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ВЛИЯНИЕ МЕТОДОВ ОБРАБОТКИ МЕЛАССЫ НА СИНТЕЗ МОЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ 

БАКТЕРИЯМИ РОДА ENTEROCOCCUS5 

 

Цель исследования – определение параметров для экономически эффективного производст-

ва молочной кислоты из вторичного сырья (свекловичной мелассы) с использованием молочно-

кислых бактерий видов Enterococcus faecium и Enterococcus sp; оценка целесообразности приме-

нения актуальных методов предварительной обработки мелассы (с помощью ЭДТА, Трилона Б, 

ЖКС). В результате проведенных исследований изучена способность штаммов бактерий рода 

Enterococcus к биосинтезу молочной кислоты (МК) с использованием питательных сред с раз-

личным содержанием свекловичной мелассы в качестве источника углерода. Меласса является 

побочным продуктом сахарной промышленности. Бактерии видов Enterococcus faecium и Entero-

coccus sp. были изолированы из ферментированных пшеничных отрубей. Культивирование на 

предварительно обработанной мелассе проводилось 72 ч, культивирование на средах с разной 

концентрацией источника углерода − 48 ч. Процесс ферментации проводился в качалочных кол-

бах. Определение содержания МК осуществлялось с помощью капиллярного электрофореза. При 

ферментации предварительно обработанной мелассы наибольшая концентрация МК в культу-

ральной жидкости достигла 16,8 г/л (E. faecium, 48 ч с начала культивирования, обработка три-

лоном Б). Концентрация МК в опытах с использованием необработанной мелассы достигла 16,2 

(E. faecium) и 16,4 г/л (E. sp). При культивировании исследуемых штаммов на необработанной 

мелассе наибольший выход МК получен при массовой концентрации сахаров в среде 75 г/л. Зна-

чение показателя находилось практически на одном уровне и составило 14,20 г/л для E. faecium 

и 14,21 г/л для E. sp., а степень биоконверсии − 18,93 и 18,95 % соответственно. Полученные 

данные свидетельствуют, что культивирование бактерий E. faecium и E. sp. на необработан-

ной свекловичной мелассе может быть использовано как экономически эффективный способ по-

лучения МК и утилизации вторичного сырья. 

Ключевые слова: молочная кислота, Enterococcus faecium, изолированная культура, меласса, 

капиллярный электрофорез, культивирование 
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MOLASSES PROCESSING METHODS EFFECT ON LACTIC ACID SYNTHESIS 

BY ENTEROCOCCUS BACTERIA 

 

The aim of the study was to determine the parameters for cost-effective production of lactic acid from 

secondary raw materials (beet molasses) using lactic acid bacteria of the species Enterococcus faecium 

and Enterococcus sp; to assess the feasibility of using current methods of molasses pre-treatment (using 

EDTA, Trilon B, JCS). As a result of the studies, the ability of Enterococcus bacterial strains to biosynthe-

size lactic acid (LA) was studied using nutrient media with different contents of beet molasses as a carbon 

source. Molasses is a by-product of the sugar industry. Bacteria of the species Enterococcus faecium and 

Enterococcus sp. were isolated from fermented wheat bran. Cultivation on pre-treated molasses was car-

ried out for 72 h, fermentation on media with different concentrations of the carbon source – 48 h. 

The fermentation process was carried out in shaking flasks. The content of LA was determined using capil-

lary electrophoresis. During fermentation of pre-treated molasses, the highest MC concentration in the cul-

ture fluid reached 16.8 g/l (E. faecium, 48 h from the start of fermantation, treatment with Trilon B). 

The MC concentration in experiments using untreated molasses reached 16.2 (E. faecium) and 16.4 g/l 

(E. sp). When culturing the studied strains on untreated molasses, the highest MC yield was obtained at a 

mass concentration of sugars in the medium of 75 g/l. The value of the indicator was practically at the 

same level and amounted to 14.20 g/l for E. faecium and 14.21 g/l for E. sp., and the degree of bioconver-

sion was 18.93 and 18.95 %, respectively. The data obtained indicate that the fermantation of E. faecium 

and E. sp. Bacteria on untreated sugar beet molasses can be used as a cost-effective method for obtai-

ning lactic acid and recycling secondary raw materials. 

Keywords: lactic acid, Enterococcus faecium, isolated culture, molasses, capillary electrophoresis, 

fermantation 
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Введение. Молочная кислота (МК) – пре-

дельная органическая кислота, широко востре-

бованная в промышленности. МК широко при-

меняется в различных технологиях. Благодаря 

своим свойствам МК представляет собой по-

лезный продукт, который используется в качес-

тве сырья для получения различных соедине-

ний (акриловых полимеров, пропиленгликоля). 

