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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СПОСОБНОСТИ KLUYVEROMYCES LACTIS  
И KLUYVEROMYCES MARXIANUS К ФЕРМЕНТАЦИИ ЛАКТОЗЫ  

ПОДСЫРНОЙ СЫВОРОТКИ В ЭТАНОЛ 
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Целью данного исследования было выявить особенности конверсии лактозы подсырной сыворотки 

дрожжами Kluyveromyces lactis и Kluyveromyces marxianus в этанол, как варианта экологической биотех-
нологии, в условиях изменения состава и свойств культуральной среды. Чтобы оценить различия, связан-
ные с составом и свойствами сыворотки, в ней изменяли рН, концентрацию ионов марганца или кобальта. 
Основными характеристиками процесса были процент переработки лактозы, производство этанола и эф-
фективность ферментации в течение 72 ч культивирования.  

В результате штамм K. lactis Y-2037 в течение 72 ч уменьшал концентрацию лактозы в 9.89 раза, 
штамм K. marxianus Y-2042 – в 5.82 раза. Концентрация этанола в конечной среде 20.0 и 17.0 г/л, а эффек-
тивность ферментации составила 97.8 и 90.8% соответственно. Снижение рН среды до 4.2 не сопровожда-
лось существенными изменениями показателей биотехнологического процесса, дальнейшее снижение рН 
до 3.9 уменьшало утилизацию лактозы, эффективность ферментации у K. lactis Y-2037 и K. marxianus  
Y-2042 снижалась на 9.7 и 8.0% соответственно. Повышение концентрации ионов марганца до 25 мг/л 
приводило к тому, что штаммы K. lactis Y-2037 и K. marxiaunus Y-2042 утилизировали 91.8 и 87.8% лакто-
зы, образуя 20.5 и 18.2 г/л этанола соответственно. Эффективность ферментации при этом не менялась. 
Ионы кобальта в концентрациях 1 и 2 мг/л не оказывали какого-либо эффекта, а в концентрации 5 мг/л – 
снижали переработку лактозы штаммом K. lactis Y-2037 в 1.24 раза и K. marxianus Y-2042 – в 1.31 раза. 
Эффективность ферментации при этом снижалась в 1.22 и 1.28 раза соответственно. 

Технологию переработки лактоза-содержащих отходов молочной промышленности путем конверсии 
лактозы в этанол дрожжевыми культурами K. lactis и K. marxianus предложено использовать для умень-
шения объемов загрязнений, а в случае необходимости – для внутреннего производства биоэтанола.  

Ключевые слова: молочная сыворотка, лактоза, ферментация, биоэтанол, Kluyveromyces lactis, 
Kluyveromyces marxianus. 

 
Введение. Проблемы импортозамещения и 

параллельный дрейф пищевых потребностей на-
селения привели к тому, что производство сыра в 
России за 10 лет увеличилось более чем в 1.5 раза 
и не имеет тенденции к сокращению темпов роста 
[1]. С экологических позиций это становится су-
щественным фактором, поскольку даже в разви-
тых странах до трети сыворотки, образующейся 
как вторичный продукт в этом производстве, не 
находит дальнейшего применения, а в странах с 
более низким доходом основная часть подсырной 
сыворотки сбрасывается без всякой переработки в 
близлежащие водоемы [2].  

Наличие в составе сыворотки достаточно 
большого количества органических и мине-
ральных веществ приводит в водных экосисте- 
 

 
 
 

мах к запуску пищевых цепей, размножению 
микроорганизмов и микроводорослей, в итоге 
приводящих к истощению запасов растворенно-
го кислорода, снижению рН и разрушению вод-
ных экосистем. Но ввиду этих же свойств сыво-
ротка может быть использована в биотехноло-
гии как удобный субстрат для переработки 
микроорганизмами с параллельным синтезом 
ценных продуктов [2, 3]. 

Концепция современных биотехнологиче-
ских производств, которые приемлемы для ути-
лизации различных отходов, предусматривает 
одновременный биосинтез каких-либо полез-
ных продуктов, в результате чего сокращаются 
затраты и возникает возможность сформировать 
цепочку таких производств [4, 5]. В частности,  
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подсырная сыворотка может в процессе конвер-
сии преобразовываться в этанол [6]. 

