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Переработка молочной сыворотки является производственной необходимостью. Биотехнологические процессы с использованием 
сыворотки перспективны для культивирования лактозосбраживающих дрожжей. Цель работы – исследование закономерностей 
культивирования в подсырной и творожной сыворотке коллекционных штаммов дрожжей рода Kluyveromyces при отдельном, 
совместном применении и после гибридизации. В результате проведения экспериментов установлено, что самый быстрый рост  
и максимальное накопление биомассы было получено с использованием штамма K. marxianus 459 в подсырной сыворотке (до lgN 9  
через 24 ч и lgN 9,8 через 48 ч культивирования). В творожной сыворотке штаммы K. marxianus 459 и 1338 адаптировались быстрее, 
а K. lactis 1339 медленнее, чем в подсырной. Гибриды штаммов K. lactis 1333 × K. marxianus 1338 и K. lactis 1333 × 1339 показали более 
высокую скорость роста, чем отдельные штаммы, в течение 24 ч в обоих видах сыворотки, разница значений lgN составила 7,6–31 % 
в зависимости от сырья и штамма. Наиболее активное образование летучих компонентов обнаружено в опытах со смесью  
K. lactis 1333 + K. marxianus 1338 в творожной и подсырной сыворотке. Таким образом, совместное культивирование и гибридизация  
(как межштаммовая, так и межвидовая) некоторых лактозосбраживающих дрожжей может приводить к изменению их 
биохимических и физиологических свойств, что соответствует данным, представленным в работах других исследователей. 
Полученные результаты могут быть использованы при получении бета-галактозидаз для биосинтеза олигосахаридов-пребиотиков. 
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Введение 
Академик РАН Андрей Георгиевич Храмцов называл 
молочную сыворотку биотехнологической систе-
мой, феномен которой заключается в уникальном 
составе. Она не только включает половину сухих 
веществ исходного молока, в т. ч. до 90 % лактозы, 
но и обогащена заквасочной микрофлорой, ее 
метаболитами, а также ферментами и реаген-тами, 
применяемыми при производстве сыра и творога [1]. 
Во всем мире комплексная переработка сыворотки 
рассматривается как с точки зрения требований 
экономики замкнутого цикла и устойчивого про-
изводства, так и как способ снижения ее нежела-
тельного воздействия на окружающую среду [2]. 

В России ежегодно производят около 8 млн т сыворот-
ки, при этом подсырной (сладкой) получают меньше 

(около 40 %), чем кислой, остающейся в основном 
после производства творога, йогурта и казеина. Раз-
ные виды сыворотки отличаются по составу и свой-
ствам, что существенно влияет на выбор процессов 
и конечных продуктов ее переработки1. В связи  
с ужесточением требований к экологической безо-
пасности и поощрением использования вторичного 
сырья в производстве товаров на государственном 
уровне, переработка молочной сыворотки в нашей 
стране стала производственной необходимостью [3].

Наиболее перспективные направления использо-
вания сыворотки связаны с биотехнологическими 
процессами, позволяющими получать из нее целый 
спектр различных продуктов, в том числе фер-
менты, молочную кислоту, этанол, биопластик, 
олигосахариды-пребиотики (лактулозу, галакто-
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*Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 25-26-20093 (https://rscf.ru/project/25-26-20093/).  
1Творожная сыворотка: способы и перспективы переработки [Электронный ресурс].  
URL: https://milknews.ru/longridy/Tvorozhnaja-syvorotka.html (дата обращения 15.09.2025).
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олигосахариды и др.) [4–6]. Конкурентоспособность 
биотехнологий переработки сыворотки базируется 
на интеграции современных способов ее предва-
рительной обработки, а также результатов селек-
ции и модификации штаммов-продуцентов [4]. 

К известным промышленноценным и безопасным 
микроорганизмам, способным утилизировать лактозу 
и активно расти в молочном сырье, относятся дрожжи 
рода Kluyveromyces. В последние годы особое внима-
ние уделяется методам генетической инженерии этих 
грибов, которая позволяет повысить экономическую 
эффективность производства различных белков, 
органических кислот, ароматизаторов, про- и пре-
биотиков, пищевых и кормовых добавок [7, 8]. 