В косметической индустрии МК используется 

при производстве гигиенических и эстетических 

продуктов благодаря ее увлажняющему, анти-

микробному и омолаживающему воздействию 

на кожу, а также в составе средств для ухода за 

полостью рта. Примерно 70 % производимой МК 

используется в пищевой промышленности [1]. 

Существуют два основных метода синтеза 

МК: химический и биотехнологический. Хими-

ческий метод получения МК менее предпочти-

телен в связи с тем, что в результате химиче-

ского синтеза всегда образуется рацемическая 

смесь [2]. Микробиологический синтез относи-

тельно быстрый, обладает высокой продуктив-

ностью и может селективно привести к образо-

ванию одного из двух стереоизомеров МК или 
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их рацемической смеси в зависимости от ис-

пользуемого микроорганизма [3]. 

Молочнокислые бактерии получили свое наз-

вание благодаря их способности синтезировать 

МК в качестве основного (а иногда единственно-

го) продукта брожения. Многие молочнокислые 

бактерии также кодируют ферменты, необходи-

мые для аэробного дыхания, но ни одна из них 

не синтезирует гем. Таким образом, дыхатель-

ная цепь нефункциональна, если не добавлять 

гем в питательную среду [1]. Одними из наибо-

лее распространенных продуцентов МК являют-

ся бактерии рода Lactobacillus. Однако ведутся 

исследования по поиску новых продуцентов МК. 

Перспективными микроорганизмами в этой 

сфере исследований являются бактерии родов 

Streptococcus или Enterococcus [4, 5]. 

В биотехнологическом производстве МК ши-

роко применяется вторичное сырье, в частности 

меласса. Свекловичная и тростниковая мелас-

сы известны как побочный продукт в производ-

стве сахара и широко используются в кормле-

нии животных. Массовая доля сахарозы в свек-

ловичной мелассе составляет от 46,5 до 66,1 %. 

Глюкоза и фруктоза содержатся на уровне 0,3 % 

в пересчете на сухое вещество [6]. 

Однако использование мелассы в качестве 

субстрата для получения МК биотехнологичес-

ким путем иногда демонстрирует ингибирование 

роста продуцентов и пониженный выход целе-

вого продукта. Это можно объяснить наличием 

ионов металлов или ингибирующих соединений, 

замедляющих рост микроорганизмов. Таким об-

разом, предварительные этапы обработки ме-

лассы считаются необходимыми для увеличе-

ния выхода целевого продукта при получении 

МК биотехнологическим способом [7]. 

Цель исследования – определение пара-

метров для экономически эффективного произ-

водства МК из вторичного сырья (свекловичной 

мелассы) с использованием молочнокислых 

бактерий видов Enterococcus faecium и Entero-

coccus sp.; оценка целесообразности примене-

ния актуальных методов предварительной об-

работки мелассы с помощью ЭДТА, Трилона Б, 

ЖКС. Достигнутые концентрации МК были срав-

нены с концентрациями МК, полученными при 

культивировании бактерий на средах, где в ка-

честве источника углерода использовались глю-

коза и необработанная меласса. 

Объекты и методы. Объектом исследова-

ния являются два штамма молочнокислых бак-

терий – Enterococcus faecium и Enterococcus sp. 

Изоляты получены из пшеничных отрубей, пре-

доставленных АО «Петербургский мельничный 

комбинат» (Санкт-Петербург, Российская Феде-

рация). Для идентификации использовалось 

секвенирование 16S рРНК во Всероссийском 

научно-исследовательском институте сельско-

хозяйственной микробиологии. Матрицы для 

секвенирования были синтезированы с приме-

нением полимеразной цепной реакции (ПЦР) 

при использовании универсальных праймеров 

для амплификации гена 16S рРНК [8]. 

Для повышения продуктивности штаммов в 

отношении синтеза молочной кислоты при фер-

ментации свекловичной мелассы проведены 

несколько опытов по предварительной обработ-

ке вторичного сырья с целью минимизации 

уровня органических и неорганических ингиби-

торов роста микроорганизмов в мелассе. В этом 

эксперименте мелассу обрабатывали тремя 

разными реагентами в количестве 4 мг/л: гекса-

цианоферратом (II) калия (желтая кровяная 

соль, ЖКС) (1), динатриевой солью этилендиа-

минтетрауксусной кислоты (Трилон Б) (2), эти-

лендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА) (3). 

Концентрации ЖКС, Трилона Б и ЭДТА были 

рассчитаны по отношению к массе мелассы, 

добавленной в питательную среду [7]. 

