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Abstract. The constantly increasing volumes of lactose-containing waste from the food industry, up to half
of which ends up in wastewater, necessitate the development of biotechnologies for the fermentation of lactose
from this raw material. Several such modifications use the possibility of increasing the activity of key lactose
conversion enzymes by adding some biogenic trace elements to the culture medium. The article considers the
effects of zinc on the efficiency of cheese whey fermentation by three commercial cultures of Kluyveromyces lactis.
The efficiency of lactose utilization was assessed by its content in the culture medium before and after 5 days of
fermentation. The K. lactis strain of the MicroMilk KF KL culture utilized 80.2–84.2% lactose. After the addition of
zinc ions, these indicators ranged from 74.5 to 85.7%. The strain of the Zdoroteevo culture demonstrated the
utilization of lactose in the control series in the range of 78.7–82.0%. After the addition of zinc ions at 2 MPC
concentrations, utilization increased slightly, and after the addition of 5 MPC concentrations, we see values lower
than the control ones. The lactose content in STANDA KL D cultures in the control series ranged from 41.5 to
59.0%; after addition of zinc ions at 2 MPC concentrations, it was from 50.5 to 69.0%; and after addition of 5 MPC,
it was from 38.7 to 57.4%. Thus, the addition of zinc ions to K. lactis culture increases its lactose-converting ability
at a concentration of 2 MPC and inhibits this ability if we use a concentration of 5 MPC. It is advisable to use the
obtained data in developing a strategy for cleaning lactose-containing waste in the food industry

Key words: milk whey, environmental biotechnologies, bioethanol, renewable raw materials, Kluyveromyces
lactis, zinc.
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KLUYVEROMYCES LACTIS В ЗАВИСИМОСТИ ОТ КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИНКА
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Аннотация. Постоянно возрастающие объемы отходов пищевой промышленности, содержащих лак-
тозу, до половины которой в итоге попадает в сточные воды, обусловливают необходимость разработки
более эффективных способов ее утилизации. Наиболее перспективные из них основаны на увеличении
лактозо-конвертирующей способности микроорганизмов, прежде всего – дрожжей, используемых в дан-
ной экологической биотехнологии. Ряд таких модификаций использует возможность увеличения активно-
сти ключевых ферментов конвертации лактозы за счет добавления в среду ряда биогенных микроэлемен-
тов. В статье рассмотрены эффекты цинка на эффективность ферментации подсырной сыворотки тремя
коммерческими культурами Kluyveromyces lactis, для чего оценивали содержание лактозы в культураль-
ной среде до начала и спустя пять суток ферментации. Штамм K. lactis культуры MicroMilk KF KL утили-
зировал от 80,2 до 84,2 % лактозы, при добавлении ионов цинка эти показатели находились пределах от
74,5 до 85,7 %. Штамм культуры Здоротеево продемонстрировал утилизацию лактозы в контрольной се-
рии от 78,7 до 82,0 %, при добавлении ионов цинка в концентрации 2 ПДК утилизация была несколько
выше, при концентрации 5 ПДК – ниже значений в контроле. Содержание лактозы в культуры STANDA KL
D в контрольной серии варьировало пределах от 41,5 до 59,0 %, при добавлении ионов цинка в концентра-
ции 2 ПДК – от 50,5 до 69,0 %, при концентрации ионов цинка 5 ПДК – от 38,7 до 57,4 %. Таким образом,
добавление ионов цинка в среду культивирования K. lactis в концентрации 2 ПДК несколько повышает
лактозо-конвертирующую способность дрожжей, а в концентрации 5 ПДК – угнетает ее. Полученные
данные целесообразно использовать при выработке стратегии очистки лактозо-содержащих отходов в
пищевой промышленности.

Ключевые слова: молочная сыворотка, экологические биотехнологии, биоэтанол, возобновляемое
сырье, Kluyveromyces lactis, цинк.
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По оценкам BusinesStat, с 2019 по 2023 г.
производство сыра в России увеличилось на
40 %, до 758 тыс. т ежегодно. Причиной это-
му стали санкции против России, поскольку
до введения эмбарго на импортные сыры при-
ходилось до 50 % всего объема российского
рынка [1]. Ежедневно в мире производится
более 100 т молочной сыворотки, которая яв-
ляется неизбежным отходом пищевой про-

мышленности. В настоящее время большая
ее часть никак не используется и утилизи-
руется путем простого слива, что наносит
ощутимый вред окружающей среде [5; 10;
11]. По данным компании Kieselmann Rus,
ущерб, наносимый природе одной тонной сы-
воротки, приравнивается к ущербу от 100 т
обыкновенных хозяйственно-бытовых сто-
ков [6].
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Трансформация лактозы в этанол позво-
ляет завершить технологическую цепочку, тем
самым сокращая существенно сокращая
убытки и уменьшая ущерб от загрязнения
окружающей среды [13; 14]. Кроме того, ис-
пользование дрожжей для ферментации возоб-
новляемой биомассы для производства био-
этанола является многообещающей тенден-
цией для развития новой энергетики [2; 7; 20].

