
Мо лоч ная кис ло та (2-гидроксипропионовая 
кис ло та) яв ля ет ся вос т ре бо ван ным про дук том
для раз ных от рас лей про мыш лен нос ти. Тра ди ци -
он ные об лас ти ее при ме не ния — это пи ще вая, фар -
ма цев ти чес кая, кос ме ти чес кая и ко же вен ная от -
рас ли. От но си тель но но вая и быс т ро раз ви ва ю ща -
я ся об ласть при ме не ния МК — ис поль зо ва ние ее
для про из вод с т ва би о дег ра ди ру е мых по ли ме ров и 
рас т во ри те лей (по ли лак ти тов, этил лак та та) [1].
Прог но зи ру ет ся, что ми ро вая пот реб ность в МК
сос та вит до 150 тыс. т в год [2]. 

В мик ро би о ло ги чес кой про мыш лен нос ти
тра ди ци он ны ми про ду цен та ми лак та та яв ля ют ся
бак те ри аль ные штам мы, ко то рые син те зи ру ют
его при ней т раль ных зна че ни ях рН сре ды. Од на ко 

на эта пах вы де ле ния и очис т ки со ли МК не об хо ди -
мо пе ре во дить в фор му сво бод ной кис ло ты, ко то -
рая яв ля ет ся бо лее пред поч ти тель ным, чем лак -
тат, ко неч ным про дук том. По э то му прив ле ка тель -
ным нап рав ле ни ем в со вер шен с т во ва нии мик роб -
но го про цес са по лу че ния МК яв ля ет ся би о син тез
кис ло ты при низ ких зна че ни ях рН, при ко то рых
ос нов ная часть це ле во го про дук та на хо дит ся в не -
дис со ци и ро ван ном сос то я нии. 

Дрож жи об ла да ют ус той чи вос тью к низ ким 
зна че ни ям рН, что да ет им пре и му щес т во пе ред
дру ги ми мик ро ор га низ ма ми при обес пе че нии сте -
риль нос ти про цес са. Кро ме то го, дрож жи спо соб -
ны вы жи вать при вы со ких кон цен т ра ци ях МК. По -
лу че ны ре ком би нан т ные штам мы Saccharomyces
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Би о  син тез мо л оч ной кис  ло ты с ис поль зо в а ни ем
ре к ом би  нан т но  го др ож же  во го штам м а Sch izosac charomyces
pombe  при низ ких зна  че  ни я х рН куль т у раль  ной ж ид кос  ти

Би о син тез мо лоч ной кис ло ты с ис поль зо ва ни ем ре ком би нан т но го дрож же во го штам -
ма Schizosaccharomyces pombe осу щес т в лял ся без рН-ста ти ро ва ния. Об на ру же но,
что ак тив ный би о син тез МК про ис хо дил в те че ние 24 ч пос ле пе ре хо да куль ту ры в
ста ци о нар ную фа зу. Ско рость пог ло ще ния глю ко зы из сре ды по ни жа лась с умень -
ше ни ем сте пе ни аэра ции при куль ти ви ро ва нии в про бир ках. Кон цен т ра ция МК в
куль ту раль ной жид кос ти в фер мен те ре дос ти га ла 63 г/л за 95 ч; при этом рН КЖ сни -
жал ся до 2,36 к кон цу про цес са. В этих ус ло ви ях око ло 95% всей МК в КЖ на хо ди -
лось в не дис со ци и ро ван ной фор ме.

Клю че вые сло ва: аэра ция, дрож жи, куль ти ви ро ва ние, мо лоч ная кис ло та, низ кие зна че ния рН, фер мен тер, Schizo sac -
charomyces pombe.

                                 
Фе до ров Алек сандр Сер ге е вич, Гор де е ва Та ть я на Ле о ни дов на, Бор щев ская Ла ри са Ни ко ла ев на, Си не окий Сер гей Пав ло вич.