В данном эксперименте использовалась 

свекловичная меласса, произведенная на Ски-

дельском сахарном комбинате (Беларусь). Ме-

ласса содержит (49,5 ± 2,0) % (массовая доля) 

общих сахаров, в основном представленных 

сахарозой, а также низкими концентрациями 

глюкозы, фруктозы и рафинозы. В таблице 1 

представлены значения массовых долей саха-

розы, глюкозы и фруктозы в использованной 

мелассе, полученные с помощью капиллярного 

электрофореза («Капель-105М», Центр гигиены 

и эпидемиологии в городе Санкт-Петербурге и 

Ленинградской области). 
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Таблица 1 
Содержание основных сахаров в мелассе 

 

Вид сахара Массовая доля, % Погрешность (неопределенность), % 

Сахароза 49,50 3,70 

Глюкоза Менее 0,20 – 

Фруктоза 0,19 0,02 
 

Для эффективной обработки мелассы, спо-
собствующей продуктивному синтезу МК, была 
использована питательная среда с идентичны-
ми минеральным составом и содержанием ис-
точника азота. Питательная среда содержала 
равное количество минеральных солей и дрож-
жевого экстракта, г/л: NaCl – 6,0; Na2CO3 – 6,0; 
дрожжевой экстракт – 10. Варьировались лишь 
источники углерода: глюкоза, необработанная 
меласса и меласса, обработанная одним из 
реагентов − ЖКС, Трилоном Б, ЭДТА. В каждой 
питательной среде суммарно содержалось 
20 г/л сахаров. 

Для изучения зависимости концентрации 
синтезируемой продуцентами МК и выхода про-
дукта от концентрации сахара в питательной 
среде были использованы питательные среды с 
тем же составом, за исключением источника 
углерода; в качестве источника углерода была 
использована необработанная меласса в раз-
личных концентрациях (в пересчете на общие 
сахара, г/л): 5, 10, 25, 50, 75, 100. 

Питательная среда для инокулята была при-
готовлена, г/л: глюкоза − 20; дрожжевой экс-
тракт − 10; NaCl − 6,0; Na2CO3 − 6,0. Культиви-
рование инокулята проводилось в колбах Эр-
ленмейера объемом 750 мл, рабочим объемом 
100 мл, при 37 °С, без перемешивания в тече-
ние суток. Перед внесением инокулята в колбы 
его оптическая плотность D600 составляла 1,0. 
Инокулят внесен в количестве 10 % от объема 
питательной среды. 

Основные этапы культивирования также бы-
ли проведены в колбах Эрленмейера с рабочим 
объемом 100 мл. Культивирование проходило 
при 37 °С без перемешивания. 

В эксперименте по установлению эффектив-
ной обработки мелассы культивирование про-
должалось трое суток. Для сравнения показате-
лей продуктивности культур на средах с различ-
ной концентрацией мелассы в питательной сре-
де культивирование продолжалось двое суток. 

Концентрация молочной кислоты была опре-
делена с использованием методики М 04-47-

2012 [9], которая заключается в разведении об-
разцов дистиллированной водой, последующем 
их разделении и точном определении содержа-
ния кислоты методом капиллярного электрофо-
реза. Для обнаружения компонентов использо-
валась длина волны 254 нм [10]. 

Для определения концентрации молочной 
кислоты в растворе использовалась система 
капиллярного электрофореза «Капель-205М» с 
отрицательной полярностью высокого напряже-
ния. Внутренний диаметр капилляра 75 мкм, 
полная длина капилляра 60 см. 

Перед внесением проб проводилось осажде-
ние белка добавлением метанола и центрифу-
гированием в течение 15 мин при 12 000 оборо-
тах. Далее супернатант разводили дистиллиро-
ванной водой. Итоговая кратность разбавления 
культуральной жидкости составила 400 раз. 

Результаты и их обсуждение. Для изучения 
влияния методов обработки мелассы на биосин-
тез МК культуры E. faecium и E. sp выращивали в 
колбах Эрленмейера при 37 °C в течение трех 
суток с использованием глюкозы и мелассы, 
предварительно обработанной различными реа-
гентами в количестве, эквивалентном концентра-
ции общих сахаров, 20 г/л. Через каждые 24 ч 
культивирования отбирали пробы культуральной 
жидкости (КЖ). Как показано в таблице 2, макси-
мальная концентрация МК достигалась на вто-
рые или третьи сутки процесса. Снижение кон-
центрации МК на третьи сутки может быть связа-
но с тем, что бактерии начали использовать вы-
деленную МК в качестве источника углерода. 
В случае E. faecium наибольшее количество МК 
содержалось в КЖ, полученной при фермента-
ции мелассы, обработанной Трилоном Б, – 
16,8 г/л. В случае E. sp. наибольшее количество 
МК содержалось в КЖ, полученной при фермен-
тации необработанной мелассы в течение трех 
суток. Следует отметить низкие концентрации 
молочной кислоты в КЖ при использовании глю-
козы в качестве источника углерода. Предполо-
жительно, это объясняется содержанием раз-
личных факторов роста в мелассе. 
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Кроме того, меласса имеет богатый мине-
ральный состав, ионы которого могут повышать 
буферную емкость питательной среды, однако в 

случае с использованием глюкозы в качестве 
источника углерода такого не наблюдается. 

