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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ОТДЕЛЬНЫХ ФАКТОРОВ  
НА ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ ГИДРОЛИЗ ЛАКТОЗЫ  

МОЛОЧНОЙ СЫВОРОТКИ 

Молочная сыворотка является вторичным молочным сырьем, содержит в своем 
составе углеводы, белки, минеральные соли, витамины, микроэлементы. Основной ком-
понент сыворотки – лактоза. Известно превращение лактозы в моносахара – глюкозу 
и галактозу с участием фермента β-галактозидазы. Однако малоизученным является 
влияние типа фермента, температурного фактора, соотношения фермент–субстрат 
на полноту процесса ферментативного гидролиза лактозы молочной сыворотки. 

В настоящей работе исследовано влияние температуры и других факторов 
ферментативного гидролиза лактозы молочной творожной сыворотки. В качестве 
фермента использован коммерческий препарат β-галактозидаза – «Лактазар» 
(ОАО «Фармстандарт-Лексредства», Россия). Показано, что в области темпера-
тур 30–45 °С наблюдается увеличение скорости ферментативного гидролиза. Даль-
нейшее повышение температуры до 50 °С приводит к уменьшению скорости обра-
зования моносахаров – глюкозы и галактозы. Такой характер влияния температур-
ного фактора связан со структурными изменениями в β-галактозидазе препарата 
«Лактазар» и снижением ее ферментативной активности. 

В результате расчета по экспериментальным данным для температур 30–50 °С 
величина кажущейся энергии активации ферментативного гидролиза составила 
11,8 кДж/моль. 

Проведено исследование влияния соотношения массы введенного препарата 
«Лактазар» к объему сыворотки с содержанием лактозы в пределах 36,4–42,2 г/л. 
Установлено, что добавление ≈0,1 мас. % препарата β-галактозидаза – «Лактазар» 
достаточно для обеспечения ≈90 % степени превращения лактозы молочной сыво-
ротки в моносахара при температуре 45 °С. При этом период времени ≈6 ч доста-
точен для достижения указанной степени превращения. 

Ключевые слова: ферментативный гидролиз, лактоза, молочная сыворотка,  
β-галактозидаза. 
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STUDY OF THE INFLUENCE OF INDIVIDUAL FACTORS  
ON THE ENZYMATIC HYDROLYSIS OF WHEY LACTOSE 

Whey is a secondary raw milk, contains carbohydrates, proteins, mineral salts, vi-
tamins, microelements. The main component of whey is lactose. It is known that lactose is
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 converted into a monosugar - glucose and galactose with the participation of the enzyme 
β-galactosidase. However, the effects of the type of enzyme, temperature factor, and the ra-
tio of enzyme-substrate on the complete process of the enzymatic hydrolysis of whey lactose 
are poorly understood. 

In this work, we studied the effect of temperature and other factors of the enzymatic 
hydrolysis on lactose in milk curd whey. The commercial preparation β-galaktosidase - 
Lactazar, produced by Pharmstandard-Leksredstva OJSC, Russia, was used as an enzyme. 
It was shown that in the temperature range of 30-45 ºС an increase in the rate of enzymatic 
hydrolysis is observed. A further increase in temperature to 50 ºС leads to a decrease in the 
rate of formation of monosaccharides: glucose and galactose. This influence of the tem-
perature factor is associated with structural changes in the β-galactosidase of the Lactazar 
preparation and a decrease in its enzymatic activity. 

The calculation according to experimental data for temperatures of 30-50 °С of the 
apparent activation energy of enzymatic hydrolysis gives a value of 11.8 kJ/mol. 

A study of the effect of the ratio of the mass of the administered Lactazar prepara-
tion to the whey volume was made with a lactose content in the range of 36.4-42.2 g/l . It 
was found that the addition of ∼ 0.1 wt. % of the preparation β-galactosidase - Lactazar is 
sufficient to provide ∼ 90% degree of conversion of whey lactose in monosugar at a tem-
perature of 45 °С. Moreover, a time period of ∼6 hours is sufficient to achieve the specified 
degree of conversion. 

