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Биосинтез /лолочкой kkc.wa—..’л\-гаг—крахмалимое сырье

Производств 1 молочной кислоты является одним из наиболее важ
ных микробиологических процессов, которому посвящено множество 
публикаияГ!. В последние годы производство молочной кислоты вызы
вает особый интерес в связи с новыми возмг.жпымп применениями ее. 
Кроме использования в качестве сырья и добавок я медицинской и пи
щевой промышленностях, лактат имеет новые потенциальные возмож
ности применения, в частности, при получении биодеградируемых пла
стиков, приготовленных на основе полилактата. Наряду с разработкой 
более экономичных ферментативных процессов, это может значительно 
пасширить рынок молочной кислоты [6, 7, 9, 10].



Микробиологический метол получения молочной кислоты является 
наиболее предпочтительным.

Согласно данным ряда авторов, биосинтез молочной кислоты инги
бируется накоплением продукта, чем ограничивается его дальнейшее 
производство [5,10] Из многочисленных источников известно также, что 
иелнссоцинрованная форма молочной кислоты является основным 
агентом, ограничивающим бактериальный рост [I, 2] Для преодоле
но! >тог<՛ не [остатка нами был использован карбонат кальция с полу

чением лакгата кальция и качестве конечного продукта.
Сахлрифнкация сырого крахмала также является лимитирующим 

фактором при ферментативном производстве лактата [3, 4. И]. Для 
решения /н>п проблемы сахарнфикапию крахмала осуществляли с при 
менснием глюкоамнлазы. позволяющей гидролизовать несваренный 
крахмал.

В настоящей работе описано ферментативное производство лакта
та кальция из сырого рисового крахмала с использованием штамма 
5/г. Ьиу1$՝. Особое внимание уделено гловмям ферментации, 
методу стерилизаиин сыр »хмале» эффекту добавления 
глюкоамнлазы для ускорения сахарифи.кании крахмала, а также мето 
ду выделения и очистки конечного продукта

Матерна.; и методика Для получения лактата кальции использовали рисовые 
отруби, являющиеся отходами производства японского сакэ.

Для производства японского сакэ рисовое зерно подаергается многоступенчатой 
обработке, в ходе которой последовательно отскребываются его поверхностные слоя, 
содержащие значительное количество бе.-тов и витаминов. Лишь внутренняя часть 
зерна, состоящая п основном аз крахмала н составляющая примерно 60—70% его 
изначальной массы, используется для производства сакэ. Отходы, получаемые капер
ной стадия полировки зерна, имеют рыжг-корн-щеаый цвет и содержат наибольшее 
количество некряхмалпсть■ продуктог ՛՛ ՛ называются «аханука—красные отруби), 
Отходы последующей стадии полир--«•широнук-;» (белые отруби),-получаются 
из относительно внутренних слоев рнсовог- зерна. Эти отруби и были использованы 
нами н качеств» порошка гиговот крахмала Содержание крахмала в белых рисо
вых отрубях, полученных из фирмы гМляззкя Хонтеи» Поккаичя. префектура Мне, 
Японии) было определено методом фснол-ссрной кислоты и составляло примерно 
75%.

В экспериментах использовали реактивы фирмы <Вако> (Япония), сели нс отме
чено иначе.

Использован штамм 51гр/>1ос(кс ;$ Ьоо!$ Я 1'8. выделенный нз желудка 
теленка и являющийся гомс-фермснтатнвным продуцентом (_ (4-) молочной кислоты. 
Эта культура способна также расщеплять сырой клеточный крахмал а глюкозу и 
мальтозу, согласно Мнэокамя • ..авт [8]. Инокулят выращипадк культивированием 
бактерий в колбах Эрлснмейерв объемом 500 мл. содержащих по 400 мл среды, со
стоящей из (^ %): глюко ты— 2,0 дрожжевого экстракта («Дифко». США)—0,5, поля- 
пептона («Днфко». США)—0.5 (pH с-лы—6.0—6.5). После суточного выращивании 
инокулят добавляли к ферментапиокиой среде в количество 5% с конечной Концентра
цией около 107 клеток бактерий иа I мл.

Микроорганизмы также выращивали п ферментаторе (10 л), содержащем 8 Л 
ферменганнонкой среды, при постоянной температуре, с постоянным или периодиче
ским перемешиванием, а также без исто. Осуществляли постоянную, только началь
ную подачу углекислоты или исключали се.
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В экспериментах использовали и 300 л ферментаторы с одержанием фер
ментационной среды 240 л. Все ферментационные среды готовили, ис::о ьзуя в качест 
ве крахмала белые рисовые отруби, которые ля стерилизации предварительно ж 
гружалн в несколько объемов 0.02 Н серной кислоты на несколько часов при комнат 
ной температуре. Непосредственно перед добавлением инокулят для нейтрализации 
кислоты к раствору крахмала добавляли карбонат кальция. Рисовый крахм:։.՛. под
вергнутый кислотной обработке и нейтрализованный карбонатом кальция, нспол1>з<ж 
лн в экспериментах в качестве «среды на рисовом крахмале», Количество карбонат 
кальция, добавленного к среде, с ст.авляли 45 г на 100 белых отрубей. В последу
ющем карбона։ кальция был заменен . й цпчн.й скорлуп ■; — от х дам и яй п-
перерабатывающих производств фирмы «Тзйо Катаку- и г. Покканчи. Содержание 
карбоната кальция в яичной скорлупе составляло более 98'՜'

