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Аннотация. Исследования продуцентов L-молочной кислоты на сегодняшний день представляются весьма 
актуальными в связи с широкими сферами ее применения. Целью проведенного исследования являлся подбор 
параметров культивирования термофильного штамма-продуцента L-молочной кислоты Weizmannia coagulans, 
выделенного из молока. В ходе работы выявлено, что продуктивность штамма зависит от температуры культи-
вирования, скорости перемешивания, рН среды, использованного нейтрализующего агента и концентрации 
глюкозы. По результатам культивирования в колбах и ферментере установлено, что за 56 часов штамм способен 
продуцировать до 80,4 г/л молочной кислоты при соответствующей средней продуктивности 1,44 г/(л×ч)  
с конверсией порядка 99%. Самыми оптимальными параметрами для получения наибольших показателей 
были температура 50 °С, рН среды 6,5, перемешивание 150 об/мин. Показано, что данный штамм не ингиби-
руется высокими концентрациями глюкозы, а, напротив, демонстрирует большую продуктивность при концен-
трации глюкозы в среде 100–120 г/л. Среди нейтрализующих агентов, используемых для корректировки рН, 
выбран Са(ОН)2, который в наименьшей степени влияет на размер клеток продуцента в процессе ферментации 
и побочные продукты использования которого наименее токсичны. Полученные результаты показывают, что 
данный штамм требует дальнейших исследований его особенностей метаболизма и генетической модифи-
кации для повышения продуктивности, снижения ингибирующего эффекта целевого продукта на метаболизм 
продуцента и получения повышенных титров молочной кислоты за короткое время ферментации.
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вирование, биотехнологическое получение органических кислот
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Abstract. Studies on the producers of L-lactic acid are highly relevant at the moment due to the broad scope of its 
applications. This study was aimed at selecting culture parameters for a milk-derived thermophilic strain of Weizmannia 
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coagulans that is capable of producing L-lactic acid. It was found that the strain productivity depends on the culture 
temperature, stirring rate, medium pH, used neutralizing agent, and glucose concentration. The culture in flasks 
and a fermenter revealed that in 56 hours, the strain is capable of producing up to 80.4 g/L of lactic acid at a corre-
sponding average productivity of 1.44 g/(L×h) with a conversion of about 99%. The most optimal parameters to 
achieve the highest indicators were a temperature of 50 °С, medium pH of 6.5, and a stirring rate of 150 rpm. This 
strain was shown to be uninhibited by high glucose concentrations; conversely, it exhibited higher productivity at 
glucose concentrations of 100–120 g/L in the medium. Among the neutralizing agents used for pH adjustment, the 
Ca(OH)2 agent was selected, which has the least effect on the size of producer cells during fermentation and whose 
by-products are the least toxic. The obtained results indicate that further studies on the metabolic properties and 
genetic modification of this strain are required in order to increase productivity, reduce the inhibitory effect of the 
target product on the metabolism of the producer, and obtain elevated lactic acid titers in a short fermentation time.

Keywords: Weizmannia coagulans, lactic acid fermentation, L-lactic acid, batch culture, biotechnological production 
of organic acids
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время исследования продуцентов 

молочной кислоты среди отечественных и зарубежных 
ученых являются весьма актуальными [1–3], что, безус-
ловно, связано с широкими сферами ее применения в 
пищевой и непищевой промышленности, в том числе в 
качестве мономера для синтеза биоразлагаемых пластиков 
[4]. Кроме того, увеличение спроса на такой пластик, 
как полилактид, повышает и спрос на молочную кислоту 
заведомо надлежащего качества – главным образом 
энантиомерно чистую молочную кислоту, содержащую 
L-изомер [5]. В связи с этим важным направлением работ 
по синтезу молочной кислоты является выделение новых 
штаммов и изучение их биологических свойств, селекция 
существующих активных штаммов-продуцентов и гомо-
ферментативных молочнокислых бактерий, способных 
синтезировать преимущественно L-молочную кислоту с 
учетом оптимизации параметров биосинтеза. 

Среди продуцентов L-молочной кислоты наиболее 
часто упоминаются Lactococcus lactis, Lactococcus 
paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus pentosus, 
Lactobacillus plantarum и ряд других истинных молоч-
нокислых бактерий [6–11]. Однако, несмотря на то, что 
продуктивность данных штаммов может быть достаточно 
высокой (до 7,5 г/(л×ч)) [6], все они являются мезофилами 
с верхней границей температурного оптимума не более 
42 °С. Между тем сдвиг границы температурного оптимума 
в сторону более высоких значений практически сводит 
к нулю риск контаминации сторонней микрофлорой, 
что является довольно распространенной проблемой 
в микробиологическом производстве. Использование 
термофильных продуцентов позволяет совместить процесс 
молочнокислого брожения с осахариванием целлюлозо-
содержащего сырья, которое, как правило, происходит 
при повышенных температурах [12].