Спи сок со кра ще ний: а.с.б. — аб со лют но су хая био мас са, КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость, МК — мо лоч ная кис ло та, ОП590 — оп -
ти че ская плот ность, из ме рен ная при дли не вол ны 590 нм.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



cerevisiae с кло ни ро ван ны ми ге на ми лак тат де гид -
ро ге на зы ldh, учас т ву ю щи ми в би о син те зе МК, из 
гри бов и бак те рий, од на ко та кие процессы осу -
щес т в лялись при зна че ни ях рН 5,0 и 3,6, со от вет с -
т вен но, ко то рые под дер жи ва лись за счет до бав ле -
ния ще лоч ных рас т во ров [3, 4]. Как по ка зал скри -
нинг 13 ро дов дрож жей, на и бо лее пер с пек тив ны -
ми из них про ду цен та ми МК при низ ких зна че ни -
ях рН (ни же 4,0) мо гут слу жить пред с та ви те ли ви -
да Schizosaccharomyces pombe [5], об ла да ю щие на -
и боль шей ус той чи вос тью к вы со ким кон цен т ра -
ци ям МК в сре де (вы ше 100 г/л).

Целью дан ной ра бо ты бы ло ис с ле до ва ние
би о син те за МК дрож же вым штам мом S. pombe с
эк с прес си ей ге на лак тат де гид ро ге на зы Lactobacil -
lus plantarum при низ ких зна че ни ях рН в от сут с т -
вие рН-ста ти ро ва ния.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Про ду цент МК. В ра бо те ис поль зо вали ре -
ком би нан т ный дрож же вой штамм Schizosaccha -
ro myces pombe Y-4204 из кол лек ции На ци о наль но -
го би о ре сур с но го цен т ра «Все рос сий с кая кол лек -
ция про мыш лен ных мик ро ор га низ мов» (ВКПМ).
Штамм Y-4204 был по лу чен пу тем ин тег ра ции в
сос тав его хро мо со мы ге на ldh, ко ди ру ю ще го лак -
тат де гид ро ге на зу L. plantarum, и инак ти ва ции ге на
adh1, ко ди ру ю ще го фер мент ал ко голь де гид ро ге на -
зу, учас т ву ю щий в син те зе эта но ла. Штамм S. pom -
be Y-4204 име ет ге но тип adh1::ldh pla.

Сос тав сред. Ис поль зо ва ли сре ды сле ду ю ще -
го сос та ва, г/л: YPD: дрож же вой эк с тракт (тип D,
Springer, Фран ция) — 10, пеп тон дрож же вой (тип
HYP-A, Springer) — 20, глю ко за мо но гид рат (фир -
ма Roquette, Фран ция) — 22; для при го тов ле ния
твер дой сре ды до бав ля ли агар (тип BactoТМ, BD,
Фран ция) — 18; КЭ-1 (для куль ти ви ро ва ния в про -
бир ках): ку ку руз ный эк с тракт су хой (мар ка «SO -
LULYS® 095E», Roquette) — 10, K2HPO43H2O
(пи ще вой, ООО «ХИМ МЕД») — 5,7, KH2PO4
(ч.д.а., ООО «Лаб Тех») — 3,4, глю ко за мо но гид -
рат — 165; КЭ-2 (для куль ти ви ро ва ния в фер мен -
те ре): ку ку руз ный эк с тракт су хой — 10 и глю ко за
мо но гид рат — 110. рН сре ды КЭ-2 до во ди ли до
зна че ния 4,5 или 6,8 тит ро ва ни ем 25%-ным вод -
ным ам ми а ком (о.с.ч., ООО «Лаб Тех»). 

Все сре ды сте ри ли зо ва ли без глю ко зы ав -
ток ла ви ро ва ни ем при 1,0 атм в те че ние 40 мин.
Глю ко зу мо но гид рат ав ток ла ви ро ва ли от дель но
при 0,5 атм в те че ние 20 мин в ви де вод но го рас т -
во ра с кон цен т ра ци ей 550 г/л. Этот рас т вор так -
же ис поль зо ва ли для под пит ки куль ту раль ной
сре ды в фер мен те рах. Рас т вор глю ко зы вно си ли

в сре ды асеп ти чес ки до не об хо ди мых кон цен т ра -
ций.