На практике для переработки лактозы, со-
держащейся в подсырной сыворотке, можно 
использовать природные штаммы с высокой 
активностью соответствующих ферментов, на-
пример дрожжи Kluyveromyces spp., или моди-
фицировать другие промышленные штаммы 
микроорганизмов путем переноса необходимых 
генов от лактоза-перерабатывающих штаммов. 
Как для первого, так и для второго подхода 
наиболее часто используют штаммы дрожжей 
видов Kluyveromyces lactis и Kluyveromyces 
marxianus [7, 8]. 

Помимо выбора наиболее походящего 
штамма, для обеспечения максимально эффек-
тивной переработки и предотвращения стресса, 
вызванного искусственными условиями сущест-
вования, необходимо тщательно выверить физи-
ческие, физико-химические параметры культи-
вирования и состав питательной среды [9]. В по-
следнее время исследователи в этом направле-
нии все чаще обращаются к подбору оптималь-
ных концентраций различных микроэлементов, 
таких как цинк, марганец, кобальт и др. [10].  

Цель исследования – сравнить эффектив-
ность ферментации лактозы как этапа перера-
ботки подсырной сыворотки дрожжами 
Kluyveromyces lactis и Kluyveromyces marxianus 
оценить возможности ее повышения за счет из-
менения концентрации ионов марганца и ко-
бальта в культуральной среде. 

 
Материал и методы исследования. Де-

протеинизированная сыворотка была получена 
из ООО «Еланский сыродельный комбинат» и 
нормирована до содержания лактозы 40 г/л. 
Концентрация белка в такой сыворотке состав-
ляло менее 0.25 г/л, этанола – менее 0.2 г/л.  
К ней были добавлены ионы цинка в конечной 
концентрации 10 мг/л, для которых ранее пока-
зано стимулирующее воздействие на фермента-
цию лактозы дрожжами [11]. Этот материал 
считали базовой питательной средой (БПС).  
В работы использовали дрожжи Kluyveromyces 
lactis штамм Y-2037 и Kluyveromyces marxianus 
штамм Y-2042 из Всероссийской коллекции 
промышленных микроорганизмов Националь-
ного биоресурсного центра России.  

Инокулят выращивали на БПС, дополни-
тельно содержащей 60 г/л сахарозы, 1% взвеси 
соевой муки и 5% гидролизата дрожжей  
S. Cerevisiae, куда помещали соответствующие 

штаммы дрожжей из расчета 105 клеток/мл.  
Материал получали в течение 36 ч инкубации  
в стеклянных сосудах в орбитальном шейкере-
термостате ES-20 (BioSan, Латвия) при темпе-
ратуре 34°С и скорости движения столика 100  
в минуту. Финальный материал в каждом сосу-
де был нормализован до содержания дрожжей 
108 клеток/мл и рН среды до 4.5. Основную 
ферментацию проводили в тех же условиях, что 
и приготовление инокулята, по 6 параллельных 
процессов в каждой серии. Соотношение ино-
кулята и питательной среды составляло 1:30.  
В зависимости от конкретной серии, в БПС из-
меняли рН (4.5, 4.2 и 3.9), концентрацию ионов 
марганца (конечная концентрация в культуре 5, 
10 или 25 мг/л) или кобальта (1, 2 или 5 мг/л). 
Культивирование занимало 72 ч, отбор проб и 
фиксацию показателей проводили непосредст-
венно перед началом инкубации и спустя 12, 24, 
48 и 72 ч.  

Для определения концентрации лактозы и 
этанола в культуральной жидкости использова-
ли спектрофотометр SmartSpectPlus (Bio-Rad 
Laboratories Inc., USA) и коммерческие наборы 
производства R-Biopharm AG (Германия) и 
Steroglass S.r.l. (Италия) соответственно. При 
определении пользовались инструкциями про-
изводителя, результаты выражали в г/л среды.  

Долю переработанной лактозы Lp (%) рас-
считывали по формуле: 

Lp = 100 × (L0 – L72) × L0
-1,              (1) 

где L0 – начальная концентрация лактозы, г/л; 
L72 – концентрация лактозы в конце фермента-
ции, г/л. 