Среди термофильных видов бактерий Weizmannia 
coagulans способен к гомоферментативному синтезу 
молочной кислоты при относительно высоких значениях 
продуктивности. Этот вид, ранее известный как Bacillus 
coagulans, недавно был филогенетически реклассифи-

цирован в отдельную монофилетическую группу под 
названием Weizmannia [13]. W. coagulans – это грампо-
ложительная непатогенная спорообразующая бактерия, 
продуцирующая молочную кислоту [14]. Известно, что 
данный вид микроорганизмов относится к микрофлоре 
молока и молочных продуктов, причем он является 
одним из тех видов, что остаются даже после пастери-
зации. Существуют сведения, что данный вид обитает 
в почве, на поверхности овощей и фруктов (об этом 
свидетельствует их наличие в микрофлоре консервиро-
ванных продуктов), в силосных ямах и навозе [15, 16].

В литературных источниках представлены данные об 
использовании различных штаммов W. coagulans для 
эффективного получения молочной кислоты из различных 
углеродных субстратов, в том числе из гидролизатов рас-
тительных остатков. В частности, в работе Т. Михельсон 
с соавторами показано, что штамм W. coagulans SIM-7 
способен расти на средах, содержащих менее сложный 
источник азота (дрожжевой автолизат) по сравнению с 
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM 20073, и давать 
высокий титр молочной кислоты [17]. Оптимум роста 
W. coagulans при температурах 45–55 °С практически 
сводит к нулю риск контаминации культуры и, как показано 
в некоторых источниках, не требует предварительной сте-
рилизации питательной среды [18, 19]. В литературе неод-
нократно отмечено значительное преимущество данного 
штамма, а именно то, что он продуцирует L-молочную 
кислоту с высокой степенью энантиомерной чистоты 
(от 97,2 до 99,6%) [19, 20]. Кроме того, С. Чжоу и др. в 
своей работе показали, что один из штаммов W. coagulans 
(B. coagulans) обладает толерантностью к высокой кон-
центрации глюкозы. При периодическом культивировании 
продуцент полностью израсходовал 240 г/л глюкозы, и выход 
L-молочной кислоты за 60 ч культивирования при этом 
составил 210 г/л L-молочной кислоты при продуктивности  
3,5 г/(л×ч). В этой же работе одновременное осахаривание 
крахмала и ферментация при 50 °С без стерилизации 
среды позволили достичь выхода 202,0 г/л L-молочной 
кислоты за 48 ч [18]. Этот результат можно считать выда-
ющимся, поскольку до этого времени при таком способе 
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получения молочной кислоты удавалось получать не более 
55,99 г/л молочной кислоты за 49 ч ферментации. 

В России исследований о культивировании W. coagulans 
не представлено: в основном описано культивирование 
таких продуцентов молочной кислоты, как Lactobacillus 
delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracase, 
кокковых форм Lactococcus и данные перспективного 
штамма дрожжей Schizosaccharomyces pombe [21]. В 
работе, описывающей проведенные нами ранее иссле-
дования, отмечено, что штаммы Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus 19-11 и Lactobacillus acidophilus 5 Дс про-
дуцируют рацемическую (DL)-молочную кислоту, а штамм 
Lactococcus lactis subsp. lactis продуцирует молочную 
кислоту с содержанием L-изомера 73% [22]. Таким образом, 
выделение нового штамма и последующая оптимизация 
его свойств является перспективным направлением в 
исследовании продуцентов молочной кислоты и требует 
его тщательного изучения для пополнения коллекции 
российских штаммов-продуцентов. 

В данной работе исследованы характеристики и 
продуктивность термофильного штамма-продуцента 
W. coagulans, выделенного из молока, для дальнейшего 
его применения в высокоэффективном процессе полу-
чения молочной кислоты.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве субстрата для выделения молочнокислых 

бактерий использовали молоко пастеризованное 2,5%. 
На первом этапе выделения в стерильную колбу объемом 
250 мл асептически вносили около 100 мл молока и 
инкубировали в термостате при температуре 45 °С в 
течение 24 ч. Через 24 ч содержимое колбы использовали 
для приготовления разведений. Посевы инкубировали 
при температуре 45 °С в течение 3 суток. По истечении 
3 суток чашки с посевами осматривали, выделяли 
однородные колонии и пересевали на скошенный 
агар де Мана – Рогозы – Шарпа (MRS) (Laboratorios 
CONDA, Испания), затем снова инкубировали при 45 °С 
в течение 3 суток. Полученные выделенные чистые 
культуры микроорганизмов использовали для иссле-
дований (продукция молочной кислоты, микроскопия 
и определение видовой принадлежности на масс-спек-
трометре и 16S-РНК анализом). Выделенную культуру 
W. coagulans в дальнейшем поддерживали на полужидком 
агаре MRS, который готовили из бульона MRS (НЦП 
«Биокомпас-С», Россия) с добавлением 0,3% агара. 