Важно отметить, что представители рода 
Kluyveromyces отличаются высокой степенью поли-
морфизма генов, отвечающих за синтез бета-галак-
тозидаз [9]. Доказана возможность межштаммовой 
гибридизации этих дрожжей, которая позволяет повы-
сить активность этих ферментов в отношении  
сбраживания лактозы [10, 11]. Совместное культиви-
рование разных штаммов и видов микроорганизмов 
тоже рассматривается как новый и многообещающий  
метод проведения биотехнологических процес-

сов [4, 12]. Можно предположить, что не только 
гибридизация, но и сочетание разных штам-
мов Kluyveromyces при культивировании может 
повлиять на результат накопления их биомассы 
и метаболитов. При этом целесообразно исполь-
зовать штаммы из отечественных коллекций 
микроорганизмов, что позволяет укрепить 
технологический суверенитет нашей страны.

Основой любой биотехнологии является культивиро-
вание и накопление биомассы продуцентов. В обзоре  
[13] обобщены данные о закономерностях роста 
дрожжей и влияющих на него факторах. Пока-
зано, что разнообразие и адаптивность дрожжей 
позволяют регулировать состав и функциональные 
свойства получаемых из них продуктов. Отмечено, 
что род Kluyveromyces пока недостаточно изучен, 
в отличие от хлебопекарных и пивных дрожжей 
рода Saccharomyces [13]. Известно применение 
Kluyveromyces для производства галактоолигосаха-
ридов с использованием подсырной и йогуртной 
сыворотки [14]. Опубликованы результаты культиви-
рования некоторых видов и штаммов дрожжей  
в подсырной сыворотке и ее ультрафильтрацион-
ном пермеате. Показано, что штамм Kluyveromyces 
marxianus SK больше зависит от источников азота, 
меньше – от добавления сульфата магния и накап-
ливает во вторичном сырье биомассу медленнее, 
чем Candida kefyr (синоним K. marxianus) Y – 203 [15]. 
Однако эти данные недостаточны для понимания 
закономерностей роста других видов и штаммов 
лактозосбраживающих дрожжей. Научный и практи-
ческий интерес представляет также применение для 
их культивирования разных видов молочной сыво-
ротки, которые отличаются по составу углеводов, 
органических кислот, белковых и азотистых компо-
нентов, витаминов, макро- и микроэлементов [1].	

Цель работы – исследование закономерностей 
культивирования в подсырной и творожной 
сыворотке коллекционных штаммов дрожжей 
рода Kluyveromyces при отдельном, совмест-
ном применении и после гибридизации. 

Объекты и методы исследования 
Объектами исследований являлись образцы подсыр-
ной и творожной сыворотки, предоставленной АО 
Молочный комбинат «Ставропольский» (г. Ставро-
поль), ферментированные различными штаммами 
дрожжей: Kluyveromyces lactis ВКМ Y 1333 и Y 1339, 
Kluyveromyces marxianus ВКМ Y 459 и Y 1338 (Всерос-
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сийская коллекция микроорганизмов (ВКМ), Феде-
ральный исследовательский центр «Пущинский науч-
ный центр биологических исследований Российской 
академии наук», г. Пущино). Дрожжи активизировали 
путем пересева из коллекционных культур  
на плотную питательную среду Сабуро, скошенный 
агар (Всероссийский научно-исследовательский ин-
ститут маслоделия и сыроделия, г. Углич) 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 соответствовала концентрации клеток дрож-
жей lgN = (5,4 ± 0,2). Далее 1 см3 полученной суспензии 
вносили в коническую колбу со 150 см3 стерилизован-
ной подсырной или творожной сыворотки. В случае 
использования смеси дрожжей приготовленные 
суспензии штаммов попарно вносили в стерилизо-
ванную молочную сыворотку в соотношении 1:1. 