Под го тов ка по сев ной куль ту ры для вы ра -
щи ва ния в про бир ках. Клет ки вы се ва ли на ага -
ри зо ван ную сре ду YPD, и чаш ку Пет ри ин ку би ро -
ва ли 24 ч при 29° в тер мос та те. За тем в про бир ку
П-20 (вы со та 20 см, ди а метр 20 мм) с ват ной проб -
кой, со дер жа щую 5,0 мл сре ды YPD, вно си ли
одну боль шую мик ро би о ло ги чес кую пет лю би о -
мас сы с чаш ки. Сус пен зию ин ку би ро ва ли 24 ч
при 250 об/мин и 29° на кру го вой тер мос та ти ру е -
мой ка чал ке (мо дель с ох лаж де ни ем, опыт ное про -
из вод с т во ФГУБП ИБП РАН, Пу щи но). По лу чен -
ной куль ту рой ино ку ли ро ва ли 750-мл ка ча лоч ную 
кол бу с ват ной проб кой, со дер жа щую 50 мл сре ды
YPD и ин ку би ро ва ли в тех же ус ло ви ях, что и про -
бир ку. Че рез 24 ч кон цен т ра ция а.с.б. в по сев ной
куль ту ре сос тав ля ла 3,0 г/л.

Про ве де ние ос нов но го про цес са би о син -
те за МК в про бир ках. В 120 мл сре ды КЭ-1 вно -
си ли 12 мл по сев ной куль ту ры (10% по объ е му).
На чаль ное зна че ние рН куль ту ры сос тав ля ло 5,80, 
ОП590 — 4, на чаль ная кон цен т ра ция МК — 2,0 г/л
(была уч те на при даль ней ших рас че тах для ос нов -
но го про цес са би о син те за). Ис ход ную куль ту ру
по ме ща ли в про бир ки П-20 с ват ны ми проб ка ми
(три пов тор нос ти). Ва ри ан ты ра бо чих объ е мов КЖ 
в про бир ках были сле ду ю щие: с пе ре ме ши ва ни -
ем — 2,0 мл, 5,0, 10,0 и 15,0 мл; без пе ре ме ши ва -
ния — 5,0 мл. Пос ле по се ва про бир ки ин ку би ро ва -
ли либо на тер мос та ти ру е мой ор би таль ной ка чал ке
(угол нак ло на про би рок 45°) при 29° и 250 об/мин, 
либо в тер мос та те без пе ре ме ши ва ния под уг лом
нак ло на 45° при 29°.

Под го тов ка по сев ной куль ту ры для фер -
мен те ров. Вы ра щи ва ние по сев ной куль ту ры про -
во ди ли в 3-литровых фер мен те рах КФ-103/4
(ООО «Про ин тех», Пу щи но), ос на щен ных кон т -
рол ле ром Mera bit (KEKLAB, Мос к ва- Пу щи но),
сис те мой тер мос та ти ро ва ния, пе рис таль ти чес ки -
ми на со са ми для тит ро ва ния и под пит ки, а так же
рН- и рО2-дат чиками. Куль ти ви ро ва ние осу щес т в -
ля ли на сре де КЭ-2 (без глю ко зы) с рН 4,5, под дер -
жи ва е мым до бав ле ни ем 25%-ного вод но го рас т во -
ра ам ми а ка. Ра бо чий объ ем КЖ сос тав лял 1,0 л;
ино ку ля цию про во ди ли, как и в слу чае куль ти ви -
ро ва ния в про бир ках, из рас че та 10% по объ е му.
Тем пе ра ту ру куль ти ви ро ва ния под дер жи ва ли на
уров не 29°. Пе ре ме ши ва ние осу щес т в ля ли с час то -
той 300 об/мин. Аэра цию про во ди ли сте риль ным
воз ду хом из рас че та 0,3 л/л/мин. Сра зу пос ле вне -
се ния ино ку ля та на чи на ли под пит ку КЖ рас т во -
ром мо но гид ра та глю ко зы с пос то ян ной ско рос -
тью из рас че та 250 г глю ко зы за 48 ч. К это му вре -
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ме ни ОП590 дос ти га ло зна че ния 16 и куль ту ра счи -
та лась го то вой для по се ва в ос нов ной фер мен тер.