Видовую принадлежность выделенного продуцента 
молочной кислоты определяли с помощью анализа 
16S-РНК в лаборатории фармакогеномики Института 
химической биологии и фундаментальной медицины 
СО РАН (г. Новосибирск). Определенный термофильный 
штамм W. coagulans (не запатентован) сохранен в 
качестве музейной культуры Отдела биоразлагаемых 
полимерных материалов Сибирского государственного 
университета науки и технологий им. М.Ф. Решетнёва. 
Анализ соотношения изомеров молочной кислоты, 
продуцируемой выделенным штаммом, определяли 
по методике, описанной ранее в статье [22].

Исследование влияния состава среды на рост и про-
дуктивность W. coagulans проводили в колбах (n = 3), 
содержащих 100 мл одной из питательных сред (бульон 
MRS, бульон МС1, бульон МС2 и среда с кукурузным 
экстрактом) в шейкере-инкубаторе ZQTY-70 (Shanghai 

Zhichu Instrument Co., Ltd., Китай) при 45, 50 или 55 °С в 
течение 56 ч при 150 об/мин. После засева и во время 
культивирования из колб отбирали по 1 мл среды для 
подсчета клеток, определения глюкозы, молочной кислоты 
и оптической плотности ранее описанными методами 
[22]. В качестве нейтрализующего агента использовали 
CaCO3 в количестве 10% (10 г). По результатам культи-
вирования определили и сравнили средние значения 
потребления субстрата и производства молочной кислоты, 
продуктивность процесса и конверсию. Продуктивность 
культивирования Yp за промежуток времени dt считали 
по следующей формуле:

,  

где dP – прирост в концентрации молочной кислоты, 
г×л, за временной промежуток dt, ч.

Конверсию субстрата CS вычисляли по формуле:
%, 

где ΔS и ΔP – потребление субстрата и выход молочной 
кислоты за все время культивирования.

Для культивирования W. coagulans были исполь-
зованы следующие среды:

1. Бульон МС1 (на 1000 мл дистиллированной воды): 
глюкоза – 50,0–70,0 г, триптон ферментативный – 5,0 г, 
дрожжевой экстракт – 1,0 г [23].

2.  Бульон МС2 (на 1000 мл дистиллированной 
воды): глюкоза – 100,0 г, дрожжевой экстракт – 2,0 г, 
аммоний сернокислый − 1,7 г, аммоний фосфорно-
кислый – 1,0 г [23].

3. Среда с кукурузным экстрактом (на 1000 мл дис-
тиллированной воды): глюкоза – 100,0 г, кукурузный 
экстракт – 40,0 г, калий фосфорнокислый 2-замещенный 
3-водный − 6,25 г.

Исследование влияния температуры на рост и про-
дуктивность W. coagulans проводили в колбах (n = 3), 
содержащих 100 мл бульона МС1 в шейкере-инкубаторе 
при 45, 50 или 55 °С в течение 56 ч при 150 об/мин. После 
засева и во время культивирования из колб отбирали по 
1 мл среды для подсчета клеток, определения глюкозы, 
молочной кислоты и оптической плотности ранее опи-
санными методами [22]. В качестве нейтрализующего 
агента использовали CaCO3 в количестве 10% (10 г). По 
результатам культивирования определили и сравнили 
средние значения потребления субстрата и производства 
молочной кислоты, продуктивность процесса и конверсию. 

Исследование влияния скорости перемешивания на 
рост и продуктивность W. coagulans проводили по анало-
гичной схеме, как и подбор температуры, с сохранением 
постоянной температуры ферментации на уровне 50 °С 
в шейкере-инкубаторе при скорости перемешивания 
100, 150, 250 или 300 об/мин. Количество параллелей, 
периодичность отбора проб и определения параметров 
были такими же, как указано ранее.

Исследования по влиянию исходной концентрации 
глюкозы на W. coagulans проводили по аналогичной 
предыдущим экспериментам схеме с тем отличием, 
что во всех экспериментах температура ферментации 
и скорость перемешивания были постоянными (50 °С 
и 150 об/мин соответственно), но менялась начальная 
концентрация глюкозы в среде – 20, 50, 70, 100 и 
120 г/л. Количество параллелей, периодичность отбора 
проб и определения параметров были те же.
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Для исследования влияния щелочного агента на 
W. coagulans засев колб со 100 мл среды для куль-
тивирования производили аналогично предыдущим 
экспериментам с добавлением одного из щелочных 
агентов (10%-й раствор гидроксида натрия, 10%-й 
раствор гидроксида аммония или порошок гидроксида 
кальция). Водородный показатель регулировали вручную 
при каждом отборе проб до значений 6,5–6,7. Культи-
вирование проводили в течение 56 ч при 150 об/мин  
и температуре 50 °С. При микроскопировании проб 
делали фотографии для дальнейшего сравнения размера 
клеток и оценки влияния щелочного агента на морфо-
логию клеток в разные часы культивирования. 