Использовали препарат глюкоз мклазы из Rhfz 'pits d<՝lf>w. вырабатываемый 
фирмой «Шнн Нихон Кемикал» пол названием «Сумпгзйм 2000>. Эта- фермент обыч- 
но добавляли в соотношении 0,05% к содержанию крахмала в ферментационной 
среде.

Заданную температуру в ферментаторах гь .՛ терж в: ■■■ ■: помощью цир.чулнцнн 
воды с контролируемой температурой.

Рост клеток во время ферментации определяли путем ihiac'ct i живых .ъюний. 
содержание общего сахара методом фенол-серной кисло и вырпжалн как глю
козный эквивалент, наличие крахмала в среде цветной реакции! с йодом, содержа
ние молочной кислоты — методом ВЭ/КХ. применяя жидкостной хром-г граф .Eycla* 
PLC—SP. оснащенный колонкой <Биорад> для анализа оргнничег. их кисло

Результаты и обсуждение. Оптимальную температур) роста клеток 
Str. bovis и производства молочной кислоты определяли н экспе
риментах. проведенных при начальном значении pH среды G.5. Выяв
лено. что как для роста продуцента. так и для накопления конечного 
продукта ферментации—пакте та оптимальными являются тначения 
температур в пределах от 37 ю 4(ГС/гпбл. 4).

7..ОД”Ц։Т < ti l.T'K у՛ •։։.- ц'., -р mvp ы рС/С!П КЛГПИЖ Sir 
b vis и биос W] ио >14кой / и՛ огны (сррОа с c<Wi- 
и аниси ра-чк<,р.1 \-р >- «ддд А' ,. нич<ыьк1.ч tm: ;рн :>■ 

р.Ч Л՜.-. г.ро )(».։ Wime и.ноСМ* <f)<։p.Ui>H ։”ацип — Зб О

Темп, рагу t л К нем it ай титл, Кончен рация
֊. ' клеток мл 10^ лактата, г.л

32 5 4 25.3
35 7.0 31.1
37 7 8 34.7
40 7 6 36.5
42 6.7 32.9
45 4 9 23.5

Оптимальное значение pH при 404՝ варьировало в пределах 6,2 и 
6,7 (табл. 2).

Данные серии экспериментов по изучению влияния различных ус 
ловий ферментации и добавок к ферментационной среде на образова 
ние лактата кальция обобщены в табл. 3 и 4 Как видно, нанлучшнг 
результаты достигаются при перемешивании ферментационной среды в 
анаэробных условиях с добавлением глюкоамилазы, в то время как в 



аэробных условиях в результате окислительного фосфорилирования 
происходит синтез и других органических кислот (табл. 3).

Таблица 2. Влияние начального значения pH На рост 
5/г. Ьоо15 и биосинтез молочной кислоты (с/»?,/.՛.- <• со 
держанием рисового крахмала. продолжитель
ность ферментации — 30 ч при ТО С)

Значение pH
' Конечный титр Концентра ня

начальное конечное клеток мл X16' лактата гл

5.0 4.0 4.2 18
5.5 4.0 5.3 25
6.0 4.2 6.9 31
6.2 4.3 7.3 35
6.3 4.3 7.7 37
6.5 4.4 7.8 36
6.7 4 5 7.5 35
7.0 5.7 6.4 28
7.2 6.3 6.0 25
7.5 6.8 5.1 21

Таблица ? Влияние условии ферментаии: на биосинтез мол >чн >:՝. кислоты 
(содержание рисового крахмала в срсоя — Ю'»^. начальное Значение р.Ч 6.6, 
продолжительность ферментации 60 ч при д/:՝.)

Условия ферментации Ко центра ня 
лакт ;та г/л

Налн не других 
органических гиелчт

Без перемешивания
Без подачи । О«
Без добавлении глюкоамидазы

52 • ебольшое коли сети ■

С перем.пгчванием
Без подачи СО2
Без добавления глюкоз мил азы

4 . большое хо.-.мч СТ80

С перемет вашем 
начальны՝։ >агы.неняем Г.