Для расчета эффективности ферментации 
Ef (%) использовали формулу [12]: 

Ef = 185,9 × E72 × (L0 – L72)
 -1,            (2) 

где 185.9 – коэффициент, учитывающий теоре-
тический максимальный выход при образова-
нии этанола из лактозы (0.538); E72 – концен-
трации этанола через 72 ч ферментации, г/л; L0 – 
начальная концентрация лактозы, г/л; L72 – кон-
центрация лактозы после 72 ч ферментации, г/л. 

Статистическую обработку результатов 
проводили после исключения нормального  
распределения в выборках с помощью критерия 
Пирсона. Выборки представляли в формате  
медианы и межквартильного интервала –  
Me (Q1÷Q3). Для внутригрупповых сравнений 
применяли критерий Краскела–Уоллиса, для 
сравнения между группами – критерий Манна-
Уитни. Различия считали статистически значи-
мыми при p <0.05. Все вычисления проведены  
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с помощью программного пакета Statistica 12.0 
(StatSoft Inc., США).  

 
Результаты исследования. Культивиро-

вание на БПС. Как штамм K. lactis Y-2037, так 
и штамм K. marxianus Y-2042 были способны к 
переработке лактозы сыворотки, и ее концен-
трация заметно снижалась, начиная с 24-го часа 
ферментации. В итоге штамм K. lactis Y-2037 
оказался способным переработать до 90% лак-
тозы, что соответствовало уменьшению ее кон-
центрации в БПС в 9.89 раза (p <0.05). Штамм 
K. marxianus Y-2042 перерабатывал 82.8% лак-
тозы, ее концентрация в БПС уменьшалась в 
5.82 раза (p <0.05). Ферментация лактозы в ба-
зовой среде сопровождалась образованием эта-
нола, концентрация которого к 24 ч экспери-
мента превышала 13.0 г/л для штамма K. lactis 

Y-2037 и 10.0 г/л для K. marxianus Y-2042. По-
сле 72 ч от начала опыта концентрация этанола 
превысила для этих штаммов 20.0 и 17.0 г/л, а 
эффективность ферментации составила 97.8 и 
90.8% соответственно (табл. 1). 

 
Эффект изменения рН среды. Умеренное 

снижение рН (до 4.2) сопровождалось повыше-
нием переработки лактозы в 1.22 раза при  
использовании штамма K. lactis Y-2037 и  
в 1.24 раза – при ферментации штаммом  
K. marxianus Y-2042. Соответственно этому 
имелась тенденция к увеличению выработки 
этанола. При снижении рН до 3.9 наблюдали 
значительное снижение переработки лактозы и 
пропорциональное этому уменьшение образо-
вания этанола. Зависимость от рН бала более 
заметна у K. marxianus Y-2042 (табл. 2).  

  
Т а б л и ц а  1 

 

Изменение концентрации лактозы и этанола при культивировании K. lactis  
 Y-2037 и K. marxianus Y-2042 на базовой питательной среде 

 

Время, ч 
Лактоза, г/л Этанол, г/л 

K. lactis Y-2037 K. marxianus Y-2042 K. lactis Y-2037 K. marxianus Y-2042 
0 42.5 (39.0÷46.2) 0.2 (0.1÷0.4) 

12 25.5 (24.2÷26.3) * 32.8 (29.0÷35.3) * 6.5 (6.0÷7.2) * 4.9 (4.3÷5.4) *# 
24 11.2 (10.0÷12.5) * 15.7 (14.1÷17.5) *# 13.7 (12.1÷15.4) * 10.2 (9.2÷11.4) *# 
48 7.1 (6.7÷7.9) * 10.9 (9.6÷11.4) *# 18.0 (15.9÷20.3) * 14.5 (13.1÷15.9) *# 
72 4.3 (3.9÷4.8) * 7.3 (6.6÷8.1) *# 20.1 (18.5÷21.9) * 17.2 (15.8÷18.4) *# 

 

П р и м е ч а н и я: * – обозначает статистически значимые различия с начальными величинами концен-
траций (0 ч); # – между штаммами Kluyveromyces.  