Оптимальный рН для культивирования нового штамма 
подбирали в режиме ферментации в биореакторе 
(Biocore, Китай) объемом 5 л (рабочий объем 3 л) с 
возможностью автоматического поддержания рН. Ино-
кулят готовили внесением рабочей культуры из трех 
пробирок с полужидкой средой MRS и инкубацией в 
колбе в шейкере-инкубаторе при 50 °С и 150 об/мин 
24 ч. Далее инокулят в объеме 300 мл (10% от рабочего 
объема) с концентрацией клеток (3,8–5,4)×108 КОЕ/мл 
асептически вносили в заранее простерилизованный 
ферментер с соответствующим количеством среды для 
культивирования (2,7 л). Сразу после внесения отбирали 
пробы для подсчета клеток и определения концентрации 
глюкозы и молочной кислоты. Далее отбор проб и опре-
деление глюкозы и молочной кислоты производили 3 
раза в сутки, подсчет клеток – 1 раз в сутки. Длитель-
ность культивирования составила 56  ч. рН поддер-
живали автоматическим добавлением 15%-го раствора 
гидроксида кальция на уровне 5,5, 6,0, 6,5 или 7,0.  
По результатам культивирования (n = 2) определили 
и сравнили средние значения потребления субстрата 
и производства молочной кислоты, продуктивности 
процесса и конверсии.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
По результатам 16S-РНК анализа доказано, что 

полученный микроорганизм принадлежит к виду 
W. coagulans и содержит следующую нуклеотидную 
последовательность:

TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGTCTGATGTGAAATCTT
GCGGCTCAACCGCAAGCGGTCATTGGAAACTGGGAGGCTT
GAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGG.

По результатам хроматографического анализа менти-
ловых эфиров молочной кислоты, содержащейся в пита-
тельной среде после предварительного культивирования 
данного штамма в 10 мл жидкой среды MRS, установлено, 
что W. coagulans продуцирует преимущественно L-мо-
лочную кислоту с энантиомерной чистотой 95,4% (рис. 1).

Влияние состава среды на рост и продуктивность 
W. coagulans исследовано на средах MRS, МС1, МС2 
и среде с кукурузным экстрактом. Установлено, что 
наибольшие значения выхода молочной кислоты при 
культивировании W. coagulans получены на средах MRS 
и МС1 (рис. 2).

Рис. 1. Результаты хроматографического анализа 
культуральной жидкости штамма Weizmannia coagulans 
при выращивании на среде MRS (пик на 13,86 мин 
соответствует деривативу L-молочной кислоты)

Fig. 1. Results of GC-MS analysis of the culture broth  
of Weizmannia coagulans new strain fermented on MRS 
medium (the peak at 13.86 min corresponds to the L-lactic 
acid derivative)

Выход молочной кислоты при периодическом куль-
тивировании штамма W. coagulans на средах MRS и 
МС1 составил 40 и 69 г/л, соответствующие значения 
продуктивности составили 0,71 и 1,23 г/(л×ч) (табл. 1).

Таблица 1. Результаты периодического культивирования 
штамма Weizmannia coagulans на различных питательных 
средах

Table 1. Results of batch fermentation of Weizmannia 
coagulans new strain using various nutrient media

Показатель
Питательная среда

MRS МС1 МС2  КЭ*
Начальная концентрация 
клеток, КОЕ/мл×107 1,07 0,95 1,2 1,01

Выход молочной кислоты, г/л 40,0 69,0 4,2 4,5
Продуктивность, г/(л×ч) 0,71 1,23 0,07 0,08
Потребление глюкозы, г/л 41,1 79,2 45,3 45,5
Конверсия, % 97,3 87,0 9,3 9,9

Примечание. * – среда с кукурузным экстрактом.

