
ISSN 2542-2340. Державинский форум. 2018. Т. 2. № 8 

144 

БИОЛОГИЧЕСКИЕ НАУКИ 

УДК 577 
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BACILLUS COAGULANS B-10468 

 М.А. Еськова, Я.В. Устинская  

Аннотация. Проведены исследования влияния фильтрата, полученного 

после культивирования микроводоросли Chlorella vulgaris IPPAS C-2 и 

режима аэрации, на процесс биосинтеза молочной кислоты, а также созда-

на математическая модель процесса. Установлено стимулирующее влия-

ние фильтрата на накопление молочной кислоты и аэрации на прирост 

бактериальной биомассы. 
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Молочная кислота является продуктом с быстрорастущим рынком 

потребления, который оценивается в 130–150 тыс. тонн в год [1]. Молоч-

ная кислота находит применение в пищевой промышленности, медицине 

и фармакологии, сельском хозяйстве, химических производствах [2].  

Способность молочной кислоты к полимеризации активно использу-

ется для производства биоразлагаемых полимеров. Организация произ-

водства биоразлагаемых пластиковых материалов из лактата позволяет 

решить важные экологические вопросы и обеспечить снижение экологи-

ческой нагрузки на полигоны захоронения твердых бытовых отходов. 

Известно, что выпуск биополимеров на территории России в на-

стоящее время практически не осуществляется, несмотря на их востре-

бованность. Основным препятствием является их стоимость, в 3–5 раз 

превышающая стоимость синтетических пластиков. Повысить конкурен-

тоспособность биопластиков можно путем создания оптимальных усло-

вий, определяющих максимальный выход молочной кислоты, что можно 

сделать, используя методы математического моделирования. 

Целью исследования является изучение биосинтеза молочной ки-

слоты и создание математической модели процесса биосинтеза молоч-

ной кислоты. 
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МЕТОДЫ И МАТЕРИАЛЫ 

 

Определение ионов аммония осуществлялось в соответствии с 

ГОСТ 33045-2014
1
; фосфат-анионов – ГОСТ 18309-2014

2
. Подсчет обще-

го числа клеток в 1 мл суспензии выполнен под микроскопом с исполь-

зованием счетной камеры Горяева.  

Количество глюкозы и молочной кислоты определяли с помощью 

анализатора глюкозы и лактата Biosen C-line GP+ (ошибка измерений = 

= 1,5 %). Активную кислотность (pH) определяли с использованием pH-

метра Анион 4110 (ошибка измерений = 2 %).  

На первом этапе исследований осуществляли культивирование мик-

роводорослей Chlorella vulgaris IPPAS C-2 на среде Тамийя OPTIMUM с 

постоянной подачей газовоздушной смеси.  

Эксперимент проводился при следующих фиксированных условиях:  

1) объем посевного материала – 10 % от объема питательной среды; 

2) фотопериод составлял 24 часа;  

3) расход газо-воздушной смеси для барботажа суспензии – 80 л/ч; 

4) температура культивирования микроводоросли – 30 °С. 

Использовались два образца, которые выращивались при разной 

степени освещенности (№ 1 – 5 кЛк; № 2 – 25 кЛк), характеристика ко-

торых приведена в табл. 1. 

 

Таблица 1 

 

Характеристика образцов 

 

№ образца 
Начальное содержание 

ионов аммония 

Начальное содержание 

фосфатов 
pH 

1 12,04 120,18 9,6 

2 12,6 113,29 9,38 

 

 

На 8 сутки отобранную культуральную жидкость подвергали цен-

трифугированию, и полученный фильтрат использовали для культиви-

рования молочнокислых бактерий (второй этап).  

В качестве продуцента молочной кислоты использовали штамм Ba-

cillus coagulans B-10468. В качестве источника редуцирующих веществ 

                                                      
1
 ГОСТ 33045-2014. Вода. Методы определения азотсодержащих веществ. 

М.: Стандартинформ, 2015. 
2
 ГОСТ 18309-2014. Вода. Методы определения фосфорсодержащих ве-

ществ (с поправкой). М.: Стандартинформ, 2015. 
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использовали свекловичную мелассу; в качестве источника стимули-

рующих веществ и азота – фильтрат, полученный после культивирова-

ния микроводоросли C. vulgaris IPPAS C-2 (100 и 20 % от количества 

мелассы).  