Без добавл. пня глюк амилазы
81 ։։»: Сб'вруж НО

с перемешива нем
С пос) । янк Г։ пода -ей С0Э $3 нс обнаружено
Ге добавления гл։о .<>:։ ><кла ;ы

<. перше шивачИем
нач ль м на ыш пи.՝՝' СО« 90 н об дружен

С доэйнлли.'и I лк к Фамилии

Влияли различных добавок на скорость ферментации иллюстри
руют данные, приведенные и табл. 4. Добавление гл юкоам в л азы к фер
ментационной среде (0.05% к содержанию крахмала в среде) приво 
лило к значительному ускорению процесса. Однако, дальнейшее уве 
личеинс се концентрации не способствовало еше большему ускорению 
ферментации. На скорость биосинтеза молочной кислоты положительно 
влияет также добавление молочной сыворотки, дрожжевого экстракта 
и картофельного отвара, но не столь эффективно, как наличие глюко 
амилазы (табл. 4).
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Таблица 4. Влияние концеч трлцмл различных добавок на продол нс и цельность 
фермен нации молочной кисло -чы (температура — 37 "С. начальное значение 
pH 6.5)

Концен
трация 
белых 

рисовых 
отрубей, 

•/о

Продолжительность ферментации до ее п лного ав-ршення (чаы) 
при ра личных добавках 

глюкоамн- дрожжевой ։ ։ю..о •мнлазг.
без глюко- лаза и эк«тракт и .2’м

добавок ами а։а* молочная картоне ьный каотоА
сыворотк!” отдар*'" н ;г • о:вар

12
В

1^0 85 75 118 80
70 42 42 62 41

* Количество добавленной глюкоамнлазы 0.035 г на 100 г белых рисовых ».гру
бей,

•• Молочная сыворотка добавлялась в соотношении 10 мл к 100 мл раствора.
*** Дрожжевой экстракт н картофельный отвар добавлялись в соотношении 10 мл 

к 100 мл раствора.

Одним из важнейших критериев эффективности производства молоч
ной кислоты данным способом являлась концентрация субстрата. В 
табл. 5 показано влияние концентрации рисового крахмала на скорость 
и эффективность ферментации.

Конченграи ч 
рисового крах 

МЛ1.1. I л
Пол ч ины 
пр )ду , г .1

Пр д’лжн егьноо ь 
фе| мента.ни. ч

‘■-фектнвность 
ф рментацнн.

г, л час

Таблица 5. Влияние концентрации рисового крахмала на скорость и проек
тивность ферментации (температура Ю С. начальное значение pH 6,5, по
стоянное пепеме.т 1вачис и пойача С'.'.Д

100 94 60 1 .'»■
120 112 м 1 ,38
1-0 122 ня 1 ,39
160 139 П;6 1.31

Из данных таблицы с едует. что продолжительность ферментации 
до ее полного завершения при концентрации рисового крахмала в сре 
де 10% составляла 60 часов. Эффективность процесса также была тем 
выше, чем ниже была концентрация субстрата. Однако, учмтыва ։ энер
гетические затраты при выпарке большого количества воды для выде
ления лактата кальция, ферментации с более высоким содержанием 
субстрата могут быть экономически более эффективными.

Во всех ферментациях для снятия ингибирующего влияния накап
ливающейся молочной кислоты на рост клеток продуцента (что в свою 
очередь приводит к снижению продуктивности процесса) к фермента
ционной среде добавляли карбонат кальция в соотношении 45 г на 100 г 
белых рисовых отрубей. Это было эффективно не только в отношении пей 
трализации образовавшейся молочной кислоты, но и выделения углекис 
лого газа в ходе образования лактата кальция. В ряде ферментаций кар
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бонат кальция был успешно заменен перемолотой яичной скорлупой 
что никак вс снижало скорости ферментации и повышало экономиче
скую эффективность процесса.

Лактат, полученный при 4 (УС в течение 60 ч в -ЬОО л ферментаторе 
(28 кг белых рисовых отрубей при объеме заполнения 240 л, постоян
ном перемешивании и подаче СО?, с добавлением 14 г глюкоамилазы) 
был выделен и очищен. Культуральную среду подщелачивали СаОН 
до pH 9.4 и нагревали до 803 в течение 30 минут. Раствор нейтрализо- 
г.ывалн молочной кислотой до pH 6,5. сепарировали. Обесцвечивали ак
тивированным углем (0,2% 70°С), затем фильтровали с целитом через 
пресс-фильтр. Обёспве-енпый фильтрат высушивали в расли штельаой 
сушилке или концентрировали до содержания РВ выше 30% и остав
ляли на холоду для осаждения. Образовавшийся в результате сушка 
порошок или кристаллическую массу промывали холодной водой или эта
нолом и перекристаллизовывали на холоду. Рекристаллизованный лак
тат кальция высушивали з воздушном потоке при 40°С до постоянно
го веса. Хроматографические анализы очищенного лактата кальция 
давали идентичный со стандартными образцами результат, и чистота 
очищенного препарата была более 98%.
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