Культивирования W. coagulans на среде МС2 и среде 
с кукурузным экстрактом оказались неэффективными 
из-за крайне низких значений продуктивности при отно-
сительно высоком значении потребляемого субстрата. 
Это можно объяснить тем, что в этих средах отсутствует 
достаточное количество аминокислот, необходимых для 
роста и жизнедеятельности бактерий, которые обычно 
добавляют в виде триптона или пептона. Используемый 
дрожжевой экстракт в среде МС2 по содержанию белковых 
форм азота уступает гидролизатам животных тканей. 
Кроме того, присутствие минеральных источников азота 
(соли аммония) в среде МС2 дополнительно указывает 
на то, что именно недостаток аминокислот негативно 
сказывается на жизнедеятельности бактериальной 
культуры. Среды MRS и МС1 в большей степени под-
ходят для культивирования данного штамма. Однако, 
несмотря на несколько сниженное значение конверсии 
на среде МС1 по сравнению со средой MRS, было принято 
решение этим пренебречь из-за разности в стоимости 
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данных питательных сред (в среде MRS больше компо-
нентов, за счет чего ее стоимость за килограмм выше), 
которая нивелирует разницу в конверсии. В последующих 
исследованиях в качестве среды для культивирования 
W. coagulans использовали среду МС1. 

Большинство молочнокислых бактерий относится к 
мезофилам и растет при умеренных температурах (от 
30 до 45 °С). Такой температурный режим, вероятно, 
связан с условиями естественных сред обитания, 
главной из которых является желудочно-кишечный 
тракт человека и других млекопитающих. Как было 
упомянуто выше, указанный температурный режим 
требует тщательного соблюдения стерильных условий, 
что создает дополнительные проблемы при промыш-
ленном культивировании молочнокислых бактерий. В 
таком случае термофильные микроорганизмы более 
предпочтительны, поскольку температуры их оптимума 
роста не позволяют развиваться сторонней микро-
флоре. Определение оптимума роста продуцента 
является одной из первостепенных задач на этапе 
подбора высокоэффективного продуцента молочной 
кислоты, поскольку именно оптимальная температура 
считается идеальной средой для клеток и для синтеза 
ими целевого продукта [24].

При исследовании влияния температуры инку-
бирования на рост штамма W. coagulans было уста-
новлено, что из исследованных значений температуры 
наиболее оптимальной с точки зрения конечного титра 
молочной кислоты была температура 50 °С (табл. 2). 
Выход молочной кислоты через 56 ч культивирования 
составил 80,4 г/л, продуктивность – 1,44 г/(л×ч). В то 
же время для температурных режимов 45 и 55 °С те 

же показатели были на уровне 47,9 и 63,3 г/л и 0,86 
и 1,13 г/(л×ч) соответственно. При этом количество 
потребляемой глюкозы было на уровне 58,8, 81,5 и 
65,9 г/л для 45, 50 и 55 °С соответственно. Наибольшая 
конверсия, соответственно, наблюдалась при культи-
вировании при температуре 50 °С.

Таблица 2. Результаты культивирования штамма 
Weizmannia coagulans при различных температурах

Table 2. Results of Weizmannia coagulans new strain 
fermentation at different temperatures

Показатель
Температура, °С
45 50 55

Выход молочной кислоты, г/л 47,89 80,44 63,35

Продуктивность, г/(л×ч) 0,86 1,44 1,13

Потребление глюкозы, г/л 58,84 81,49 65,94

Отношение концентрации клеток 
на 24-й час к начальной  
концентрации клеток

151,5 190,8 65,8

Конверсия, %   81,4  98,7 96,2

Помимо прочего стоит отметить, что при температуре 
45 и 55 °С продукция молочной кислоты прекратилась 
уже после 48 ч, в то время как ферментация при 50 °С 
все еще продолжалась, хотя и продуктивность между 
48 и 56 ч снизилась и была на уровне 0,13 г/(л×ч). Что 
касается изменения концентрации клеток, то числен-
ность клеток в ходе культивирования при 50 °С воз-
росла более чем в 190 раз, при 45 °С – в 151 раз, при 
55 °С – в 66 раз.

Рис. 2. Результаты периодического культивирования штамма Weizmannia coagulans на питательных средах:  
а – МС1; b – МС2; c – среда с кукурузным экстрактом; d – MRS
Fig. 2. Results of batch fermentation of Weizmannia coagulans new strain using various nutrient media:  
a – MM1; b – MM2; c – corn steep liquor medium; d – MRS medium
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В лабораторной микробиологической практике опти-
мальная температура роста продуцента, как правило, 
значительно ближе к максимальной, чем к минимальной. 
При этой температуре полностью меняется реакция роста 
на изменение температуры, а фактическая скорость роста 
представляет собой компромисс между активирующим 
и тормозящим действием температуры. Таким образом, 
клетки, выращенные при оптимальной температуре, 
уже частично ингибируются температурой. Изменение 
температуры роста в сторону повышения, как правило, 
значительно снижает рост клеток, так как происходит 
инактивация большей части ферментов бактериальной 
клетки. Кроме того, в случае спорообразующих бак-
терий, к которым относится W. coagulans, повышенные 
температуры могут индуцировать спорообразование. 
Понижение температуры влияет главным образом на 
состояние клеточной мембраны, снижая ее текучесть, 
что отражается в нарушении транспорта веществ между 
клеткой и окружающей средой [24] и закономерном 
снижении продуктивности, как было показано в про-
веденном нами исследовании при 45 °С.