Т а б л и ц а  2 
 

Концентрация лактозы и этанола через 72 ч культивирования штаммов K. lactis  
Y-2037 и K. marxianus Y-2042 на среде с различным рН 

 

 
Лактоза, г/л Этанол, г/л 

K. lactis Y-2037 K. marxianus Y-2042 K. lactis Y-2037 K. marxianus Y-2042 
До ферментации – 42.5 (39.0÷46.2) г/л До ферментации – 0.2 (0.1÷0.4) г/л 

pH 
4.5 
4.2 
3.9 

4.3 (3.9÷4.8) * 
3.5 (3.1÷3.8) *# 

9.6 (8.6÷10.7) *# 

7.3 (6.6÷8.1) * 
5.9 (5.3÷6.5) *# 

14.9 (13.6÷16.5) *# 

20.1 (18.5÷21.9) * 
20.5 (18.9÷22.2) *  
15.6 (14.2÷17.1) *# 

17.2 (15.8÷18.4) * 
18.0 (16.4÷19.7) * 

12.3 (10.9÷13.4) *# 
Ионы марганца, мг/л 

5.0 
10.0 
25.0 

4.4 (3.9÷4.8) * 
4.1 (3.7÷4.6) * 
3.5 (3.2÷3.9) * 

7.2 (6.5÷8.0) *# 
6.5 (5.8÷7.1) *# 
5.2 (4.7÷5.8) *# 

19.9 (18.3÷21.9] * 
20.2 (18.4÷22.3) * 

20.5 (18.6÷22.7] *# 

17.3 (15.8÷18.6) * 
17.7 (16.1÷19.4) *# 
18.2 (16.9÷20.0] *# 

Ионы кобальта, мг/л 
1.0 
2.0 
5.0 

4.5 (4.0÷4.9) * 
4.7 (4.3÷5.1) * 

11.2 (9.9÷12.4) * 

7.6 (6.8÷8.3) *# 
7.9 (7.1÷8.8) *# 

16.1 (14.7÷17.6) *# 

20.0 (18.4÷21.9) * 
19.4 (17.7÷21.0) * 

13.5 (12.1÷14.8) *# 

16.8 (15.2÷18.5) * 
16.2 (15.6÷17.9) *# 
10.1 (9.2÷11.4) *# 

 

П р и м е ч а н и я: * – обозначает статистически значимые различия с начальными величинами концен-
траций; # – со значениями при культивировании на БПС (табл. 1, 72 ч).  
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Изменение рН среды до 4.2 не сопровож-
далось изменением эффективности фермента-
ции (97.7 и 91.4% для изученных штаммов), 
дальнейшее снижение рН до 3.9 уменьшало ве-
личину этого показателя до 88.1% у K. lactis  
Y-2037 и до 82.8% у K. marxianus Y-2042  
(на 9.7 и 8.0% соответственно).  

 
Эффект добавления ионов марганца. До-

бавление 5 мг/л ионов марганца в БПС практи-
чески не повлияло на количество утилизируе-
мой лактозы и синтезируемого этанола. При 
концентрации 10 мг/л и, в еще большей степе-
ни, 25 мг/л переработка лактозы значительно 
увеличилась. В результате к 72 ч концентрация 
лактозы была на 0.8 г/л ниже при использова-
нии штамма Y-2037, и на 2.1 г/л ниже при ис-
пользовании штамма Y-2042, чем при культи-
вировании дрожжей на БПС. Как результат, 
процент переработки лактозы штаммами  
K. lactis Y-2037 не изменился, в то время как  
K. marxianus Y-2042 – увеличился на 5.7%. Это 
не сопровождалось изменением эффективности 
ферментации. При использовании штамма  
K. lactis Y-2037 величина показателя варьиро-
вала в пределах от 97.1 до 97.7%, при использо-
вании штамма K. marxianus Y-2042 – в пределах 
от 90.7 до 91.4%, то есть вблизи значений, по-
лученных при культивировании этих дрожжей 
на БПС.  