Таблица 2 
Содержание молочной кислоты в культуральной жидкости  

в зависимости от обработки мелассы различными реагентами 
 

Изолят Источник углерода 
Массовая концентрация МК 

на этапе культивирования, г/л 
24 ч 48 ч 72 ч 

E. faecium 

Глюкоза 5,8±1,2 6,9±1,4 6,7±1,4 
Меласса, обработанная ЖКС 13,8±2,8 15,2±3,0 16,2±3,2 
Меласса, обработанная ЭДТА 11,8±2,4 14,2±2,9 13,8±2,8 
Меласса, обработанная Трилоном Б 15,5±3,1 16,8±3,4 15,4±3,1 
Необработанная меласса 12,8±2,6 16,0±3,2 16,1±3,2 

E. sp. 

Глюкоза 6,6±1,3 6,4±1,3 7,1±1,4 
Меласса, обработанная ЖКС 14,7±2,9 15,5±3,1 16,0±3,2 
Меласса, обработанная ЭДТА 13,2±2,6 14,4±2,9 16,1±3,2 
Меласса, обработанная Трилоном Б 11,7±2,3 15,9±3,2 15,4±3,1 
Необработанная меласса 15,6±3,1 15,7±3,1 16,4±3,3 

 
Для изучения влияния концентрации мелас-

сы на синтез молочной кислоты культуры 
E. faecium и E. sp. выращивали в колбах Эрлен-
мейера при 37 °C в течение двух суток с ис-
пользованием необработанной мелассы в каче-
стве источника углерода. Количество мелассы в 
каждой питательной среде в пересчете на об-
щие сахара составило, г/л: 5; 10; 25; 50; 75; 100. 
Как показано в таблице 3, степень биоконверсии 
снижается с увеличением концентрации мелас-
сы, содержащейся в питательной среде. Высо-
кая степень биоконверсии в случае E. sp. при 
использовании мелассы в массовой концентра-
ции 10 г/л (5 г/л общих сахаров) степень био-
конверсии достигает 141,4 %. Предположитель-

но, это объясняется использованием в качестве 
источника углерода дрожжевого экстракта и ор-
ганических кислот и других органических соеди-
нений, содержащихся в мелассе. Культивирова-
ние микроорганизмов на питательных средах, 
содержащих различные концентрации необра-
ботанной мелассы, показало снижение степени 
биоконверсии при увеличении концентрации 
источника углерода. Повышенное содержание 
сахаров оказывает ингибирующее действие на 
рост бактериальной культуры и биохимические 
процессы, связанные с биосинтезом МК. Одной 
из возможных причин этого явления может быть 
осмотический стресс, который приводит к за-
медлению метаболизма бактерий [8]. 

 
Таблица 3 

Показатели ферментации сред на основе необработанной мелассы 
 

Изолят 
Массовая концентрация 

общих сахаров, г/л 
Массовая  

концентрация МК, г/л 
Биоконверсия, к количеству 

сахаров в питательной среде, % 

1 2 3 4 

E. sp. 

5 7,07±1,41 141,40 

10 6,80±1,36 68,00 

25 8,08±1,62 32,32 

50 11,76±2,35 23,52 

75 14,21±2,84 18,95 

100 13,68±2,74 13,68 
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Окончание табл. 3 

1 2 3 4 

E. faecium 

5 4,85±0,97 97,00 

10 7,62±1,52 76,20 

25 8,25±1,65 33,00 

50 12,00±2,40 24,00 

75 14,20±2,84 18,93 

100 15,50±3,10 15,50 

 
Заключение. Полученные результаты сви-

детельствуют об эффективности использования 
необработанной мелассы в качестве экономи-
чески конкурентного сырья для биосинтеза МК. 
Несмотря на то что концентрация МК в культу-
ральной жидкости, полученной при фермента-
ции необработанной мелассы в качестве источ-
ника углерода, не максимальна (16,2 г/л для 
E. faecium, 15,7 г/л для E. sp.), использование 
дорогих реагентов для обработки сырья и ус-
ложнение технологического процесса не всегда 
эффективно влияют на производственный про-
цесс. 
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