В работах других авторов, посвященных исследо-
ванию W. coagulans (B. coagulans), указаны темпера-
турные оптимумы 50–52 °С [25–27], различия в выходе 
молочной кислоты при которых, как правило, незна-
чительны. Однако показано, что при более высоких 
температурах (57 °С) наблюдается значительное сни-
жение продуктивности [23]. 

Перемешивание среды является одним из важных 
факторов ферментации, обеспечивающим макси-
мальную продуктивность процесса. Перемешивание 
в условиях инкубаторов осуществляется посредством 
создающего центробежную силу вращения платформы 
и может влиять на массоперенос и в некоторой степени 
на аэрацию процесса. 

По результатам подбора скорости перемешивания 
культуры штамма W. coagulans было установлено, что 
самым оптимальным является перемешивание при 
150 об/мин, при котором выход молочной кислоты за 
56 ч составил 80,4 г/л (табл. 3). При перемешивании со 
скоростью 100, 250 и 300 об/мин выходы молочной 
кислоты снизились и составили 55,8, 47,1 и 40,6 г/л 
соответственно. Продуктивность, соответственно, так 
же была различной – 1,0, 1,44, 0,84 и 0,59 г/(л×ч) по 
возрастанию скорости перемешивания.

Таблица 3. Результаты культивирования штамма 
Weizmannia coagulans при различных скоростях 
перемешивания

Table 3. Results of Weizmannia coagulans new strain 
fermentation at different stirring rates

Показатель
Перемешивание, об/мин
100 150 250 300

Выход молочной кислоты, г/л 55,77 80,44 47,13 40,65
Продуктивность, г/(л×ч) 1,00 1,44 0,84 0,59
Потребление глюкозы, г/л 56,12 81,49 63,68 66,60
Отношение концентрации 
клеток на 24-й час  
к начальной концентрации 
клеток

36,0 190,8 95,2 137,1

Конверсия, % 99,4 98,7 74,0 50,0

Изменение концентрации клеток через 24 ч зна-
чительно различалось для разных скоростей переме-
шивания. При скорости перемешивания 100 об/мин 
концентрация клеток через 24 ч увеличилась в 36 раз, 
тогда как этот же показатель увеличился в 95, 137 и 
более чем 190 раз при скоростях перемешивания 250, 
300 и 150 об/мин соответственно. Наибольшая кон-
версия субстрата на уровне 98–99% наблюдалась при 
скоростях перемешивания 100 и 150 об/мин при том, 
что при увеличении оборотов она снижалась до 50%.

Полученные результаты показывают, что скорость 
перемешивания 150 об/мин является наиболее опти-
мальной для данного штамма, что отразилось в показа-
телях продуктивности и изменении численности клеток.

Продукция молочной кислоты гомоферментативными 
молочнокислыми бактериями происходит по пути 
Эмбдена – Майергофа – Парнаса, в котором исходным 
субстратом является глюкоза. Глюкоза может попадать в 
бактериальную клетку напрямую из среды посредством 
диффузии через клеточную мембрану либо опосредованно 
в результате превращений других сахаров (лактоза, 
мальтоза, целлобиоза и др.) [28]. Однако, несмотря на 
возможность использования самых разных субстратов, в 
числе которых растительные отходы сельского хозяйства, 
в условиях промышленного производства глюкоза все 
еще остается самым часто используемым. 

Разные виды продуцентов молочной кислоты обладают 
различной толерантностью к концентрациям глюкозы в 
среде. Во время культивирования продуцентов молочной 
кислоты осмотическое давление, вызванное глюкозой, 
повышается из-за избыточных источников углерода, 
что приводит к задержке роста клеток и низкой эффек-
тивности производства [23, 29].

По результатам культивирования нового штамма 
W. coagulans при различных начальных концентрациях 
глюкозы установлено, что при начальных концентрациях 
глюкозы 20, 50, 70, 100 и 120 г/л за 56 ч культивиро-
вания средние значения выхода молочной кислоты 
находились в диапазоне от 54,1 до 67,1 г/л (табл. 4).

