2 г/л·ч в зависимости 
от концентрации и обработки клеток дрожжей и вре-
мени (расчетные значения аналогичного показателя 
в опытах K. marxianus Y-459 составили 0,3–1 г/л·ч). 
Сопоставление с результатами других работ, в кото- 
рых были получены более высокие выходы лакту- 
лозы [21–25], затруднено, т. к. при этом использовали  
другие условия проведения реакции, включая при- 
менение более высоких молярных соотношений кон-
центраций фруктозы и лактозы, очищенных бетага- 
лактозидаз, и/или иммобилизацию ферментов. 

Полученные результаты соответствуют литератур-
ным данным о том, что процессы биосинтеза лактулозы 
являются сложными, они могут сопровождаться дру-
гими ферментативными реакциями и образованием 
разных углеводов [9]. Реакция трансгликозилирования 
включает 3 стадии: образование комплекса β-галак-
тозидазы с лактозой; образование галактозильного 
комплекса с ферментом с высвобождением глюкозы; 
перенос галактозы к нуклеофильному акцептору, содер-
жащему гидроксильную группу. Таким акцептором 
может быть вода, тогда галактоза выделяется в сво-
бодном виде. Если роль акцептора играет фруктоза, 
продуктом реакции становится лактулоза. Реакции, 
в которых ферменты класса гидролаз выполняют функ-
цию псевдотрансфераз, считаются кинетически кон-
тролируемыми. Для них характерны кратковременные 
максимальные выходы, зависящие от соотношения 
скоростей синтеза и гидролиза. В этом случае главным 
фактором, определяющим результат процесса, является 
происхождение фермента, влияющее на его структуру 
и свойства [8, 27].

Данные о снижении концентрации лактулозы после 
достижения максимума соответствуют известным по- 
ложениям о том, что она может подвергаться гидролизу 
или трансгликозилированию с образованием фрук-
тогалактоолигосахаридов. Лактоза тоже может быть 
акцептором для галактозила с образованием галакто-
олигосахаридов [1, 7]. Возможность протекания таких 
реакций подтверждается данными высокоэффективной 
жидкостной хромотографией – анализа полученных 
образцов, в частности, наличием на хроматограммах 
заметного пика (перед пиком лактозы) со временем 
удержания около 7 мин, который могут давать трисахара. 
Эти процессы требуют дополнительных исследований, 
в т. ч. с более высокими концентрациями лактозы.

Сопоставление данных об активности ферментов  
дрожжей и синтезе лактулозы показало, что между 
этими выходными параметрами есть взаимосвязь. Ряд 
штаммов дрожжей по убыванию значений активно-
сти полученных из них бета-галактозидаз выглядит так: 
K. marxianus Y-459 > K. lactis Y-1333 > K. marxianus 
Y-1338 > K. lactis Y-1339. Ряд штаммов дрожжей по вы- 
ходу лактулозы, полученной с использованием выделен- 
ных из них ферментов (K. marxianus Y-459 > K. lactis 

Y-1339 > K. marxianus Y-1333 > K. lactis Y-1338), имеет 
похожую последовательность. Исключением стал 
штамм K. lactis Y-1339, который дал неочищенные 
ферментные препараты с минимальной активностью, 
но второй результат по концентрации лактулозы. 

Второй этап работы был посвящен исследованию 
процессов биосинтеза лактулозы с использованием 
комбинированных неочищенных ферментных пре-
паратов β-галактозидаз дрожжей и молочнокислых 
бактерий. Результаты определения углеводного состава 
образцов после биосинтеза лактулозы с использова-
нием комбинированных неочищенных ферментных 
препаратов, полученных после совместного культи-
вирования дрожжей с молочнокислыми бактериями, 
представлены в таблице 1. Для сравнения результа-
тов биосинтеза данные расчета выхода лактулозы 
с использованием ферментов дрожжей K. marxianus 
и молочнокислых бактерий при раздельном и совмест-
ном культивировании были обобщены и показаны 
на рисунке 3, с K. lactis – на рисунке 4. 