Про ве де ние ос нов но го про цес са би о син -
те за МК в фер мен те ре. Куль ти ви ро ва ние про во -
ди ли в 3-литровых фер мен те рах КФ-103/4 с ра бо -
чим объ е мом КЖ 1,8 л. Доля по сев ной куль ту ры со -
с тав ля ла 10%. Аэра цию осу щес т в ля ли сте риль ным
воз ду хом из рас че та 1,0 л/л/мин. Ми ни маль ная
час то та пе ре ме ши ва ния сос тав ля ла 250 об/мин. В
куль ту рах под дер жи ва ли кон цен т ра цию рас т во -
рен но го кис ло ро да на уров не 20% от на сы ще ния
воз ду хом пу тем кас кад ной ре гу ли ров ки ско рос ти
ме шал ки. Про цесс вели без тит ро ва ния при тем пе -
ра ту ре 29° на сре де с КЭ-2 с со от вет с т ву ю щим зна -
че ни ем рН. На 22-м ча се и 43-м ча се до бав ля ли
257 и 230 мл, со от вет с т вен но, рас т во ра мо но гид ра -
та глю ко зы.

Ана ли ти чес кие ме то ды. Оп ти чес кую плот -
ность кле точ ных сус пен зий из ме ря ли при дли не
вол ны 590 нм с по мощью кон цен т ра ци он но го фо -
то э лек т ри чес ко го ко ло ри мет ра КФК-2МП (ЗОМЗ,
За горск). Для оп ре де ле ния кон цен т ра ции а.с.б.
2,0 мл кле точ ной сус пен зии раз де ля ли на би о мас -
су и на до са доч ную жид кость цен т ри фу ги ро ва ни -
ем. Би о мас су про мы ва ли два раза дис тил ли ро ван -
ной во дой, ре сус пен ди ро ва ли и осаж да ли цен т ри -
фу ги ро ва ни ем. За тем про мы тую би о мас су вы су -
ши ва ли пу тем ли о фи ли за ции и взве ши ва ли. 

Кон цен т ра цию глю ко зы и L-форму МК оп -
ре де ля ли с по мощью сис те мы из ме ре ния уров ня
глю ко зы/лак та та BIOSEN C-Line (мо дель Clinic/GP+, 
EKF-diagnostic GmbH, Гер ма ния), ис поль зуя фер -
мен т ные чип - сен со ры глю ко зы и лак та та.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Вли я ние аэра ции на про цесс био син те за МК
при вы ра щи ва нии в про бир ках 

Для изу че ния вли я ния сте пе ни аэра ции куль -
ту ры ре ком би нан т но го штам ма — про ду цен та МК 
Y-4204 на би о син тез МК варь и ро ва ли лишь один
па ра метр про цес са, а имен но, на чаль ный ра бо чий
объ ем КЖ. Пос коль ку куль ти ви ро ва ние про во ди -
ли в иден тич ных куль ту раль ных со су дах (про бир -
ках), по вер х ность мас со об ме на для пе ре но са кис -
ло ро да к куль ту ре и, сле до ва тель но, ко ли чес т во
кис ло ро да, пос ту па ю ще го в каж дую куль ту ру, бы -
ло оди на ко во (за ис к лю че ни ем ва ри ан та без пе ре -
ме ши ва ния). Од на ко ин тен сив ность аэра ции куль -
ту ры сни жа лась с уве ли че ни ем ее объ е ма.