Гибридизацию дрожжей проводили по стандартной 
методике, описанной в работе [10], отличительной 
особенностью которой являлась первичная актива-
ция дрожжей на плотной питательной среде Сабуро. 
Культивирование дрожжей в молочной сыворотке 
проводили в условиях аэрации в шейкер-инкубаторе 
при 30 °С и перемешивании 100 об./мин в течение 
72 ч для накопления их биомассы. Спустя 12, 24, 48 
и 72 ч культивирования проводилось определение 
активной кислотности образцов, количествен-
ный учет клеток дрожжей, а также активности 
образования летучих соединений путем взвеши-
вания колб и вычисления изменения их массы. 

Исследования проводили в трех-пятикратной 
повторности по типовым и общепринятым методи-
кам: кислотность активная определялась потенцио-
метрически по ГОСТ 3624-92; температура – 
по ГОСТ 26754-85; количество дрожжей – методом  
счета колоний по ГОСТ 33566-2015. 

Результаты и их обсуждение 
В работе были использованы четыре штамма лактозо-
сбраживающих дрожжей из отечественной коллекции 
микроорганизмов ВКМ, отобранные на основании 
результатов анализа литературы. Два штамма при-
надлежат виду Kluyveromyces lactis (1333 и 1339), кото-
рый предпочитает температуру около 30 °С и аэроб-
ные условия, является промышленным продуцентом 
бета-галактозидаз для гидролиза и трансгликозили-
рования лактозы, а также используется как модель 
для экспрессии рекомбинантных белков и изучения 

основных клеточных механизмов [16]. Другие два 
штамма дрожжей относятся к виду Kluyveromyces 
marxianus (459 и 1338). Для этого вида характерны 
более широкие диапазоны температур и рН, он отлича-
ется высокой скоростью роста и в анаэробных усло-
виях легче переключается на спиртовое брожение, его 
применяют для получения этанола и целого ряда фер-
ментов, в т. ч. бета-глюкозидазы, инулиназы и полига-
лактуроназы [17]. Штаммы обоих видов могут сбражи-
вать лактозу и подвергаться гибридизации, которая 
считается классическим методом селекции дрожжей 
и основана на их способности в голодных (например, 
ацетатных) средах образовывать споры двух различ-
ных типов (a и α), при слиянии которых образуются 
диплоидные клетки с измененной генетической 
информацией и свойствами. В частности, гибриды 
могут обладать более высокой скоростью сбражи-
вания лактозы [9–11]. Возможна не только межштам-
мовая, но и межвидовая гибридизация дрожжей [18]. 

Для изучения закономерностей культивирования 
дрожжей четырех штаммов (при отдельном исполь-
зовании, а также в смесях с соотношением клеток 
двух штаммов 1:1 и после гибридизации) в ходе  
экспериментов контролировали три выходных 
параметра. Первый, количество клеток дрожжей N, 
КОЕ/см3 (в логарифмической форме lgN), характе-
ризовал накопление биомассы. Второй показатель 
был связан с образованием летучих продуктов 
метаболизма (СО2, спиртов, эфиров, летучих жирных 
кислот) и определялся по снижению массы образцов 
в процессе культивирования. Третий, рН, отражал 
накопление кислых и щелочных продуктов метабо-
лизма. Результаты экспериментов, в которых были 
получены значимые различия между культурами, по-
казаны на рисунке 1 (lgN), по летучим веществам – на 
рисунке 2, по изменению рН образцов – на рисунке 3.

Анализ графиков, представленных на рисунке 1, 
показал, что фаза адаптации (лаг-фаза) длилась около 
8 ч для всех отдельно выращиваемых в подсырной 
сыворотке штаммов, при этом количество клеток 
оставалось почти на исходном уровне (lgN 4,5–4,7).  
Далее экспоненциальная фаза роста позволила 
штамму K. marxianus 459 достичь lgN 9 через 24 ч  
и lgN 9,8 через 48 ч культивирования, после чего 
клетки стали быстро погибать (рис. 1а). Межвидовой 
гибрид K. marxianus 459 × K. lactis 1333 не показал  
значимых различий с отдельными культурами  
на подсырной сыворотке. Рост дрожжей в смеси  
K. marxianus 459 и K. lactis 1333 продолжался  
в течение 72 ч, количество клеток достигло зна-
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чения lgN 9, что было на 11 % выше, чем к этому 
времени у отдельных штаммов и гибрида (рис. 1а).