Анализ графиков на рисунке 3a показал, что синтез 
лактулозы с использованием ферментов, получен-
ных при раздельном культивировании K. marxianus 
Y-459, протекает даже лучше, чем при совместном 
их культивировании с вязкой ацидофильной палочкой: 
максимальный выход лактулозы в ферментирован-
ном субстрате был получен через 30 мин реакции и с 
оставил 1,5 и 0,8 % соответственно. По-другому про- 
ходил синтез лактулозы в случае применения комби- 
нированного неочищенного ферментного препарата,  
полученного при совместном культивировании K. mar- 
xianus Y-459 с вязким термофильным стрептококком. 
Максимальный выход лактулозы в ферментированном 
субстрате был получен через 60 мин реакции и дости-
гал уровня 3,3 %, т. е. более чем в два раза выше, 
чем с другими ферментами. Активность β-галактози-
даз, полученных при совместном культивировании  
K. marxianus Y-459 и L. acidophilus В, была в 1,7 раз 
выше, чем активность β-галактозидазы самих дрож-
жей, а при совместном культивировании K. marxianus 
Y-459 и S. thermophilиs В – выше только в 1,4 раза. 

С другим штаммом этого же вида дрожжей, K. mar- 
xianus Y-1338, были выявлены другие закономерно-
сти биосинтеза лактулозы (рис. 3b). При совместном 
его культивировании с вязкой ацидофильной палоч-
кой были выделены β-галактозидазы, позволившие 
получить максимальный выход лактулозы на уровне 
около 2 % через 3 ч реакции, что почти в 2 раза выше, 
чем этот показатель для фермента самих дрожжей, 
полученный в тех же условиях. В случае применения 
комбинированных ферментов K. marxianus Y-1338 и  
S. thermophilиs В был получен еще более высокий выход 
лактулозы – 2,7 % через 30 мин реакции (с незначи-
тельным снижением этого показателя к концу опыта). 
В то же время активность β-галактозидаз, получен-
ных при совместном культивировании K. marxianus 
Y-1338 и L. acidophilus В, была в 2,6 раз выше, чем 
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активность β-галактозидазы самих дрожжей, а при 
совместном культивировании K. marxianus Y1338  
и S. thermophilиs В – выше только в 1,2 раза.

Анализ графиков на рисунке 4a показал, что про- 
цесс синтеза лактулозы с использованием фермен-
тов K. lactis Y-1333, полученных при его раздельном 

и совместном культивировании с вязкой ацидофильной 
палочкой, протекал примерно одинаково, и выход 
лактулозы был низким (не превышал 1,5 %). В случае 
применения комбинированного неочищенного фермент-
ного препарата, полученного при совместном культи-
вировании K. lactis Y-1333 с вязким термофильным 

Таблица 1. Влияние времени ферментации на углеводный состав образцов с использованием комбинированных 
ферментов (средние по трем повторностям, р ≤ 0,05; А – активность бета-галактозидаз)

Table 1. Effect of fermentation time on carbohydrate composition of samples with combined enzymes (mean of three replicates, p ≤ 0.05; 
A – β-galactosidase activity)

Время  
ферментации, 

мин

Концентрация углеводов, мг/л

лактоза лактулоза глюкоза галактоза фруктоза тагатоза

Kluyveromyces marxianus Y-459 + Lactobacillus acidophilus B (А = 0,78 МЕ/см3)
3 58733 268,39 58,192 253,59 52175 204,59
30 57862 384,31 68,354 238,83 51836 257,05
60 55988 307,50 79,112 255,07 49600 262,10
180 54451 332,78 81,319 244,41 47859 243,82

Kluyveromyces marxianus Y-1338 + Lactobacillus acidophilus B (А = 0,86 МЕ/см3)
3 52575 364,56 72,877 272,07 52137 123,95
30 52200 528,10 94,494 277,52 51858 97,005
60 51870 827,67 96,892 292,12 51130 143,94
180 50946 970,40 96,765 280,01 50603 207,78

Kluyveromyces lactis Y-1333 + Lactobacillus acidophilus B (А = 0,81 МЕ/см3)
3 55019 494,66 133,82 297,43 51988 н/о
30 54497 411,20 196,11 320,32 51765 н/о
60 53372 450,73 138,55 290,08 50133 н/о
180 53256 486,03 181,65 300,31 51820 н/о

Kluyveromyces lactis Y-1339 + Lactobacillus acidophilus B (А = 0,59 МЕ/см3)
3 54811 746,25 399,86 362,45 51895 51,480
30 54612 788,21 400,93 446,41 51697 52,014
60 54349 561,23 396,76 361,10 49860 18,184
180 53436 564,69 320,39 380,95 50212 26,373