Keywords: enzymatic hydrolysis, lactose, whey, β-galactosidase. 

 
В ходе переработки молока на такие продукты, как сыр, творог, 

казеин, образуется молочная сыворотка [1]. Молочная сыворотка явля-
ется ценным питательным сырьем, содержит в своем составе до  
5,2 мас. % лактозы, до 1,5 мас. % белковых веществ, до 0,9 мас. % ми-
неральных солей [1, 2]. Кроме того, в ее состав входят микроэлементы, 
водорастворимые витамины [3]. 

Существуют различные методы переработки молочной сыворот-
ки. Они включают в себя как выделение отдельных компонентов сыво-
ротки, сухого остатка в целом, так и использование различных биотех-
нологических методов [1, 4–6]. 

Поскольку, с одной стороны, многокомпонентный состав сыво-
ротки, а с другой – высокое содержание воды, одним из эффективных 
направлений ее переработки могут выступать биотехнологические ме-
тоды трансформации с получением соответствующих продуктов. 

Одними из основных компонентов молочной сыворотки выступа-
ет лактоза. При переработке молока она практически на 99,5 % пере-
ходит в состав молочной сыворотки [4]. Известны методы ее био-
трансформации и, в частности, ферментативного гидролиза с после-
дующим переводом в моносахара – глюкозу и галактозу [7–9]. Для 
этой цели используется фермент β-галактозидаза. 
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Фермент β-галактозидазу получают различными способами  
[10, 11]. Дрожжи и бактерии синтезируют внутриклеточный фермент. 
Он характеризуется относительно узким диапазоном действия по вели-
чине рН среды и эффективен при относительно невысоких температу-
рах [10, 11]. В то же время β-галактозидазы грибного происхождения 
являются в основном внеклеточными. Ферменты этого типа имеют 
множественные формы, в молекулу белка входит углеводный остаток, 
придающий ферментам длительную стабильность к внешним факторам 
(рН, температура) [10]. 

Существующие результаты исследования ферментативного гид-
ролиза лактозы молочной сыворотки показывают высокую степень ее 
превращения в моносахара (до 96 %) с использованием устойчивых к 
внешним факторам ферментов [8]. В то же время влияние таких факто-
ров, как температура гидролиза, соотношения фермент – субстрат (сы-
воротка) остается изученным в недостаточной степени. 

Цели настоящей работы:  
• исследование ферментативного гидролиза лактозы молочной 

творожной сыворотки с использованием коммерческого препарата  
β-галактозидаза – «Лактазар» (ОАО «Фармстандарт-Лексредства», 
Россия) при различных температурах; 

• определение кажущейся энергии активации процесса фермента-
тивного гидролиза; 

• установление кинетических характеристик процесса фермента-
тивного гидролиза (оптимального соотношения фермент–субстрат, 
продолжительности гидролиза).  

Материалы и методы. В исследовании применяли молочную 
творожную сыворотку с массовой долей лактозы не менее 3,5 мас. % 
по ГОСТ 34352–2017. Сыворотка молочная – сырье. Содержание лак-
тозы в составе сыворотки находилось в пределах 36,4–42,2 г/л. Для 
ферментативного гидролиза использовали коммерческий препарат  
β-галактозидаза – «Лактазар» (ОАО «Фармстандарт-Лексредства», 
Россия). 

Определение лактозы в составе исходной молочной сыворотки 
осуществляли фотоколориметрическим методом. Калибровочную за-
висимость строили для стандартных растворов лактозы в диапазоне 
концентраций от 0,0625 до 1 г/л. Отбирали по 2 мл каждого стандарт-
ного раствора, вносили в пробирки и добавляли равные объемы ДНСК-
реагента на основе 3,5-динитросалициловой кислоты. 
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Подготовку ДНСК-реагента осуществляли в соответствии с ме-
тодикой, изложенной в практикуме [12]. Контрольную пробу готовили 
на дистиллированной воде с добавлением равного объема ДНСК-реа-
гента. Далее пробирки помещали в кипящую водяную баню на 5 мин, 
после чего охлаждали и определяли оптическую плотность каждой 
пробы при длине волны λ = 540 нм. Для измерений использовали фо-
тоэлектроколориметр АР-101. 