Получение молочной кислоты осуществлялось в режиме глубинного 

культивирования без нейтрализации в объеме питательной среды 0,2 дм
3
 

при следующих фиксированных условиях: 

1) объем посевного материала – 20 % (об.), титр клеток – 900 кл/мл; 

2) активная кислотность (pH) – 6,98…7,09;  

3) содержание редуцирующих сахаров – 5 %; 

4) температура культивирования – 50 °С. 

Культивирование бактерий в образцах питательной среды № 1 и № 3 

в течение первых двух дней осуществляли с использованием аэрации. 

Характеристика образцов приведена в табл. 2.  

 

Таблица 2 

 

Характеристика образцов питательной среды 

 

№ образца 
Содержание 

фильтрата, % (об.) 

Содержание  

редуцирующих сахаров 

Активная  

кислотность 

Контроль 0 5 7,07 

1 100 5 7,09 

2 100 5 7,06 

3 20 5 6,98 

4 20 5 7,08 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Культивирование микроводоросли Chlorella vulgaris. По полу-

ченным данным построены графики, описывающие динамику накопле-

ния биомассы микроводоросли Chlorella vulgaris IPPAS C-2 (рис. 1), по-

требления фосфатов (рис. 2) и ионов аммония (рис. 3), изменения pH 

(рис. 4). 

Анализируя рис. 1–4, можно сделать вывод, что для культивирова-

ния микроводоросли предпочтительней освещение, равное 25 кЛк. Дан-

ный уровень освещения позволяет достичь большего прироста биомас-

сы, наблюдающегося на 8 час (25,6 млн кл/мл – на 12,11 % по сравнению 

с освещением, равным 5 кЛк). Концентрация фосфатов и аммония в те-

чение 8 часов снизилась на 21,1 и 88,5 % у первого образца и 17,3 и 

91,42 % у второго образца.  
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Рис. 1. Динамика накопления биомассы 

 

 

 
 

Рис. 2. Динамика потребления фосфатов 
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Рис. 3. Динамика потребления ионов аммония 

 

 

 
 

Рис. 4. Динамика изменения pH 
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Концентрация биогенных элементов, содержащихся в культураль-

ной жидкости на 8 день, достаточна для культивирования бактерий Ba-

cillus coagulans B-10468. 

Культивирование молочнокислых бактерий. Фильтрат, получен-

ный после отделения биомассы микроводорослей, и меласса использова-

лись в качестве питательной среды для биосинтеза молочной кислоты.  

По полученным данным построены графики, описывающие динами-

ку накопления биомассы Bacillus coagulans В-10468 (рис. 5) и молочной 

кислоты (рис. 6); динамику потребления глюкозы (рис. 7) и изменения 

pH (рис. 8). 

Наибольшее количество клеток наблюдалось в аэрируемом образце 

питательной среды с 100 %-ным содержанием фильтрата (160∙10
6
 на 2 

час, что больше на 88,8 %, чем в таком же образце без аэрации). Наибо-

лее долгая экспоненциальная фаза наблюдалась в образце № 3 (20 %-ное 

содержание фильтрата), который также культивировался в присутствии 

воздуха. Данный факт можно объяснить тем, что в присутствии кисло-

рода факультативные анаэробы B. Coagulans получают энергию за счет 

клеточного дыхания, а не брожения. На 3 сутки (у образца № 1 и № 2) и 

на 5 сутки (образец № 4) начинается фаза отмирания, связанная с накоп-

лением молочной кислоты. Для предотвращения данного явления и по-

вышения выхода молочной кислоты необходимо проводить нейтрализа-

цию кислоты мелом. 

Максимальное количество (39,2 г/л) молочной кислоты наблюдалось 

в образце № 2 (100 %-ное содержание фильтрата), что связано с содер-

жанием в фильтрате витаминов группы В (В1 и В2), увеличивающих ак-

тивность лактатдегидрогеназы. С накоплением молочной кислоты на-

блюдается снижение pH.  

Анализируя рис. 7, можно сделать вывод, что глюкоза в образце 1 

расходовалась на построение клеточного материала, так как прирост мо-

лочной кислоты незначителен.  

