
��Vol. 13, № 4 (50) 2020

УДК 664.126.1:543.422.3
https://doi.org/10.47612/2073-4794-2020-13-4(50)-89-94

Поступила в редакцию 12.11.2020
Received 12.11.2020

О. В. Колоскова, О. К. Никулина, М. Р. Яковлева

РУП «Научно-практический центр Национальной академии наук Беларуси по продовольствию», 
Минск, Республика Беларусь

ОЦЕНКА ПРИГОДНОСТИ СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОГО МЕТОДА 
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ МОЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ 

В ДИФФУЗИОННОМ СОКЕ

Аннотация. Одним из важнейших факторов, влияющих на качество диффузионного сока и по-
тери сахарозы, является развитие микрофлоры в процессе получения диффузионного сока. В связи 
с этим важное значение имеет оперативный контроль за микробиологической зараженностью со-
костружечной смеси в диффузионном аппарате. Молочная кислота является индикатором степени 
микробиологической зараженности диффузионного сока. Традиционно при расчете неучтенных 
потерь сахарозы на диффузии для определения концентрации молочной кислоты используется тит-
риметрический метод с предварительным выделением анионов кислот из диффузионного сока на 
ионитных колонках. Однако данный метод является длительным и трудозатратным и не подходит 
для оперативного контроля. В статье предлагается использовать с этой целью более простой и менее 
длительный спектрофотометрический метод, основанный на измерении оптической плотности ок-
рашенного продукта реакции лактат-ионов с хлоридом железа(III) при длине волны 400 нм. В статье 
приведены результаты оценки согласованности данных по содержанию молочной кислоты в диф-
фузионных соках, полученных при помощи титриметрического и спектрофотометрического мето-
дов. Результаты анализа данных при помощи метода описательной статистики Блэнда-Алтмана 
подтверждают, что данные, полученные различными способами, хорошо согласуются друг с другом, 
и следовательно, спектрофотометрический метод определения концентрации лактат-ионов может 
использоваться в производственном контроле в сахарной промышленности.
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ESTIMATION OF THE SUITAbILITY OF METHODS FOR DETERMINING 
LACTIC ACID CONTENT IN DIFFUSION JUICE FOR APPLICATION IN 
CHEMICAL AND TECHNICAL CONTROL OF SUGAR PRODUCTION

Abstract. Development of microbiological infection in the process of production of diffusion juice is one 
of the most important factors affecting the quality of diffusion juice and sucrose loss. In this regard, it is 
important to promptly monitor the microbiological contamination of mixture from water and beet chips in 
the diffusion apparatus. Lactic acid is used as an indicator of the degree of microbiological contamination of 
the diffusion juice. Traditionally, when calculating unaccounted sucrose losses on diffusion, the titrimetric 
method is used to determine the concentration of lactic acid with preliminary isolation of acid anions from 
the diffusion juice on ionite columns. However, this method is time-consuming and labor-intensive and is not 
suiTable for operational control. The article suggests using a simpler and less time-consuming spectrophotometric 
method for operational control, based on measuring the optical density of the colored product of the reaction 
of lactate ions with iron(III) chloride at a wavelength 400 nm. The results of evaluating the consistency of data 
on the content of lactic acid in diffusion juices obtained using the traditional and spectrophotometric methods 
are presented in article. The results of data analysis using the Bland-Altman descriptive statistics method 
confirm that the data obtained by various methods are in good agreement with each other, and therefore the 
spectrophotometric method for determining the concentration of lactate ions can be used in production 
control in the sugar industry.
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Введение. Извлечение сахара из свекловичной стружки путем диффузии один из важнейших тех-
нологических процессов сахарного производства. От него зависят потери сахара в жоме и диффузи-
онной установке, качество получаемого диффузионного сока, а в конечном итоге выход и качество 
готовой продукции.

Одним из важнейших факторов, влияющих на качество диффузионного сока и потери сахарозы, 
является развитие микрофлоры в процессе его получения. Оперативный контроль за уровнем мик-
робиологической зараженности сокостружечной смеси в диффузионном аппарате позволяет свое-
временно принять меры для предотвращения развития инфекции и рационально использовать ан-
тимикробные препараты.

Использующийся на производстве контроль за рН диффузионного сока оказывается недостаточ-
ным. Это связано с тем, что место наибольшего снижения рН в диффузионном аппарате не соот-
ветствует месту наибольшего развития микроорганизмов, хотя максимум живых и мертвых клеток 
бактерий обычно совпадает с минимальным значением рН [1-3].

Большая часть микроорганизмов, развивающихся в диффузионном соке, превращает сахарозу в ор-
ганические кислоты, среди которых преобладает молочная кислота. В связи с этим уровень содер-
жания молочной кислоты используют как индикатор степени микробиологической зараженности 
диффузионного сока [4–7].