Молочную сыворотку предварительно разбавляли дистиллиро-
ванной водой и в дальнейшем использовали для определения содержа-
ния лактозы в соответствии с изложенной методикой. 

Определение суммарного содержания глюкозы и галактозы в со-
ставе гидролизатов молочной сыворотки также осуществлялось фото-
колориметрическим методом. Для этой цели использовали 6%-й рас-
твор молибдата аммония, фосфат-фталатный буфер с рН = 5,3, глюкоз-
но-галактозный стандартный раствор с содержанием 5 г/л глюкозы и 
5 г/л галактозы, приготовленный на 0,1%-м растворе бензойной кисло-
ты. Рабочие растворы для построения калибровочной зависимости  
готовили также с использованием 0,1%-го раствора бензойной кисло-
ты [13]. Линейность калибровочной зависимости соблюдалась в диапа-
зоне суммарного содержания глюкозы-галактозы 0–3 мг/мл. Измере-
ния проводили на фотоэлектрокалориметре АР-101, длина волны  
λ = 600 нм. 

Определение кажущейся энергии активации ферментативного 
гидролиза лактозы проведено путем обработки экспериментальных за-
висимостей, полученных для различных температур в координатах 
«суммарная концентрация глюкозы и галактозы – время». Использова-
ны линейные участки зависимостей в интервале времени гидролиза  
1–4 ч. Эксперименты проводились в термостате при перемешивании  
в следующих условиях: объем сыворотки 100 мл, количество препара-
та β-галактозидаза «Лактазар» – 0,15 г. 

Для расчета наблюдаемой скорости ферментативного гидролиза 
использовали зависимость 

 2 1
набл

2 1

,
С С−υ =
τ − τ

  (1)  

где τ1 и τ2 – время отбора проб для последующего определения сум-
марной концентрации глюкозы и галактозы, ч; С1, С2 – соответственно 
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экспериментально установленная начальная и конечная суммарная 
концентрация глюкозы и галактозы (г/л) для времени τ1 и τ2. 

Кажущуюся энергию активации (Еа) ферментативного гидролиза 
определяли по зависимости [14]: 

 2 1набл, набл,

1 2

ln ln
,

1 1
Т Т

аЕ R

Т Т

υ − υ
= ⋅

−
 (2) 

где 
1набл, ,Тυ  

2набл,Тυ – наблюдаемые скорости процесса, соответственно 

при температурах Т1 и Т2; R – универсальная газовая постоянная, 
Дж/(моль·К). 

Исследования, связанные с получением других временных харак-
теристик ферментативного гидролиза лактозы молочной сыворотки, 
осуществляли в термостатируемой качалке при скорости вращения 
100 об/мин. 

Результаты и обсуждение. Исследовано влияние температурно-
го фактора в области температур 30–50 ºС на изменение суммарной 
концентрации глюкозы и галактозы в составе молочной сыворотки. Ре-
зультаты эксперимента представлены на рис. 1. 

 

 
Рис. 1. Зависимости суммарных концентраций глюкозы и галактозы (Сгл-гал) 
от времени (τ)  для  процесса  ферментативного  гидролиза  лактозы при соот- 

ветствующих температурах 
 
Как видно на рисунке, с увеличением температуры от 30 до 45 ºС 

на начальных участках зависимостей наблюдается рост их крутизны, 
что свидетельствует о возрастании скорости ферментативного гидро-
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лиза лактозы. Однако при дальнейшем повышении температуры про-
цесса до 50 ºС наблюдается некоторое снижение скорости гидролиза. 
Очевидно, при температурах свыше 45 ºС начинаются структурные 
изменения в составе фермента β-галактозидазы препарата «Лактазар», 
что уменьшает каталитическую способность . Однако даже при 50 ºС 
сохраняется высокая каталитическая активность, что свидетельствует  
о содержании в составе препарата «Лактазар» β-галактозидазы в ос-
новном внеклеточного типа [10]. 