В таб ли це пред с тав ле ны па ра мет ры би о син -
те за МК че рез 52 ч, 74 и 95 ч пос ле на ча ла куль ти -

ви ро ва ния. Ско рость пог ло ще ния глю ко зы из сре -
ды по ни жа лась с умень ше ни ем сте пе ни аэра ции.
К 74-му ча су в куль ту ре с на чаль ным объ е мом КЖ 
2,0 мл глю ко за пот реб ля лась пол нос тью, тог да как 
в куль ту ре с на чаль ным объ е мом 5,0 мл поч ти пол -
ное пот реб ле ние глю ко зы наб лю да лось лишь к
95-му ча су. В ва ри ан тах с ис ход ным объ е мом 10,0
и 15,0 мл, а так же в ва ри ан те без пе ре ме ши ва ния
ос та точ ная кон цен т ра ция глю ко зы в кон це куль ти -
ви ро ва ния сос тав ля ла 5,0—6,0 г/л.

Не толь ко ско рость пог ло ще ния суб с т ра та,
но и рост би о мас сы за ви сел от сте пе ни аэра ции
куль ту ры. К 52-му ча су куль ти ви ро ва ния с ис ход -
ным объ е мом КЖ 2,0 мл ОП590 вы рас та ла до 22,
при боль шем ра бо чем объ е ме ОП590 бы ла ни же, а
в ва ри ан те без пе ре ме ши ва ния сос тав ля ла все го
10 оп ти чес ких ед. По хо жая тен ден ция наб лю да -
лась и к кон цу эк с пе ри мен та.

Оп ти чес кая плот ность куль ту ры не всег да
кор рек т но от ра жа ет кон цен т ра цию би о мас сы, по -
с коль ку кле точ ная сус пен зия мо жет ме нять свои
оп ти чес кие ха рак те рис ти ки (све то от ра же ние и
све топ ро пус ка ние) за счет из ме не ния как чис ла,
так и фор мы и раз ме ра кле ток, а так же свойств ок -
ру жа ю щей сре ды. Кон цен т ра цию би о мас сы в
куль ту ре мож но оха рак те ри зо вать и пу тем из ме -
ре ния кон цен т ра ции а.с.б. Этот па ра метр нап ря -
мую за висел от сте пе ни аэри ро ва ния куль ту ры
(см. таб ли цу).

Кон цен т ра ция МК в КЖ уве ли чи ва лась с
уве ли че ни ем сте пе ни аэра ции куль ту ры. Мак си -
маль ная кон цен т ра ция МК бы ла в куль ту ре с ра бо -
чим объ е мом 2,0 мл и сос тав ля ла 58,3 г/л к кон цу
куль ти ви ро ва ния. В ва ри ан тах с ра бо чим объ е мом 
10,0 и 15,0 мл кон цен т ра ция МК бы ла оди на ко ва,
сос тав ляя око ло 52,5 г/л. В ва ри ан те без пе ре ме -
ши ва ния бы ла по лу че на са мая низ кая кон цен т ра -
ция МК в КЖ — 49,1 г/л.

Зна че ние рН КЖ к 95-му ча су куль ти ви ро ва -
ния во всех ва ри ан тах с пе ре ме ши ва ни ем бы ло
око ло 2,85. При от сут с т вии пе ре ме ши ва ния ко неч -
ное зна че ние рН куль ту ры бы ло нез на чи тель но,
на 0,1, вы ше. Ис хо дя из зна че ния кон с тан ты кис -
лот нос ти МК pKa = 3,73 [6], при дан ном зна че нии
рН 88% МК на хо ди лось в не дис со ци и ро ван ной
фор ме, что об лег ча ет за да чу вы де ле ния и очис т ки
це ле во го про дук та и сни жа ет ко ли чество от хо дов
про мыш лен но го про из вод с т ва. Дан ный про цесс
би о син те за не тре бу ет ис поль зо ва ния тит ру ю ще -
го аген та (ще ло чи), что так же яв ля ет ся его пре и му -
щес т вом пе ред про цес са ми с ис поль зо ва ни ем бак -
те ри аль ных про ду цен тов.