Таблица 4. Результаты культивирования штамма 
Weizmannia coagulans при различных начальных 
концентрациях глюкозы

Table 4. Results of Weizmannia coagulans new strain 
fermentation at different initial glucose concentrations

Показатель
Начальная концентрация 

глюкозы, г/л
20 50 70 100 120

Выход молочной 
кислоты, г/л 54,07 57,43 52,12 67,10 62,21

Продуктивность, г/(л×ч) 0,97 1,03 0,93 1,20 1,11
Потребление глюкозы, г/л 55,60 72,02 53,02 71,72 70,08
Отношение концентрации 
клеток на 24-й час  
к начальной  
концентрации клеток

96,8 58,0 7,7 5,8 7,7

Конверсия, % 97,2 79,7 96,4 93,6 88,8

Суммарное потребление глюкозы за все время культи-
вирования отличалось и составило 55,6, 72,0, 53,0, 71,7 
и 70,1 г/л глюкозы с конверсией 97,2, 79,7, 94,4, 93,6, 
и 88,8% соответственно. Концентрация клеток в среде 
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через 24 ч от начала культивирования значительно повы-
силась (в 60–100 раз) при более низких концентрациях 
глюкозы (20 и 50 г/л), в то время как при концентрациях 
70, 100 и 120 г/л этот показатель вырос всего в 6–8 раз.

Стоит отметить, что при культивировании с начальными 
концентрациями 20 и 50 г/л по мере исчерпания суб-
страта вносили подпитку (раствор глюкозы 700 г/л): 
в случае начальной концентрации 20 г/л – по 4 мл 
раствора через 12 и 30 ч от начала культивирования, 
в случае 50 г/л – 3 мл раствора через 33 ч от начала 
культивирования. По окончанию культивирования оста-
точное содержание субстрата в соответствующих колбах 
составляло менее 10 г/л.

Полученные результаты показывают, что данный 
штамм W. coagulans не ингибируется высокими кон-
центрациями глюкозы, а, напротив, демонстрирует 
большую продуктивность при концентрации глюкозы 
в среде 100–120 г/л. Более того, ферментация в таких 
условиях позволяет обойтись без дополнительных подпиток 
субстратом, что снижает трудозатратность процесса.

Характерной чертой молочнокислого брожения 
является значительное падение водородного показателя 
вследствие накопления молочной кислоты, которое отра-
жается на жизнедеятельности продуцента. В частности, 
низкие значения рН среды приводят к снижению внутри-
клеточного рН и потере активности клеточных ферментов 
за счет их высокого протонирования и изменения заряда, 
что отражается в значительном снижении продуктивности 
продуцента и ингибировании его роста [30].

Выбор подходящего щелочного агента для под-
держания рН процесса зависит от разных факторов, 
в частности от культуры-продуцента, состава среды, 
предполагаемого способа дальнейшей очистки и др. 

В данной работе подбор оптимального щелочного агента 
проводили путем ферментации на колбах при периоди-
ческом добавлении щелочного агента через определенные 
промежутки времени при падении рН ниже 5,5

По результатам эксперимента было установлено, что 
среди исследованных щелочных агентов наиболее опти-
мальным в плане выхода молочной кислоты и влияния 
на морфологию клеток W. coagulans является гидроксид 
кальция (табл. 5). Выход молочной кислоты при исполь-
зовании этого щелочного агента был в 2 раза выше по 
сравнению с культивированиями при использовании 
гидроксидов натрия и аммония. 

Таблица 5. Результаты культивирования штамма 
Weizmannia coagulans с использованием различных 
щелочных агентов (нерегулярное поддержание рН)

Table 5. Results of Weizmannia coagulans new strain 
fermentation using different neutralizing agents (irregular  
pH maintenance)

Показатель
Щелочной агент

NaOH NH4OH Ca(OH)2

Выход молочной кислоты, г/л 5,03 5,84 10,17
Продуктивность, г/(л×ч) 0,09 0,10 0,18
Потребление глюкозы, г/л 29,68 29,98 26,76
Отношение концентрации 
клеток на 24-й час к начальной  
концентрации клеток

99,1 82,6 47,6

Конверсия, % 16,9 19,5 38,0

Установлено, что при культивировании с добавлением 
различных щелочных агентов средний размер клеток 
через 24 и 48 ч культивирования различался. В частности, 
при культивировании с добавлением гидроксидов натрия 
и аммония средний размер клеток через 24 ч составлял 
29,6±21,3 и 41,5±15,3 мкм, через 48 ч – 38,5±14 и 
43,0±16,9 мкм соответственно (рис. 3). При добав-
лении гидроксида кальция соответствующее значение 
через 24 и 48 ч составило 80,6±28,7 и 73,3±4,8 мкм.  
Средний размер клеток W. coagulans в начале культи-
вирования составил 130,7±95,0 мкм.