В результате расчета кажущейся энергии активации с использо-
ванием линейных участков для зависимостей при температурах 30 и 
50 ºС (см. рис. 1) ее величина составила 11,8 кДж/моль. Полученное 
значение свидетельствует о низком активационном барьере рассматри-
ваемой ферментативной реакции гидролиза. 

Таким образом, с точки зрения полноты процесса гидролиза лак-
тозы молочной сыворотки и скорости протекания целесообразно ис-
пользовать повышенные температуры вплоть до 45 ºС. 

Проведено исследование влияние соотношения массы введенного 
препарата «Лактазар» к объему сыворотки. Эксперименты проводи-
лись в термостатированной качалке при перемешивании. Использовали 
постоянный объем сыворотки 100 мл, варьировали количество введен-
ного препарата. Продолжительность каждого опыта составляла 4 ч. Ре-
зультаты представлены на рис. 2. 

 

 
Рис. 2. Зависимость суммарной концентрации глюкозы и галактозы (Сгл-гал)  
в растворе сыворотки от количества добавленного препарата «Лактазар» (n) 

 
На рис. 2 видно, что с увеличением массы введенного препарата 

«Лактазар» (количества β-галактозидазы) растет полнота процесса 
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гидролиза. Для массы введенного препарата ≈0,1 г на 100 мл сыворот-
ки суммарная концентрация моносахаров стабилизируется. Это свиде-
тельствует о том, что данное соотношение биокатализатор–сыворотка 
является достаточным для реализации высокой степени превращения 
лактозы с учетом ее исходного содержания в сыворотке. 

С целью подтверждения полученных данных и для выявления 
оптимальных условий процесса ферментативного гидролиза лактозы 
молочной сыворотки выполнен временной эксперимент. Условия его 
проведения были следующими. Отбирали 500 мл сыворотки, ставили в 
термостатируемую качалку со скоростью вращения 100 об/мин и на-
гревали до температуры 45 ºС. После этого вводили содержимое одной 
капсулы препарата «Лактазар» (≈0,55 г). Через определенные проме-
жутки времени осуществляли отбор проб и в них определяли суммар-
ную концентрацию моносахаров. Результаты определения их концен-
трации представлены на рис. 3.  

 

 
 

Рис. 3. Зависимость суммарной концентрации глюкозы и галактозы (Сгл-гал)  
в растворе сыворотки от времени (τ) ферментативного гидролиза 

 

Как следует из рис. 3, первоначально (в течение первых 3 ч) ско-
рость накопления моносахаров максимальна. Затем она замедляется и 
для времени гидролиза 6 ч достигает максимума. При этом степень 
превращения лактозы в глюкозу и галактозу достигает ≈90 %. Некото-
рое снижение содержания моносахаров к периоду времени 16–24 ч 
гидролиза можно объяснить их потреблением в результате роста мик-
роорганизмов, присутствующих в исходной сыворотке. 

Таким образом, выполненное исследование подтвердило целесо-
образность использования для ферментативного гидролиза лактозы 
молочной сыворотки β-галактозидазы грибкового происхождения. Ус-
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тановлена оптимальная температура осуществления процесса гидроли-
за – 45 ºС. Для температурного интервала 30–50 ºС определена кажу-
щаяся энергия активации ферментативного гидролиза лактозы¸ равная 
11,8 кДж/моль. Установлено, что добавление ≈0,1 мас. % препарата  
β-галактозидаза «Лактазар» достаточно для обеспечения 90 % степени 
превращения лактозы сыворотки с исходным содержанием 36,4–42,2 г/л 
в моносахара при температуре 45 ºС. При этом период времени для 
достижения указанной степени превращения составил ≈6 ч. 
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