 
Эффект добавления ионов кобальта. По-

казатели ферментации лактозы штаммами  
K. lactis и K. marxianus при добавлении в среду 
ионов кобальта в концентрациях 1 и 2 мг/л су-
щественно не менялись. Ионы кобальта в кон-
центрации 5 мг/л показали себя токсичными и 
снижали переработку лактозы этими штаммами 
в 1.24 и 1.31 раза соответственно. Параллельно, 
с той же направленностью, но более отчетливо, 
менялась и продукция биоэтанола. Увеличение 
концентрации ионов кобальта до 5 г/л значи-
тельно ингибировало эффективность фермента-
ции, которая снизилась до 80.1% (в 1.22 раза) 
для K. lactis Y-2037 и до 71.1% (в 1.28 раза) для 
K. marxianus Y-2042, в сравнении с результата-
ми при культивировании на БПС, то есть оба 
штамма реагировали на добавление ионов ко-
бальта примерно в равной степени.  

 
Обсуждение полученных результатов. 

Результаты, полученные при ферментации под-
сырной сыворотки выбранными штаммами  

K. lactis и K. marxianus показали их высокую 
способность к переработке лактозы. Они оказа-
лись сходными с результатами ранее проведен-
ных исследований с другими штаммами дрож-
жей [10, 13].  

Процесс ферментации подвержен воздей-
ствию множества факторов, которые могут су-
щественно влиять на конверсию углеводов в 
биоэтанол конкретным штаммом дрожжей. 
Важнейшими из этих факторов являются усло-
вия культивирования, такие как температура, 
рН, аэрация, присутствие в сыворотке различ-
ных экотоксикантов, регуляторов роста и мета-
болизма клеток. Правильный подбор этих па-
раметров может значительно улучшить показа-
тели переработки лактозы подсырной сыворот-
ки [13]. 

Исследования подтвердили, что мы нахо-
димся вблизи оптимума рН для Kluveromyces.  

В отношении марганца хорошие результа-
ты были получены при его концентрации 
25 мг/л. Значительного увеличения утилизации 
лактозы не следует ожидать при уже достигну-
том уровне ее переработки в 90%, но даже сни-
жение конечной концентрации лактозы порядка 
1 г/л можно считать заслуживающим внимания. 
Внутри клетки марганец активно взаимодейст-
вует со многими белками, органическими ки-
слотами, что обеспечивает транспорт, окисли-
тельно-восстановительные реакции и устойчи-
вость дрожжей к стрессовым воздействиям. Оп-
тимальные концентрации ионов марганца по-
стоянно обсуждаются, по-видимому, для реше-
ния отдельных задач требуются разные их ве-
личины [14]. В качестве особого момента необ-
ходимо более заметное влияние ионов марганца 
на переработку лактозы штаммом K. marxiaunus 
Y-2042, что может способствовать его конку-
ренции со штаммами K. lactis, которые на на-
стоящий момент являются лидерами в перера-
ботке сыворотки.  

Используя ионы кобальта, мы надеялись 
получить аналогичные результаты при их кон-
центрациях 2 или 5 мг/л. Поддержание опти-
мального содержания кобальта в клетках мик-
роорганизмов может способствовать росту кле-
ток и обеспечению адекватного метаболизма 
углеводов в дрожжах [15]. Тем не менее, низкие 
концентрации кобальта не оказывали влияния 
на переработку лактозы, а в концентрации 
5 мг/л кобальт оказывал заметное угнетающее 
воздействие на основные показатели биотехно-
логического процесса. Возможные причины 
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включают в себя, во-первых, влияние кислого 
рН, которое значительно замедляет поступле-
ние кобальта в дрожжевые клетки. Во-вторых, 
может сказываться температурный фактор, по-
скольку известно, что при более высоких тем-
пературах транспортные и метаболические эф-
фекты ионов кобальта значительно усиливают-
ся [15]. 

Дальнейшие перспективы развития данно-
го направления заключаются в отборе природ-
ных штаммов-суперпродуцентов, а также под-
ключения методик трансгенеза и геномного ре-
дактирования. Эти действия должны быть на-
правлены на повышение активности ключевых 
ферментов доставки лактозы в клетки и био-
конверсии, а также факторов, обеспечивающих 
устойчивость продуцентов к контаминантам и 
стрессовым факторам различной природы. 