Kluyveromyces marxianus Y-459 + Streptococcus thermophilus B (А = 0,65 МЕ/см3)
3 49378 1308,04 29,697 453,86 48428 н/о
30 47970 1539,09 26,838 483,04 47993 н/о
60 47608 1640,49 26,450 484,67 46604 н/о
180 45473 332,78 23,505 421,90 47533 н/о

Kluyveromyces marxianus Y-1338 + Streptococcus thermophilus B (А = 0,38 МЕ/см3)
3 59916 576,46 408,02 1320,26 49076 н/о
30 55496 1343,36 462,52 531,68 45772 н/о
60 54090 1077,23 458,45 1452,79 43252 н/о
180 53673 1253,35 462,47 525,983 44656 н/о

Kluyveromyces lactis Y-1333 + Streptococcus thermophilus B (А = 0,72 МЕ/см3)
3 57828 1211,07 95,116 715,62 46224 н/о
30 56313 1872,15 151,069 481,13 42620 н/о
60 52616 1836,19 160,282 453,03 41252 н/о
180 52133 1466,95 508,10 1296,60 42130 н/о

Kluyveromyces lactis Y-1339 + Streptococcus thermophilus B (А = 0,39 МЕ/см3)
3 57103 793,05 60,751 716,54 46459 н/о
30 57012 1708,9 87,356 1202,55 45530 н/о
60 54915 1659,2 271,34 805,49 41635 н/о
180 57963 1367,3 576,20 1314,22 41061 н/о

Примечание: н/о – не обнаружено.
Note: н/о – not detected. 
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стрептококком, максимальный выход лактулозы был 
получен через 30–60 мин реакции и достигал уровня 
3,7 %, т. е. более чем в 2,6 раза выше, чем с другими 
ферментами в этой серии опытов. При этом актив-
ность β-галактозидаз, полученных при совместном 
культивировании K. lactis Y-1333 и L. acidophilus В,  
была в 2,1 раз выше, чем активность β-галактозидазы  

дрожжей, а при совместном культивировании K. lactis 
Y-1333 и S. thermophilиs В – выше в 1,9 раза.

С ферментами другого штамма этого же вида дрож-
жей, K. lactis Y-1339, биосинтез лактулозы проходил  
похожим образом (рис. 4b). Отличием было получе-
ние более высоких концентраций лактулозы в первые  
30 мин реакции с β-галактозидазами K. lactis Y-1339  

                                             a                                                                                                  b

Рисунок 3. Влияние времени ферментации на биосинтез лактулозы с использованием ферментов дрожжей 
Kluyveromyces marxianus Y-459 (а) и Kluyveromyces marxianus Y-1338 (b) при раздельном и совместном 

культивировании с вязкими штаммами молочнокислых бактерий

Figure 3. Effect of fermentation time on lactulose biosynthesis with enzymes of Kluyveromyces marxianus Y-459 (a)  
and Kluyveromyces marxianus Y-1338 (b) in separate and combined cultivation with lactic acid bacteria
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                                             a                                                                                                  b

 Рисунок 4. Влияние времени ферментации на биосинтез лактулозы с использованием ферментов дрожжей 
Kluyveromyces lactis Y-1333 (a) и Kluyveromyces lactis Y-1339 (b) при раздельном и совместном культивировании  

с вязкими штаммами молочнокислых бактерий

Figure 4. Effect of fermentation time on lactulose biosynthesis with enzymes of Kluyveromyces lactis Y-1333 (a)  
and Kluyveromyces lactis Y-1339 (b) in separate and combined cultivation with lactic acid bacteria
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и после совместного культивирования с L. acidophi- 
lus В, однако в дальнейшем выход лактулозы не уве-
личивался. В случае применения комбинированных 
ферментов K. lactis Y-1339 и S. thermophilиs В мак-
симальный выход лактулозы был получен на уровне 
3,5 % через 30 мин реакции, что в 2,3 раза выше, чем в  
опытах с ферментом дрожжей K. lactis Y-1339. В то  
же время активность β-галактозидаз, полученных при  
совместном культивировании K. lactis Y-1339 и L. aci- 
dophilus В, была в 2,7 раз выше, чем активность β-галак- 
тозидазы самих дрожжей, а при совместном культи-
вировании K. lactis Y-1339 и S. thermophilиs В – выше 
только в 1,7 раза.