Важ ным по ка за те лем про цес са би о син те за
яв ля ет ся сте пень кон вер сии суб с т ра та в про дукт.
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Для рас че та кон вер сии пот реб лен ной глю ко зы в
МК в кон це эк с пе ри мен та был из ме рен ра бо чий
объ ем всех ва ри ан тов куль тур. Об на ру же но, что в
аб со лют ном вы ра же нии ис па ре ние из про би рок
бы ло приб ли зи тель но на уров не (0,53 ± 0,13) мл за 
95 ч. Од на ко до ля сни же ния объ е ма в каж дом ва ри -
ан те бы ла да ле ко не оди на ко ва и сос тав ля ла 23%,
10, 6 и 4% при на чаль ном объ е ме КЖ 2,0 мл, 5,0,
10,0 и 15,0 мл, со от вет с т вен но (для ва ри ан та без
пе ре ме ши ва ния при на чаль ном объ е ме 5,0 мл до -
ля ис па рен ной вла ги сос та ви ла 8%) (см. таб ли цу). 
Ис хо дя из по лу чен ных дан ных по объ е му, со дер -
жа нию ко неч но го про дук та и ис ход ной кон цен т ра -
ции глю ко зы бы ли рас с чи та ны зна че ния кон вер -
сии для каж до го ва ри ан та. Вид но, что при ин тен -
сив ной аэра ции (ва ри ант с ис ход ным объ е мом
КЖ 2,0 мл), а так же в от сут с т вие аэра ции кон вер -
сия ока за лась на 3—4% ни же по срав не нию с ва ри -
ан та ми с уме рен ной аэра ци ей. Для ва ри ан тов с ра -
бо чим объ е мом 5,0 мл, 10,0 и 15,0 мл кон вер сия
сос тав ля ла в сред нем (34,12 ± 0,61)% при на ли чии 
не ко то рой об рат ной за ви си мос ти от ин тен сив нос -
ти аэра ции куль ту ры (см. таб ли цу).

Ин те рес но от ме тить, что ко неч ная кон цен т -
ра ция МК с уче том ис па ре ния к кон цу эк с пе ри мен -
та ока залась при мер но оди на ковой для ва ри ан -
тов с уме рен ной аэра ци ей (50,0 ± 0,6 г/л). Для ва ри -
ан тов без аэра ции и с от но си тель но вы со кой аэра -
ци ей кон цен т ра ция МК сос та ви ла око ло 45,0 г/л.
Вмес те с тем, дан ные по а.с.б. с уче том ис па ре ния
поз во ля ют сде лать вы вод, что удель ная ак тив -
ность би о мас сы воз рас та ет с умень ше ни ем сте пе -
ни аэра ции.

Из пред с тав лен ных дан ных вид но, что оп ти -
маль ным для по лу че ния МК при низ ких зна че ни -
ях рН КЖ яв ля ет ся ре жим аэра ции при на чаль ном
ра бо чем объ е ме 5,0 мл. В этих ус ло ви ях в КЖ
прак ти чес ки от сут с т ву ет глю ко за, ко то рая ос лож -
ня ет про цесс даль ней шей очис т ки МК. КЖ со дер -
жит МК в вы со кой кон цен т ра ции, и кон вер сия
глю ко зы в МК близ ка к мак си маль ной.

По лу чен ные дан ные мо гут быть ис поль зо ва -
ны для даль ней шей оп ти ми за ции ус ло вий куль ти -
ви ро ва ния штам ма — про ду цен та МК.

