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Одной из устойчивых тенденций развития мирового молочного 

рынка является получение безлактозного молока и молочных продуктов 

в виду непереносимости лактозы у 50–90% населения стран Азии, Аф-

рики, Южной Америки. Для получения безлактозной продукции необ-

ходимы ферменты β–галактозидазы, которые в РБ не производятся [1]. 

Для получения β–галактозидаз могут использоваться различные лакто-

зоутилизирующие микроорганизмы, прежде всего грибы, в виду выра-

ботки ими экзоферментов, что облегчает их выделение. Однако актив-

ность данных ферментов невысока и для ее увеличения требуется нара-

щивание большой биомасссы клеток [2]. 

Цель работы – выбор способов получения β–галактозидаз из Гр+ 

и Гр– бактерий и сравнение их активности.  

Объектом исследования служила творожная молочная сыво-

ротка. В качестве продуцентов фермента β–галактозидазы использо-

вали Гр+ бактерии B. subtilis и Гр–  бактерии E. coli из коллекции ка-

федры БТ БГТУ. Клетки культивировали на подготовленной молочной 

сыворотке. Для этого проводили осаждение белков 4% CaCl2, центри-

фугирование при 6000 об/мин, 5 мин, пастеризацию сыворотки при 

70оС 30 мин. В качестве критериев выбора продуцентов служили 3 по-

казателя: 1) максимальная удельная скорость роста, 2) максимальная 

получаемая биомасса клеток, 3) максимальная активность β–галактози-

даз. Биомассу клеток определяли по оптической плотности (D) свето-

рассеивания клеток при 600 нм. Удельную скорость роста клеток нахо-

дили по формуле: 

µ = d(lnD)/dt 

Для контроля активности β–галактозидаз использовали рефрак-

тометрический метод. Удельную активность (А) β–галактозидазы рас-

считывали по формуле: 

    ! =
"#

 !"#$%&'

(, 

где  ) – изменение показателя преломления;   ! – время, за которое 

произошло изменение показателя преломления; "#$%&' – масса белка. 

На первом этапе работы проводили анализ кинетики роста клеток 

Гр+ и Гр- бактерий на подготовленной молочной сыворотке. В резутате 

чего получили, что оптическая плотность *+--
./0у E.coli больше, чем  
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у B. subtilis, что свидетельствует о лучшей утилизации лактозы и накоп-

лении биомассы клетками E.coli. Однако, начальная удельная скорость 

роста биомассы клеток у них была в 2–3 раза ниже, чем у B. subtilis. 

Следующим этапом было получение внутриклеточных ферментов. Для 

их выделения использовали метод прото- и сферопластирования кле-

ток. В случае Гр+ бактерий получение протопластов с помощью лизо-

цима 1 мг/мл и выделение из них ферментов не вызывало сложности. 

Контроль этапа протопластирования проводился с помощью спектро-

фотометрии.  

В случае сферопластирования Гр- бактерий E. coli наряду с лизо-

цимом требуется добавление ЭДТА для разрыхления клеточной 

стенки, в противном случае лизоцим слабо действует на клетки. При-

сутствие ЭДТА увеличивает скорость сферопластирования Гр- клеток 

в 2 раза. В таблице приведены значения показателей, характеризующих 

эффективность получения β–галактозидаз из Гр+ и Гр- бактерий. 

Таблица – Характеристика показателей для Гр+ и Гр- бактерий 

Показатели 
Гр+ Гр- 

Bacillus subtilis E.coli 

Удельная скорость роста, ч-1 0,30 0,12 

(D600)max 0,379 1,632 

А, ед/мг 11, 0 5,6 

Из таблицы видно, что несмотря на высокую биомассу клеток 

E.coli, активность ее фермента ниже, чем у микроорганизмов B. subtilis. 

Это связано с инактивацией ЭДТА β-галактозидазы, являющейся ме-

талло-ферментом. 

В результате проведенной работы установлено, что удельная ак-

тивность фермента β-галактозидазы, выделенного из клеток B. subtilis 

(Гр+) выше, чем удельная активность фермента β-галактозидазы, выде-

ленного из клеток E. coli (Гр-). Также для клеток B. subtilis было обна-

ружено явление генетической адаптации и увеличение выхода био-

массы. 
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