В целом можно сказать, что закономерности обра-
зования лактулозы под влиянием комбинированных 
неочищенных ферментных препаратов были похожи 
на ранее установленные для ферментов из дрожжей 
и больше зависят от штамма, чем от вида дрожжей. 
Максимальный выход лактулозы был достигнут в боль- 
шинстве случаев в первые 3–30 мин реакции и варьи-
ровался от 0,5 до 3,7 %, после чего снижался или 
стабилизировался. Самые высокие выходы лактулозы 
были получены в экспериментах с совместным куль-
тивированием дрожжей и S. thermophilus B.

Для сравнения значений активности, комбиниро-
ванных β-галактозидаз и максимальных концентраций 
лактулозы также были построены ряды штаммов дрож-
жей по убыванию значений:
– активности полученных из них бета-галактозидаз:  
K. marxianus Y-1338 + L. acidophilus В > K. lactis 
Y-1333 + L. acidophilus В > K. marxianus Y-459 + L. aci- 
dophilus В > K. marxianus Y-459 + S. thermophilиs В > 
K. lactis Y-1333 + S. thermophilиs В > K. lactis Y-1339 + 
L. acidophilus В > K. lactis Y-1339 + S. thermophilиs В > 
K. marxianus Y-1338 + S. thermophilиs В;
– максимальной концентрации лактулозы, полученной 
с использованием выделенных из них ферментов:

K. lactis Y-1333 + S. thermophilиs В > K. lactis 
Y-1339 + S. thermophilиs В > K. marxianus Y-459 +  
S. thermophilиs В > K. marxianus Y-1338 + S. thermophi- 
lиs В > K. marxianus Y-1338 + L. acidophilus В > K. lac- 
tis Y-1339 + L. acidophilus В > K. lactis Y-1333 + L. aci- 
dophilus В > K. marxianus Y-459 + L. acidophilus В.

Анализ полученных данных показал, что ряд соче-
таний культур с максимальной гидролитической актив-
ностью фермента не совпадает полностью с рядом 
сочетаний культур, давших неочищенные ферментные 
препараты с максимальным выходом лактулозы, т. е. 
с максимальной трансгликозилирующей активностью. 
Если три первых места по гидролитической активности 
занимают сочетания дрожжей с L. acidophilus В (выде-
лено жирным шрифтом), то три первых места по кон- 
центрации лактулозы принадлежат сочетаниям дрож-
жей с S. thermophilиs В. Дрожжи K. marxianus Y-459  
и K. lactis Y-1333 дали высокую активность фермента 
в сочетании и с L. acidophilus В, и с S. thermophilиs В, 
причем сочетание K. lactis Y-1333 + S. thermophilиs 

В стало первым в ряду максимальных концентраций 
лактулозы. Дрожжи K. lactis Y-1338 в сочетании с  
L. acidophilus В дали ферменты с самой высокой гид- 
ролитической активностью и в сочетании с обеими 
культурами вязких молочнокислых бактерий попали 
в пятерку лучших по биосинтезу лактулозы. Тот факт, 
что три сочетания культур (подчеркнуты) в обоих рядах 
входят в число первых пяти, указывает на тесную вза-
имосвязь гидролитической и трансгликозилирующей 
активности ферментов, однако прямой зависимости 
между ними не установлено.  

Следует отметить, что штамм K. lactis Y-1339 пока-
зывал низкую скорость роста на пермеате и относи-
тельно низкую гидролитическую активность ферментов 
как в чистых культурах, так и в сочетаниях с молоч-
нокислыми бактериями. Сочетание K. lactis Y-1339 + 
S. thermophilиs В стало вторым в ряду максимальных 
концентраций лактулозы, а сочетание K. lactis Y-1339 + 
L. acidophilus В дало 6 результат в этом ряду. Это сви-
детельствует о довольно высокой трансгликозилирую- 
щей активности комбинированных ферментов, полу-
ченных с использованием этого штамма дрожжей.

Представляют интерес данные о синтезе тагатозы, 
существенные концентрации которой были получены 
в опытах с тремя штаммами дрожжей (K. marxianus 
Y-459, K. marxianus Y-1338 и K. lactis Y-1339) и L. aci- 
dophilus B, но не обнаружены ни в одном эксперименте 
с раздельным культивированием дрожжей и совмест-
ным культивированием дрожжей с S. thermophilus. 
Тагатоза может применяться как низкокалорийный 
заменитель сахарозы в различных пищевых продуктах, 
в т. ч. для людей с диабетом, ожирением, анемией и  
гемофилией [1]. В результате биосинтеза были также  
получены неидентифицированные олигосахариды со  
временем выхода пиков раньше лактозы (7,4–7,7 мин),  
причем их концентрация была выше в опытах со всеми  
дрожжами и L. acidophilus В, чем с S. thermophilus В  
(типичные хроматограммы показаны на рис. 5). Со- 
гласно результатам ряда исследований, это могут 
быть галактоолигосахариды, обладающие активными 
пребиотическими свойствами [1, 7].  