Ди на ми ка про цес са био син те за МК 
при ку ль ти ви ро ва нии в фер мен те ре

Изу че ние дан но го про цес са соп ро вож да -
лось ре гис т ра ци ей зна че ния рН КЖ. Как уже го во -
ри лось вы ше, ис поль зо ва ли прос той пе ри о ди чес -
кий ре жим куль ти ви ро ва ния без рН-ста ти ро ва -
ния. В за ви си мос ти от на чаль но го зна че ния рН
сре ды наб лю да ли раз ли чия в ха рак те ре рос та би о -
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мас сы (ри су нок, а). За мед ле ние рос та куль ту ры на 
сре де с рН 4,5 про ис хо ди ло быс т рее и кон цен т ра -
ция а.с.б. в ста ци о нар ной фа зе (к 30-му ча су) бы ла 
ни же, чем у куль ту ры на сре де с на чаль ным рН 6,8.
Ста ци о нар ная фа за рос та во вто ром слу чае нас ту -
па ла при мер но на 12 ч поз же.

Кон цен т ра ция МК в обо их фер мен те рах
неп ре рыв но по вы ша лась на про тя же нии все го
про цес са куль ти ви ро ва ния (см. ри су нок, б). В слу -
чае, ког да би о син тез на чи нал ся при ней т раль ном
зна че нии рН (6,8), кон цен т ра ция МК в КЖ к 95-му 
ча су куль ти ви ро ва ния бы ла вы ше на 15% по срав -
не нию с про цес сом, ко то рый на чи нал ся при бо лее 
низ ком рН (4,5).

Нес мот ря на раз ли чия в ис ход ной кис лот -
нос ти сре ды к 24-му ча су куль ти ви ро ва ния рН обе -
их куль тур дос ти гал оди на ко во го зна че ния — 3,0
(см. ри су нок, в); при этом про ис хо дил ак тив ный
би о син тез МК (см. ри су нок, б, г). При мер но к
42-му ча су рН обе их куль тур сни жал ся до зна че -
ния 2,50—2,60, пос ле че го ди на ми ка это го по ка за -

те ля для дан ных куль тур ста но ви лась раз лич ной:
в КЖ ва ри ан та с на чаль ным рН 4,5 даль ней шее
умень ше ние рН не про ис хо ди ло, тог да как в КЖ с
ис ход ным рН 6,8 этот по ка за тель про дол жал сни -
жать ся и дос ти гал зна че ния 2,36 к 95-му ча су. Раз -
ни ца во вре ме ни ус та нов ле ния ста ци о нар но го зна -
че ния рН так же сос тав ля ла 12 ч (см. ри су нок, в).

Нес мот ря на то, что кон цен т ра ция МК в фер -
мен те рах по вы ша лась на про тя же нии все го про -
цес са куль ти ви ро ва ния вплоть до 95-го ча са (см.
ри су нок, б), рост ко ли чес т ва це ле во го про дук та
(этот па ра метр да ет не пос ред с т вен ную ин фор ма -
цию о про цес се би о син те за) прек ра щал ся зна чи -
тель но рань ше (см. ри су нок, г). Так, ус та нов ле но,
что уве ли че ние кон цен т ра ции МК в КЖ в этот пе -
ри од было свя за но с ис па ре ни ем воды из фер мен -
те ра из - за аэра ции воз ду хом и пе ре ме ши ва ния. В
слу чае, ког да куль ту ра рос ла на сре де с ис ход ным
рН 4,5 би о син тез ос та нав ли вал ся при мер но к 54-му
ча су. Для ва ри ан та куль ту ры на сре де с рН 6,8 он
про дол жал ся при мер но до 66 ч (см. ри су нок, г).

62 Биотехнология, 2015, № 6

 ФЕ ДО РОВ и др.

Ди на ми ка про цес са би о син те за МК штам мом S. pombe Y-4204 в фер мен те ре с ра бо чим объ е мом 1,8 л при на чаль ном зна -
че нии рН сре ды 4,5 (1) и 6,8 (2): а — а.с.б.; б — кон цен т ра ция МК; в — рН КЖ; г — на коп ле ние МК во всем объ е ме КЖ



Та ким об ра зом, ак тив ный би о син тез МК
штам мом S. pombe Y-4204 в ла бо ра тор ном фер мен -
те ре про ис хо дил в те че ние 24 ч пос ле нас туп ле ния 
ста ци о нар ной фазы рос та. При этом зна че ние рН
КЖ было ниже 3,00 и про дол жа ло сни жать ся. Ве -
ро ят но, ос та нов ка би о син те за свя за на с дли тель -
ным на хож де ни ем куль ту ры в ста ци о нар ной фазе
рос та, а зна че ние рН сла бо ска зы ва ет ся не пос ред с -
т вен но на син те зе МК клет ка ми.