Традиционно при расчете неучтенных потерь сахарозы на диффузии для определения концентра-
ции молочной кислоты используется метод, описанный в «Инструкции по химико-техническому 
учету и контролю свеклосахарного производства», который включает в себя пропускание раствора 
диффузионного сока через ионитные колонки, заполненные катионитом КУ-2, с последующим 
титрование 0,1 н. NaOH. В колонках осуществляется количественное превращение солей в кислоты. 
Выделение из катионита кислоты производится дистиллированной водой. На проведение анализа 
требуется более 1 часа. Из-за своей длительности и трудоемкости данный метод не очень подходит 
для оперативного контроля, что делает актуальным поиск альтернативных методов [8].

Следует отметить, что в настоящее время разработаны ферментативные методы для определения 
молочной кислоты. Выпускаются тест-системы для определения молочной кислоты ферментатив-
ным способом в продуктах питания и биологических материалах.

В основе ферментативного анализа лежат природные биохимические процессы обмена веществ, 
которые воспроизводятся in vitro: реакция фермента с субстратом, причем в качестве субстрата вы-
ступает анализируемое вещество пробы, в данном случае молочная кислота.

В большинстве ферментативных определений используют фотометрические способы измерения 
результатов. Для этого все компоненты искусственной тестовой системы (буфер, коферменты, ак-
тиваторы, вспомогательные ферменты) и пробу смешивают в фотометрической кювете. После из-
мерения начальной оптической плотности добавляют стартовый фермент, который инициирует 
реакцию. Через определенный промежуток времени повторно измеряют оптическую плотность тес-
товой системы. Из разницы оптических плотностей в начале и в конце реакции по уравнению зако-
на Ламберта-Бера рассчитывают концентрацию искомого соединения [9].

Не смотря на свою высокую точность, данный метод не нашел широкого распространения в про-
изводственном контроле. Это связано с тем, что тест-системы для определения D- и L-молочной 
кислоты ферментативным методом отличаются высокой стоимостью.

Анализ литературных источников показал, что наиболее перспективным для использования в хи-
мико-техническом контроле сахарного производства является спектрофотометрический метод опре-
деления концентрации молочной кислоты, основанный на измерении оптической плотности окра-
шенного продукта реакции лактат-ионов с хлоридом железа(III) при длине волны 400 нм [10]. 
Продолжительность определения концентрации молочной кислоты спектрофотометрическим ме-
тодом составляет около 20 минут.

Для того, чтобы оценить возможность использования данного метода в производственном конт-
роле и оценить согласованность данных по содержанию молочной кислоты в диффузионных соках, 
полученных традиционным титриметрическим и спектрофотометрическим методами, в лаборато-
рии РУП «Научно-практический центр Национальной академии наук Беларуси по продовольствию» 
были проведены исследования.

Организация и методы исследований. Диффузионный сок для исследований получали в лаборатор-
ных условиях. Свеклу нарезали на равные брусочки толщиной и шириной 0,4–0,5 см и длиной 
около 1,5 см. В полученную стружку добавляли воду в соотношении 1:1,2. Полученные смеси стави-
ли на водяную баню при температуре 75–80 °C и выдерживали в течение 50 минут, периодически 
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перемешивая. Жидкую фракцию сливали и получали диффузионный сок. Таким способом было 
приготовлено 6 образцов диффузионного сока.

В образцах сока определяли следующие качественные показатели: содержание сахарозы, содер-
жание сухих веществ, чистоту в соответствии с «Инструкцией по химико-техническому контролю 
и учету сахарного производства» [8] и pH.

В диффузионных соках определяли молочную кислоту традиционным и спектрофотометрическим 
методами, описанными в [8] и [9] соответственно. Концентрацию молочной кислоты определяли 
также и в свекловичном соке, что позволило рассчитать ориентировочные потери сахарозы вслед-
ствие микробиологического разложения.

Для сравнения данных по содержанию молочной кислоты в диффузионном соке, полученные 
разными методами, использовали описательный метод статистики, предложенный Д. Блэндом и Дж. 
Алтманом.

Построение диаграммы Блэнда-Алтмана и расчет статистических показателей проводили при 
помощи программы STATISTICA 10.

Результаты исследований и их обсуждения. В табл. 1 представлены показатели качества исследо-
ванных образцов диффузионного сока. 

Т а б л и ц а  1. Показатели качества диффузионного сока 
T a b l e  1. Indicators of the quality of the diffusion juice

Номер
образца

Показатели

pH
Содержание сухих 

веществ, %
Содержание саха-

розы, %
Чистота, %

Общие несахара, 
% к массе свеклы

1 6,3 11,69 10,55 90,25 1,37

2 6,3 12,11 10,66 88,03 1,74

3 6,2 12,05 10,68 88,63 1,64

4 6,4 11,22 10,11 90,10 1,33

5 6,3 12,44 10,86 87,31 1,9

6 6,3 12,16 11,01 90,54 1,38

Анализ представленных данных показывает, что полученные образцы диффузионного сока по 
исследованным показателям соответствуют диффузионному соку хорошего качества по классифи-
кации Вукова: чистота выше 88 %, содержание общих несахаров — менее 2 % к массе свеклы [10].