Таким образом, несмотря на разное содержание полученной кисло-

ты и биомассы, у всех образцов можно проследить определенную зако-

номерность. С увеличением количества клеток увеличивается количест-

во молочной кислоты и уменьшается количество глюкозы. Одновремен-

но с увеличением концентрации кислоты наблюдается снижение pH. 

Также по мере возрастания кислотности наблюдается отмирание клеток. 

Математическое моделирование стадии биосинтеза молочной 

кислоты. Накопление биомассы бактерий (рис. 5) имеет характер кри-

вой, соответствующий логистическому уравнению Ферхюльста [3] для 

ограниченного роста популяции: 
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Рис. 5. Динамика изменения биомассы 
 

 

 
 

Рис. 6. Динамика накопления молочной кислоты 

 

 

,
 

 

где х – концентрация биомассы клеток, млн кл/мл;  – удельная скорость 

роста, сут.
–1

; Еп – емкость популяции, млн кл/мл.  
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Рис. 7. Динамика потребления глюкозы 

 

 

 
 

Рис. 8. Динамика изменения pH 

 

 

Удельная скорость роста зависит от концентрации глюкозы и мо-

лочной кислоты и описывается уравнением Моно-Иерусалимского [4]: 
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где µmax – максимальная удельная скорость роста (константа), ч
–1

; S –

количество глюкозы, г/л; Ks – константа насыщения, Kp – константа ин-

гибирования; P – количество молочной кислоты, г/л. 

Процесс убыли глюкозы (рис. 7) описывается уравнением [4]: 
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где YXS – коэффициент, показывающий количество образующейся био-

массы Δх при количестве затраченного субстрата ΔS за время Δt; YPS – 

коэффициент, показывающий количество образующейся молочной ки-

слоты при количестве затраченного субстрата ΔS за время Δt; ms – коэф-

фициент поддержания жизнедеятельности. 

Кинетика биосинтеза молочной кислоты (рис. 6) описывается урав-

нением [4]: 
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где µPmax – максимальная удельная скорость биосинтеза молочной кисло-

ты, сут.
–1

; S – количество глюкозы, г/л; Kp – константа ингибирования, 

мг/л; P – количество молочной кислоты, г/л.  

В результате обработки экспериментальных данных получены кине-

тические коэффициенты, представленные в табл. 3.  

Для оценки адекватности модели использовалась функция [5]: 
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четных значений переменных модели.  
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Таблица 3 

 

Кинетические коэффициенты 

 
Коэффициент Размерность Метод нахождения Значение 

Еn млн кл/мл По графику 90 

KS мг/л Иди-Хофсти 11,1 

KP мг/л Иди-Хофсти 8,56 

μmax ч
–1

 Иди-Хофсти 0,1 

ms – Наименьших квадратов 0,0011 

YXS г/г Наименьших квадратов 4,23 

YPS г/г Наименьших квадратов 2,34 

µPmax ч
–1

 Иди-Хофсти 0,39 

 

Результат проверки адекватности модели: δ = 7,79 %. 

В результате проведенных исследований установлена возможность 

использования фильтрата, полученного после накопления биомассы 

микроводоросли Chlorella, в качестве стимулирующего вещества для 

получения молочной кислоты. Доказана эффективность использования 

аэрирования для накопления биомассы бактерий на стадии инокуляции. 

Разработана математическая модель процесса культивирования мо-

лочнокислых бактерий штамма B. coagulans, позволяющая рассчитывать 

изменение биомассы бактерий, концентрации молочной кислоты и глю-

козы в культуральной жидкости. 
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MATHEMATICAL MODELLING OF LACTIC ACID BIOSYNTHESIS BY A STRAIN 

BACILLUS COAGULANS B-10468 
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Abstract. We examine the influence of filtrate after cultivation of microalgae Chlorella vulgaris 

IPPAS C-2 and aeration regime on the process of lactic acid biosynthesis, furthermore we cre-

ate a mathematical model of the process. The stimulating effect of filtrate on lactic acid accu-

mulation and aeration on bacterial biomass growth was established. 

Keywords: lactic acid; Chlorella vulgaris; modelling 
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