Кон вер сия глю ко зы в МК сос та ви ла 23,80 и
22,30%  для куль ту ры на сре де с на чаль ным рН 4,5 
и 6,8, со от вет с т вен но. Раз ни ца в 1,5% мо жет быть
объ яс не на тем, что на сре де с рН 6,8 ко неч ное зна -
че ние а.с.б. было выше. Ско рость син те за МК обе -
и ми куль ту ра ми была при мер но оди на ко ва и сос та -
ви ла око ло 0,80 г/л/ч для ак тив ной фазы про дук -
ции. Не вы со кие зна че ния кон вер сии свя за ны с
тем, что штамм Y-4204 на ря ду с це ле вым про дук -
том син те зи ру ет по боч ные: око ло 20 г/л гли це ри -
на и по ряд ка 10 г/л эта но ла. Даль ней шие уси лия
не об хо ди мо нап ра вить на ге не ти чес кую мо ди фи -
ка цию штам ма для ус т ра не ния пу тей син те за по -
боч ных про дук тов [7, 8], а так же на оп ти ми за цию
ус ло вий куль ти ви ро ва ния.

Ис хо дя из зна че ния кон с тан ты кис лот нос ти
МК [6] при наб лю да е мых зна че ни ях рН на ко неч -
ных эта пах куль ти ви ро ва ния дрож жей в фер мен те -
ре 94—96% мо лоч ной кис ло ты на хо дит ся в не дис -
со ци и ро ван ной фор ме, что де ла ет дан ный штамм
прив ле ка тель ным объ ек том для даль ней шей ра бо -
ты по соз да нию про мыш лен но го про ду цен та МК.

Та ким об ра зом, в дан ной ра бо те по ка за на
воз мож ность по лу че ния МК мик ро би о ло ги чес -
ким спо со бом без рН-ста ти ро ва ния с вы со ким со -
дер жа ни ем про дук та в КЖ в фор ме сво бод ной кис -
ло ты (63 г/л за 95 ч).

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер ж -
ке Ми ноб р на у ки Рос сии (уни каль ный иден ти фи ка -
тор про ек та RFMEFI57914X0013) с ис поль зо ва ни -
ем уни каль ной на уч ной ус та нов ки (УНУ) — На ци -
о наль но го би о ре сур с но го цен т ра «Все рос сий с кая 
кол лек ция про мыш лен ных мик ро ор га низ мов» (уни -
каль ный иден ти фи ка тор про ек та RFMEFI59214X0002).
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Lac t ic  acid bi o syn  t  he  sis by a  re  com bi -
nant yeast  stra  in of Schi zo sac cha  ro my ces
po mbe  at  lo w pH in the f er  men ta  t i  on broth

Lac tic acid (LA) bi o syn t he sis by a Schi zo sac cha ro my ces
po mbe re com bi nant stra in has been per for med wit ho ut pH con t -
rol. The most pro duc ti ve pe ri od of bi o syn t he sis oc cur red du ring
24 ho urs af ter the cul tu re had pas sed to the sta ti o na ry pha se. The
rate of glu co se as si mi la ti on re du ced with dec re a sing in the aera ti -
on de gree du ring cul ti va ti on in test tu bes. In a fer men ter, the LA
con cen t ra ti on re ac hed 63 g/l by the 95th hour. The fi nal pH of the
fer men ta ti on broth was 2.36, and 95% of to tal LA con ta i ned in
fer men ta ti on broth were  in the form of free acid un der tho se con -
di ti ons.

Key words: cul ti va ti on, fer men ter, lac tic acid, low pH,
Schi zo sac cha ro my ces po mbe, yeast.
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