В качестве биообъектов для фермента-
ции лактозы в последнее время ученых и прак-
тиков привлекают дрожжи Kluyveromyces lactis
[12; 18]. Впервые геном K. lactis был исследо-
ван в Институте Пастера в Париже путем сек-
венирования 588 коротких меток из двух слу-
чайных геномных библиотек, было идентифи-
цировано 296 генов, из которых 292 – новых.
Полный геном K. lactis был секвенирован в
2004 г. в рамках проекта «Génolevures» и вклю-
чает примерно 5 300 генов [9; 12]. K. lactis за-
рекомендовали себя как привлекательная мик-
робная экспрессионная система для рекомби-
нантных белков в промышленных масштабах.
Его гены LAC позволяют использовать недо-
рогую сахарную лактозу в качестве единствен-
ного источника углерода и энергии [3].

Цель работы – в модельном экспери-
менте in vitro сопоставить эффективность ути-
лизации лактозы тремя коммерческими
штаммами дрожжей из сырьевой среды, со-
держащей 40 г/л и 80 г/л лактозы, в зависимо-

сти от концентрации ионов цинка в культураль-
ной среде.

Материал и методы

В работе для изучения лактозо-перера-
батывающей способности основных исполь-
зованы три коммерческих штамма дрожжей
рода K. lactis:

– Здоротеево (Россия);
– STANDA KL D (Франция);
– MicroMilk KF KL (Италия).
На этапе подготовки к культивированию

были подготовлены две питательные среды –
депротеинезированная нативная подсырная
сыворотка А с содержанием лактозы 40 г/л и
упаренная сыворотка В с содержанием лак-
тозы 80 г/л. В каждой серии эти сыворотки
ферментировались одной из дрожжевых куль-
тур с добавлением раствора ZnSO4 до конеч-
ной концентрации 10 мг/л (2 ПДК) и 25,0 мг/л
ионов цинка (5 ПДК), соответственно. В каж-
дую пробирку для культивирования было до-
бавлено: питательная среда (сыворотка А
или В) – 3 мл, дрожжевая суспензия – 1,75 мл
и 0,25 мл добавочного раствора. Культивиро-
вание дрожжевых культур проводилось в зак-
рытых химических пробирках при поддержа-
нии постоянной температуры в 37,5 °C в те-
чение 5 суток. Каждая серия включала шесть
повторов (см. таблицу).

Состав модельных образцов

Серия Вид сыворотки Вид дрожжевой культуры Количество ионов Zn+ 
в добавочном растворе 

А1-0 

Сыворотка А 

Дрожжевая культура 
Здоротеево 

0 ПДК 
А1-2 2 ПДК 
А1-5 5 ПДК 
А2-0 Дрожжевая культура 

STANDA KL D 

0 ПДК 
А2-2 2 ПДК 
А2-5 5 ПДК 
А3-0 Дрожжевая культура 

MicroMilk KF KL 

0 ПДК 
А3-2 2 ПДК 
А3-5 5 ПДК 
B1-0 

Сыворотка В 

Дрожжевая культура 
Здоротеево 

0 ПДК 
B1-2 2 ПДК 
B1-5 5 ПДК 
B2-0 Дрожжевая культура 

STANDA KL D 

0 ПДК 
B2-2 2 ПДК 
B2-5 5 ПДК 
B3-0 Дрожжевая культура 

MicroMilk KF KL 

0 ПДК 
B3-2 2 ПДК 
B3-5 5 ПДК 
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Лактозо-перерабатывающую способ-
ность дрожжей оценивали по содержанию
лактозы в образцах адаптированным методом
количественной оценки редуцирующих саха-
ров на основе спектрофотометрического ме-
тода Бенедикта [15; 17]. Для этого соединяли
в пробирке 1 мл реактива Бенедикта и 0,25 мл
образца, затем нагревали в течение 15 мин.
при 95 °C, далее центрифугировали на 800 g в
течение 5 мин. Супернатант разбавляли сте-
рильной дистиллированной водой в соотноше-
нии 1:4 и проводили спектрофотометрическое
измерение при длине волны 740 нм.

Статистическая обработка количествен-
ных результатов, после исключения нормаль-
ного характера распределения в выборках, пре-
дусматривала расчет медианы, разброса меж-
ду первым и третьим квартилем (Me, Q1  Q3)

и расчет показателя статистической значимо-
сти различий по критерию Манна-Уитни
(p < 0,05).