У других отдельных чистых культур дрожжей и их сме-
сей выход на стационарную фазу в подсырной сыво-
ротке наблюдали через 24 ч на более низком уровне 
накопления биомассы (около lgN 8), после чего стаби-
лизацию через 48 ч и незначительное снижение через 
72 ч. Гибридизация штаммов K. lactis 1333 × K. marxianus 
1338 привела через 24 ч к повышению значений lgN  
до уровня 9,3, который был существенно больше, чем 
у отдельных культур K. lactis 1333 и K. marxianus 1338  
(на 11,8 % и 10,8 % соответственно) (рис. 1в).  

Аналогичную закономерность наблюдали через  
24 ч культивирования в подсырной сыворотке 
гибрида K. lactis 1333 × 1339: количество его клеток 
(lgN 8,5) было на 7,6 % выше, чем клеток K. lactis 1333, 
и на 16,5 %, чем клеток K. lactis 1339 (рис. 1д). Полу-
ченные результаты соответствуют результатам 
исследований других штаммов лактозосбраживаю-
щих дрожжей, выращенных в подсырной сыворотке [15, 
19], а также сведениям о повышении активности 
сбраживания лактозы у некоторых гибридов. 

В творожной сыворотке штаммы K. marxianus 459  
и 1338 адаптировались быстрее, чем в подсырной, что 
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Рисунок 1. Зависимость количества клеток разных штаммов дрожжей (lgN, КОЕ/ см3) от времени культивирования в подсырной  
и творожной сыворотке (среднее по трем повторностям, р ≤ 0,05)
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может быть обусловлено способностью этого вида 
сразу утилизировать молочную кислоту (рис. 1б, г).  
Штамму K. lactis 1333 потребовалось время для 
перестройки ферментной системы на расщепление 
лактозы, продолжительность лаг-фазы была такой же, 
как и в подсырной сыворотке (рис 1а, б). Самая  
медленная адаптация наблюдалась у штамма  
K. lactis 1339, для которого кислая среда творожной 
сыворотки была неблагоприятной (рис. 1е). Смеси 
штаммов развивались в творожной сыворотке так же, 
как более активный штамм в смеси. Гибриды  

K. lactis 1333 × K. marxianus 1338 и K. lactis 1333 × 1339 пере-
ключали свой метаболизм на использование лактозы 
быстрее, чем отдельные штаммы (рис. 1г, е). Это способ-
ствовало более быстрому росту гибридных штаммов, 
особенно в опытах с K. marxianus 459 × K. lactis 1333 (lgN 
на 10,3 % выше, чем у отдельных штаммов, через 48 ч)  
и K. lactis 1333 × 1339 (на 10,7 % по сравнению с K. lactis 1333 
и на 31 % по сравнению с K. lactis 1339 через 24 ч). 

Данные, представленные на рисунке 2, позволяют 
говорить о том, что в обоих видах сыворотки наи-
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Примечание: 1333 – K. lactis ВКМ Y 1333, 1338 – K. marxianus ВКМ Y 1338; 1333 + 1338 – штаммы после совместного культивирования, 1333 × 1338 – гибридные штаммы. 

Рисунок 3. Зависимость активной кислотности (рН) среды культивирования разных штаммов дрожжей от времени культивирования  
в подсырной и творожной сыворотке (среднее по трем повторностям, р ≤ 0,05)
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1333 × 1338 – гибридные штаммы.