Одной из причин повышения активности комбини-
рованных ферментов по сравнению с ферментами дрож- 
жей может быть интенсификация разрушения и перме- 
абилизации клеток продуцентов под воздействием 
метаболитов разных продуцентов (молочной кислоты, 
спирта), образовавшихся при их совместном культи-
вировании [28]. Высокий выход лактулозы при комби- 
нированных ферментах дрожжей с термофильным 
стрептококком может быть обусловлен отсутствием у  
него способности утилизировать галактозу, что харак-
терно для большинства штаммов этого вида [29]. След- 
ствием этого было повышенное содержание галактозы 
в субстрате, что подтверждается данными эксперимен- 
тов (табл. 1), и ее возможное участие в образовании лак- 
тулозы. Аналогичные эксперименты, проведенные с не- 
вязкими расами L. acidophilus и S. thermophilиs, не поз- 
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волили получить выход лактулозы выше 1 %, поэтому 
можно предположить, что штаммовый состав этих 
микроорганизмов существенно влияет на трансгли-
козилирующую активность ферментов. Все эти пред-
положения требуют дополнительных исследований.

Выводы
К общим закономерностям образования лактулозы 

при использовании ферментов исследованных дрож-
жей можно отнести быстрый рост ее концентрации 
в течение первых 30 мин реакции, после чего проис-
ходит ее снижение или стабилизация. В дальнейшем 
закономерности биосинтеза лактулозы значительно 
отличались в опытах с ферментами, полученными 
из дрожжей не только разных видов, но и разных штам-
мов одного вида. Полученные данные соответствуют 
известным теоретическим положениям о кинетически 
контролируемых реакциях, для которых характерны 
кратковременные максимальные выходы, зависящие 
от соотношения скоростей синтеза и гидролиза. 

Активность некоторых комбинированных неочи-
щенных ферментных препаратов дрожжей и молоч-
нокислых микроорганизмов существенно превышает 
активность бета-галактозидаз продуцентов после их раз-
дельного культивирования. Анализ полученных данных 
показал, что ряд сочетаний культур с максимальной 
гидролитической активностью фермента не совпадает 
полностью с рядом сочетаний культур, давших нео-
чищенные ферментные препараты с максимальным 
выходом лактулозы. Показана взаимосвязь гидроли-
тической и трансгликозилирующей активности полу-
ченных β-галактозидаз, однако прямой зависимости 
между ними не установлено. 

Закономерности образования лактулозы под влия-
нием комбинированных неочищенных ферментных пре-

паратов зависят как от штамма дрожжей, так и от вида 
молочнокислых бактерий. Это подтверждают получен-
ные другими исследователями выводы о том, что при 
биосинтезе лактулозы главным фактором, определяю-
щим результат процесса, является происхождение фер- 
мента, влияющее на его структуру и свойства. Самые 
высокие выходы лактулозы были получены при ис- 
пользовании комбинированных β-галактозидаз иссле-
дованных штаммов дрожжей (Kluyveromyces lactis 
ВКМ Y-1333 и Y-1339, Kluyveromyces marxianus ВКМ 
Y-459 и Y-1338) с вязкими расами S. thermophilиs. 

Совместное культивирование дрожжей и молочно-
кислых бактерий, продуцентов разных по свойствам 
β-галактозидаз в некоторых сочетаниях позволило 
получить комбинированные неочищенные фермент-
ные препараты с более высокой активностью и более 
высокие выходы лактулозы, чем отдельное культи-
вирование дрожжей. Данные результаты могут быть 
использованы для получения очищенных ферментных 
препаратов β-галактозидаз и лактулозосодержащих 
продуктов из вторичного молочного сырья.
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и Lactobacillus acidophilus В через 3 ч ферментации; b – Kluyveromyces lactis 1333 и Streptococcus thermophilus В  

через 30 мин ферментации

Figure 5. Chromatograms: a – enzymes of Kluyveromyces marxianus 1338 and Lactobacillus acidophilus B after 3 h of fermentation;  
b – Kluyveromyces lactis 1333 and Streptococcus thermophilus B after 30 min of fermentation
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