 
Заключение. При культивировании в сре-

де на основе подсырной сыворотки с контролем 
скорости перемешивания, аэрации, температу-
ры (34°C) и рН (4.6) штаммы дрожжей K. lactis 
Y-2037 и K. marxiaunus Y-2042 способны в те-
чение 72 ч утилизировать 89.9 и 82.8% лактозы, 
образуя 20.1 и 17.2 г/л этанола соответственно. 
Эффективность ферментации в этом процессе 
составляет 97.8% для K. lactis Y-2037, 90.8% – 
для K. marxiaunus Y-2042.  

Снижение рН среды до 4.2 не сопровожда-
ется существенными изменениями показателей 
конверсии, дальнейшее снижение рН до 3.9 
уменьшает утилизацию лактозы, эффективность 
ферментации при использовании K. lactis  
Y-2037 на 9.7%, K. marxianus Y-2042 – на 8.0%.  

Увеличение концентрации ионов марганца 
до 10 мг/л и, в особенности, до 25 мг/л сопро-
вождается повышением переработки лактозы и 
выработки этанола. В последнем случае штам-
мы дрожжей K. lactis Y-2037 и K. marxiaunus  
Y-2042 способны в течение 72 ч утилизировать 
91.8 и 87.8% лактозы, образуя 20.5 и 18.2 г/л 
этанола соответственно. Эффективность фер-
ментации при этом не меняется. 

Ионов кобальта в концентрациях 1 и 2 мг/л 
не оказывают какого-либо эффекта на фермен-
тацию лактозы штаммами K. lactis Y-2037 и  
K. marxiaunus Y-2042. В концентрации 5 мг/л 
кобальт существенно снижает переработку лак-
тозы этими штаммами – в 1.24 и 1.31 раза соот-
ветственно. Эффективность ферментации при 
этом снижается в 1.22 раза для K. lactis Y-2037 
и в 1.28 раза для K. marxianus Y-2042.  

Штамм K. lactis Y-2037 обладает макси-
мальной эффективностью в отношении перера-
ботки лактозы подсырной сыворотки, его ис-
пользование рекомендуется в качестве инстру-
мента для утилизации лактоза-содержащих от-
ходов производства сыра, позволяющего значи-
тельно уменьшить объемы загрязнений и полу-
чить в качестве вторичного полезного продукта 
биоэтанол. 
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The purpose of this study was to find out the features of the lactose conversion into ethanol by yeast  

Kluyveromyces lactis and Kluyveromyces marxianus in cheese whey as a variant of environmental biotechnology 
under conditions of changes in the composition and properties of the culture medium. To assess the differences 
related to the composition and properties, we changed the pH and concentration of manganese or cobalt ions  
in cheese whey. The main characteristics of the process were the percentage of lactose processing, ethanol produc-
tion, and fermentation efficiency during 72 hours of cultivation.  

As a result, K. lactis Y-2037 strain decreased lactose concentration by 9.89 times within 72 hours,  
K. marxianus Y-2042 strain decreased it by 5.82 times. The ethanol concentration in the final medium was  
20.0 g/l and 17.0 g/l, and the fermentation efficiency was 97.8% and 90.8%, respectively. A decrease in the pH of 
the medium to 4.2 was not accompanied by significant changes in the parameters of the biotechnological process, 
a further decrease in the pH to 3.9 reduced the utilization of lactose, the fermentation efficiency of K. lactis  
Y-2037 and K. marxianus Y-2042 decreased by 9.7% and 8.0%, respectively. An increase in the concentration of 
manganese ions to 25 mg/l leads to the fact that K. lactis Y-2037 and K. marxiaunus Y-2042 strains utilized 
91.8% and 87.8% of lactose, forming 20.5 g/l and 18.2 g/l of ethanol, respectively. The fermentation efficiency 
did not change. Cobalt ions at concentrations of 1 mg/l and 2 mg/l had no effect, and cobalt ions at concentrations 
of 5 mg/l reduced lactose processing by the K. lactis Y-2037 strain by 1.24 times and K. marxianus Y-2042  
by 1.31 times. The fermentation efficiency decreased by 1.22 times and 1.28 times, respectively.  

The technology of processing lactose-containing dairy industry waste by converting lactose into ethanol  
with K. lactis and K. marxianus yeast cultures has been proposed to be used for reducing contamination and,  
if necessary, for producing bioethanol internally. 

Keywords: cheese whey, lactose, fermentation, bioethanol, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus.  
 