Рисунок 2. Зависимость снижения массы образцов (Δm, г) от времени культивирования клеток разных штаммов дрожжей в подсырной  
и творожной сыворотке (среднее по трем повторностям, р ≤ 0,05)
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более активным в отношении образования летучих 
компонентов были дрожжи K. marxianus 459, а самую 
слабую способность к их накоплению показал штамм  
K. lactis 1333 (рис. 2а, б). Смеси и гибриды этих 
штаммов в подсырной сыворотке демонстрировали 
результаты, близкие к результатам опытов  
с K. marxianus 459 (рис. 2а). Однако при взвешивании 
образцов творожной сыворотки с гибридами  
K. marxianus 459 × K. lactis 1333 и K. lactis 1333 ×  
K. marxianus 1338 обнаружено значительно меньшее 
снижение веса, чем в опытах с отдельными куль-
турами и смесью (рис. 2б, г). В то же время смесь 
K. lactis 1333 + K. marxianus 1338 показала самую 
высокую активность образования летучих компо-
нентов, причем одинаковую в подсырной и творож-
ной сыворотке (рис. 2в, г). Эти результаты могут 
быть связаны с особенностями метаболизма разных 
штаммов дрожжей, их влиянием друг на друга и 
изменением при гибридизации, но точное понимание 
механизмов требует дополнительных исследований.

Изменение рН не имело существенных отличий 
для разных штаммов, их смесей и гибридов. В ходе 
экспериментов наблюдали постепенное снижение 

рН с 7,3 до 6,3–6,5 в подсырной сыворотке в первые 
48 ч с незначительным повышением и достижением 
нейтральных значений к концу культивирования  
(рис. 3а). В творожной сыворотке уровень рН  
в первые 48 ч культивирования оставался на исход-
ном уровне (рН 5,5–5,7), в дальнейшем наблюдалось 
повышение рН до 6,0 для гибридов и до 6,5 для 
отдельных культур и смесей (рис. 3б). Возможно, 
незначительное изменение рН связано с буферными 
свойствами сыворотки, а также с балансом между 
образованием кислых (например, органических кис-
лот) и щелочных (например, продуктов распада сыво-
роточных белков) продуктов метаболизма дрожжей.

Выводы 
Самый быстрый рост и максимальное накопление 
биомассы было получено с использованием штамма 
K. marxianus 459 в подсырной сыворотке и гибридов 
штаммов K. lactis 1333 × K. marxianus 1338 и K. lactis 
1333 × 1339 в обоих видах сыворотки. Наиболее 
активное образование летучих компонентов обнару-
жено в ходе опытов со смесью K. lactis 1333 +  
K. marxianus 1338. Таким образом, совместное 
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культивирование и гибридизация (как межштаммо-
вая, так и межвидовая) некоторых лактозосбражи-
вающих дрожжей может приводить к изменению 
их биохимических и физиологических свойств, 

что соответствует данным других исследовате-
лей [10, 11]. Полученные результаты могут быть 
использованы при получении бета-галактозидаз 
для биосинтеза олигосахаридов-пребиотиков. 
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Whey processing is unavoidable in sustainable production. Waste whey can be utilized in the biotechnological production of lactose-fermenting 
yeasts. This study featured cultivation patterns of separate, combined, and hybridized cultivation of Kluyveromyces yeasts in cheese and curd whey. 
The fastest growth and greatest biomass accumulation belonged to K. marxianus 459 in cheese whey (≤lgN 9 after 24 h and lgN 9.8 after 48 h of 
cultivation). K. marxianus 459 and 1338 adapted more quickly in curd whey than in cheese whey, with the opposite result for K. lactis 1339. Hybrid 
strains of K. lactis 1333 × K. marxianus 1338 and K. lactis 1333 × 1339 demonstrated a higher growth rate than individual strains over 24 h in both  
types of whey. The difference in lgN values was 7.6–31 %, depending on the whey type and strain. The most active formation of volatile components 
was observed in the experiments that featured co-cultivation of K. lactis 1333 + K. marxianus 1338 in curd and cheese whey. In this study, co-cultivation  
and hybridization (both interstrain and interspecies) of some lactose-fermenting yeasts changed their biochemical and physiological properties,  
which was consistent with other studies. The obtained results can be used in the production of β-galactosidases for the biosynthesis  
of prebiotic oligosaccharides.

Keywords: cheese whey, curd whey, yeast, Kluyveromyces, cultivation, biomass, pH, volatile matter
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