Результаты и обсуждение

Данные о содержании лактозы в модель-
ных смесях после ферментации представле-
ны на рисунках 1–3.

Эксперименты показали, что все тести-
руемые штаммы могут успешно производить
этанол из лактозы. Культуры MicroMilk KF KL
и Здоротеево показали высокую лактозо-кон-
вертирующую активность, в то время как куль-
тура STANDA KL D демонстрировала более
низкие показатели. Так, за 5 суток штамм
K. lactis культуры MicroMilk KF KL утилизи-
ровал 84,2 % и 80,2 % лактозы при ее содер-

  

Рис. 1. Содержание лактозы после культивирования дрожжевой культуры MicroMilk KF KL
на средах с различным содержанием ионов цинка

Примечание. Знаком * здесь и на последующих рисунках отмечены достоверные различия с контро-
лем; # – между группами с умеренным и высоким содержанием цинка в культуральной среде (p < 0,05 по
критерию Манна-Уитни).

  

Рис. 2. Содержание лактозы после культивирования дрожжевой культуры Здоротеево
на средах с различным содержанием ионов цинка
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жании в среде 40 г/л и 80 г/л, соответственно,
при добавлении ионов цинка эти показатели
варьировали в пределах от 74,5 до 85,7 %.
Штамм культуры Здоротеево продемонстри-
ровал утилизацию лактозы в контрольной се-
рии в пределах от 78,7 до 82,0%, при добавле-
нии ионов цинка в концентрации 2 ПДК не-
сколько увеличивалась от 84,2 до 86,3 %, при
концентрации ионов цинка 5 ПДК – оказыва-
лись ниже контроля, менее 70,0 %.

Содержание лактозы в культуры
STANDA KL D в контрольной серии варьиро-
вало пределах от 41,5 до 59,0 %, при добавле-
нии ионов цинка в концентрации 2 ПДК – от
50,5 до 69,0 %, при концентрации ионов цинка
5 ПДК – от 38,7 до 57,4 %.

Дрожжи являются лидерами в биотехно-
логиях, основанных на ферментации. Они спо-
собны преобразовывать множество органи-
ческих веществ из окружающей среды в со-
вершенно новые, которые используются в раз-
личных сферах деятельности человека. Од-
нако на этом пути микроорганизмы сталкива-
ются с несколькими типами стрессов, наибо-
лее частыми из которых являются осмотичес-
кий, стресс от недостатка питательных ве-
ществ и от накопления в среде токсических
продуктов жизнедеятельности [19]. Из дрож-
жей наиболее востребованы в биотехнологии
различные виды рода Saccharomyces [4; 11; 16],
но для утилизации лактозы все чаще специа-
листы обращают внимание на представите-
лей рода Kluyveromyces [12; 18]. В процессе
ферментации они, как и любые дрожжи, под-

вергаются воздействию стрессирующих ряда
факторов, которые могут уменьшить активность
их ферментов и, в итоге – снизить эффектив-
ность биотехнологического процесса [16].

Как известно, цинк является важным
элементом для нормального роста, метабо-
лизма и физиологии дрожжей. Помимо того,
что он действует как кофактор для многих фер-
ментов, цинк также необходим для структур-
ной стабильности белков цинкового пальца,
многие из которых оказывают важное влия-
ние на клеточные метаболические процес-
сы [8]. Недавние результаты демонстрируют
участие белков цинкового пальца в клеточных
стрессовых реакциях, с акцентом на повыше-
ние стрессоустойчивости дрожжей при произ-
водстве биоэтанола [19]. Глубокое понимание
роли цинка в перепрограммировании метабо-
лической сети дрожжей жизненно важно для
выведения устойчивых штаммов дрожжей для
сбраживания этанола, а также для улучшения
качества продукции.

Заключение

Проведенные исследования позволяют
считать, что современные штаммы K. lactis
способны к конверсии лактозы в этанол, и в
этой способности существенно превосходят
классические спиртообразующие штаммы
S. cerevisiae. Высокие показатели лактозо-пе-
рерабатывающей способности получены для
дрожжевых культур MicroMilk KF KL и Здо-
ротеево, у которых утилизация лактозы нахо-

  

Рис. 3. Содержание лактозы после культивирования дрожжевой культуры STANDA KL D
на средах с различным содержанием ионов цинка
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дится вблизи или превышает 80 %. Для дрож-
жевых культур K. lactis добавление ионов цин-
ка в среду культивирования в концентрации
2 ПДК немного повышает лактозо-перераба-
тывающую способность дрожжей, а в концен-
трации 5 ПДК – угнетает ее. Полученные дан-
ные целесообразно использовать при выработ-
ке стратегии очистки лактозо-содержащих
отходов в пищевой промышленности.
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