Содержание молочной кислоты в исследованных диффузионных соках составляло менее 0,05  % 
к массе сока (табл. 2). Согласно данным научно-технической литературы, при содержании молочной 
кислоты в количестве 0,02–0,05 % к массе диффузионного сока степень контаминации может рас-
сматриваться как низкая. При этом количество микроорганизмов составляет 102–104 в 1 см3 сока.

На основании прироста молочной кислоты в диффузионном соке относительно свекловичного 
сока рассчитаны ориентировочные потери сахарозы от деятельности микроорганизмов (табл. 2). 
При этом учитывалось, что коэффициент пересчета от молочной кислоты к сахарозе равен 2.

С целью оценки согласованности данных по содержанию молочной кислоты, полученных раз-
личными методами анализа, использовали метод описательной статистики Блэнда-Алтмана. Это 
метод оценки согласованности измерений, выполненных разными способами: для каждой пары 
показателей, полученных различными способами, вычисляется разность, далее определяется сред-
няя величина и стандартное отклонение разности. Средняя разность характеризует систематическое 
расхождение, а стандартное отклонение — степень разброса результатов [11].

Данные, использовавшиеся для построения диаграммы и расчета статистических показателей, 
приведены в табл. 3, диаграмма Блэнда-Алтмана на рис. 1.

Диаграмма Блэнда-Алтмана представляет собой диаграмму рассеяния, по оси Х которой откладыва-
ется среднее значение для двух методов в одном испытании, а по Y — разность значений в одном испы-
тании. Также на графике проводятся две линии, соответствующие средней разности плюс/минус 1,96 · 
стандартное отклонение, что обозначает ожидаемый разброс разностей значений двух измерений.

Анализ диаграммы, представленной на рис. 1, показывает, что 95 % значений разницы показателей 
при парных измерениях попадают в интервал ±1,96 · стандартное отклонение. Средняя разность 
между измерениями равна всего лишь 0,001, что говорит об отсутствии систематического расхожде-
ния. Стандартное отклонение разностей составило 0,00055, что невелико по сравнению с самими 
значениями. Отсутствует зависимость разности измерений от величины изменения концентрации 
молочной кислоты. Все это говорит о том, что значения показателя изменения концентрации молоч-
ной кислоты, полученные при помощи различных методик, хорошо согласуются друг с другом.
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Т а б л и ц а  2. Содержание молочной кислоты в диффузионных соках  
и ориентировочные потери сахарозы на диффузии 

T a b l e  2. The content of lactic acid in the diffusion juice and the estimated loss  
of sucrose on the diffusion

Номер / наименование 
образца

Содержание молочной  
кислоты, % к массе сока / 

% к массе свеклы

Прирост молочной  
кислоты, % к массе  

свеклы

Потери сахарозы от  
жизнедеятельности  
микроорганизмов,  
% к массе свеклы

Данные, полученные при использовании титриметрического метода определения концентрации молочной 
кислоты

Свекловичный сок 0,0420 / 0,0382 – –
Диффузионные сока

1 0,0461 / 0,0507 0,0125 0,0250
2 0,0502 / 0,0552 0,0170 0,0340
3 0,0452 / 0,0497 0,0115 0,0230
4 0,0530/ 0,0583 0,0201 0,0402
5 0,0487 / 0,0536 0,0154 0,0308
6 0,0386 / 0,0425 0,0043 0,0086

Данные полученные при использовании спектрофотометрического метода определения концентрации мо-
лочной кислоты

Свекловичный сок 0,0368/0,0335 – –
Диффузионные сока

1 0,0413 / 0,0454 0,0119 0,0238
2 0,0441 / 0,0485 0,0150 0,0300
3 0,0402 / 0,044 0,0105 0,0210
4 0,0478 / 0,0526 0,0191 0,0382
5 0,0432 / 0,0475 0,0140 0,0280
6 0,0379 / 0,0417 0,0038 0,0076

Т а б л и ц а  3. Данные для расчета статистических показателей  
и построения диаграммы Блэнда-Алтмана 

T a b l e  3. Data for calculating statistical indicators and building  
a Bland-Altman diagram

Результаты определения прироста концентрации молочной  
кислоты, % к массе свеклы

Разность Среднее значение
Методом  

титрования
Спектрофотометрическим  

методом

0,0125 0,0119 -0,0006 0,0122
0,0170 0,0150 -0,002 0,016
0,0115 0,0105 -0,001 0,011
0,0201 0,0191 -0,001 0,0196
0,0154 0,0140 -0,0014 0,0147
0,0043 0,0038 -0,0005 0,00405

Заключение. На основании выше изложенного можно сделать вывод, что более простой и быстрый 
спектрофотометрический метод определения концентрации молочной кислоты может использо-
ваться в производственном контроле, в частности для оценки микробиологической зараженности 
диффузионного сока и расчета ориентировочных потерь сахарозы на диффузии.
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