Рис. 3. Клетки Weizmannia coagulans при культивировании 
с использованием различных щелочных агентов:  
a – до добавления щелочных агентов (0 часов);  
b – подщелачивание гидроксидом натрия (24-й час); 
с – подщелачивание гидроксидом аммония (24-й час); 
d – подщелачивание гидроксидом кальция (24-й час) 
(увеличение 400х, окрашивание генцианвиолетом)

Fig. 3. Weizmannia coagulans cells fermented using 
different neutralizing agents: a – before neutralization (0 h); 
b – neutralization with sodium hydroxide (24th h);  
c – neutralization with ammonium hydroxide (24th h);  
d – neutralization with calcium hydroxide (24th h)  
(400x magnification, stained with gentian violet)

Эти результаты показывают, что при использовании 
гидроксида кальция в качестве щелочного агента размер 
клеток больше, чем при использовании гидроксида натрия 
и гидроксида аммония. Вероятно, это связано с тем, 
что по сравнению с гидроксидами аммония и натрия, 
которые при взаимодействии с молочной кислотой 
образуют лактаты аммония и натрия соответственно, 
при большом накоплении в среде вызывающие у 
продуцента осмотический стресс, Ca(OH)2 осаждает 
молочную кислоту в виде лактата кальция, тем самым 
снижая ее токсичное влияние на рост и морфологию 
бактериальной клетки [31].

Культивирование продуцента при оптимальном 
значении рН позволяет поддерживать жизнедеятель-
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ность продуцента на должном уровне и обеспечивает 
стабильное протекание его метаболических процессов, 
что положительно сказывается на его продуктивности. 
Культивирование при значениях рН ниже оптимальных 
обычно приводит к сокращению или полному прекра-
щению продукции молочной кислоты, поскольку в этом 
случае изменяется структура клеточной мембраны и, 
как следствие, нарушается работа перистальтических 
систем клетки, которые обеспечивают выход продуци-
руемых веществ во внешнюю среду [32]. Кроме того, 
при низких значениях рН молекулы синтезируемой 
молочной кислоты оказываются в среде в протони-
рованной (незаряженной) форме, что позволяет им 
беспрепятственно возвращаться обратно в бактери-
альную клетку путем диффузии [31]. Внутренние ресурсы 
клетки при этом перенаправляются на выравнивание 
кислотно-щелочного баланса посредством синтеза сое-
динений сторонних метаболических путей. На настоящий 
момент механизмы, обеспечивающие регулирование 
внутриклеточного рН W. coagulans, полностью не иссле-
дованы, однако есть сведения, что в этом участвует 
белок MFS путем транспортировки H+ с внутриклеточной 
стороны на внеклеточную сторону при транспортировке 
его субстрата [33].

По результатам серии культивирований установлено, 
что оптимальный диапазон культивирования нового 
штамма W. coagulans составляет 6,0–7,0, причем, 
если сравнивать крайние значения этого диапазона 
и среднее значение (рН 6,5), отличия в выходе молочной 
кислоты незначительны (табл. 6). В частности, выход 
молочной кислоты при культивировании при значениях 
рН данного диапазона был на уровне 51,4–52,6 г/л за 
56 ч. При этом при культивировании при рН 5,5 выход 
снизился до 34,0 г/л.

Точно так же продуктивность была практически оди-
наковой для значений рН 6,0, 6,5 и 7,0, тогда как при 
рН 5,5 она была ниже на 0,2–0,3 г/л. Интересно, что 
численность клеток при этом значительно не отличалась. 
Это может указывать на то, что в случае пониженного рН 
внутренние ресурсы клеток задействованы в адаптации 
к пониженному рН в ущерб продукции молочной кислоты. 
Ю. Чэнь с соавторами при помощи геномного модели-

рования одного из штаммов W. coagulans установили, 
что гликолитические потоки, представленные реакцией 
образования фруктозо-6-фосфата, уменьшались при 
pH 5,5, что отразилось в снижении потребления глюкозы. 
При этом потоки фосфокетолазного и ацетаткиназного 
путей, наоборот, стимулировались, что означает, что 
потоки углерода были перенаправлены в сторону пути 
фосфокетолазы. Между тем цепь переноса электронов 
показала повышенные потоки при pH 5,5 [34]. Эти данные 
означают, что W. coagulans может использовать несколько 
механизмов адаптации к пониженному рН.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Согласно результатам проведенных экспериментов, 

наибольший достигнутый выход молочной кислоты в 
ходе культивирования нового штамма W. coagulans при 
оптимальных параметрах (50 °С, 150 об/мин, рН 6,5, 
начальная концентрация глюкозы 100–120 г/л) за 56 ч 
составил 80,4 г/л при соответствующей средней продук-
тивности 1,43 г/(л×ч). Полученные результаты показывают, 
что данный штамм требует дальнейших исследований 
его особенностей метаболизма и генетической моди-
фикации для повышения продуктивности, снижения 
ингибирующего эффекта целевого продукта на мета-
болизм продуцента и получения повышенных титров 
молочной кислоты за короткое время ферментации.
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