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Разработан эффективный и экономичный спектрофотометрический метод определения молочной
кислоты в индивидуальном состоянии и в продуктах питания, биологических и культуральных жид-
костях. Метод заключается в спектрофотометрическом определении окрашенного продукта реак-
ции лактат-ионов с хлоридом железа(III) при 390 нм. Определены оптимальные условия реакции,
построен градуировочный график в диапазоне от 0.3 до 10 г/л молочной кислоты с коэффициентом
корреляции 0.9999. Метод не требует сложной пробоподготовки.
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Молочную кислоту (CH3CHOHCOOH) широ-
ко применяют в пищевой, косметической, фарма-
цевтической, кожевенной, химической и других от-
раслях промышленности, поэтому разработка эко-
номичных методов определения молочной кислоты
имеет большое значение. Мировое потребление мо-
лочной кислоты составляет несколько десятков
тысяч тонн и ожидается его значительное увели-
чение [1].

Эффективные и недорогие методы определе-
ния молочной кислоты могут найти широкое
применение прежде всего для контроля фермен-
тации бактериальных штаммов молочнокислых
бактерий, которые традиционно используют для
получения молочной кислоты, а также для кон-
троля качества продуктов питания, сельскохозяй-
ственного сырья и др. В настоящее время наибо-
лее точными методами определения молочной
кислоты являются различные варианты ВЭЖХ,
включая ионный [2], ион-парный [3], ионоэкс-
клюзионный [4] и обращенно-фазовый [5]. Ис-
пользование метода ВЭЖХ в рутинной практике
ограничено тем, что для его осуществления тре-
буется сложная пробоподготовка, а также нали-
чие дорогостоящего оборудования и высококва-
лифицированных специалистов.

Для определения молочной кислоты также ис-
пользуют метод, основанный на окислении ее до
ацетальдегида и определении последнего либо
бисульфитным методом [6], либо окрашиванием
п-гидроксидифенилом в присутствии ионов ме-
таллов [7]. Недостатком данной группы методов

является то, что перед определением молочной
кислоты необходимо удаление примесей белков и
углеводов с использованием 12-вольфрамофос-
форной кислоты, CuSO4 и CaO. В качестве окис-
лителей используют KMnO4, H2SO4 или Ce(IV),
работа с которыми требует особых мер предосто-
рожности. Анализ занимает несколько часов, при
этом результаты могут быть недостаточно точны-
ми из-за неполного удаления примесей из иссле-
дуемого образца.

Для определения молочной кислоты исполь-
зуют также ферментативный метод, основанный
на преобразовании молочной кислоты в пируват
под действием фермента лактатдегидрогеназы в
присутствии НАД+, который в свою очередь вос-
станавливается до НАДН. Содержание молочной
кислоты в пробе пропорционально количеству
образовавшегося в ходе ферментативной реакции
НАДН, которое определяют спектрофотометри-
чески при 340 нм [8]. Для осуществления данного
метода необходимо использование дорогостоя-
щих очищенных препаратов L- и D-лактатдегид-
рогеназ с определенной ферментативной актив-
ностью. Кроме того, метод сложен в исполнении
и требует большой аккуратности при проведении
измерений из-за нестабильности НАД+ и НАДН.
Для определения молочной кислоты фермента-
тивным методом имеются коммерческие наборы
реактивов, однако их стоимость чрезвычайно вы-
сока – порядка 400 $ за 100 тестов [9, 10].
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Таким образом, актуальна задача разработки
эффективных и простых в исполнении способов
определения молочной кислоты. Спектрофото-
метрические методы анализа высокоселективны
и чувствительны. Их часто используют в лабора-
ториях из-за простоты и доступности.

Цель настоящей работы – разработка простого,
экономичного и экспрессного спектрофотометри-
ческого метода определения L- и D-изомеров мо-
лочной кислоты, пригодного, в частности в микро-
биологическом производстве для определения мо-
лочной кислоты в культуральной жидкости.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Аппаратура. Спектрофотометр 10S UV-Vis
(Genesys, США) (l = 1 см).

Материалы, реагенты, растворы. Использовали
FeCl3 ⋅ 6H2O ч. (Химмед, Россия), молочную кис-
лоту х. ч. (89% DL, VAG Chemie, Германия), ледя-
ную CH3COOH х. ч. (99.8%, Химмед, Россия),
этанол х. ч. (Реахим, Россия), глицерин ч. (Хим-
мед, Россия), бычий сывороточный альбумин
(98–99% Sigma, США). Растворы готовили рас-
творением соответствующих навесок и аликвот в
деионированной воде.

Построение градуировочного графика. Навеску
1.2 г молочной кислоты с известной концентра-
цией (89%, ρ = 1.2 г/мл) помещали в мерную кол-
бу емк. 10 мл и разбавляли водой. Получали стан-
дартный раствор с концентрацией молочной кис-
лоты 89 г/л. Из этого стандартного раствора

готовили серию растворов молочной кислоты ме-
тодом двукратных разбавлений.

Готовили 0.2%-ный раствор хлорида желе-
за(III). Навеску 0.3 г хлорида железа(III) помеща-
ли в мерную колбу емк. 100 мл, разбавляли водой
до метки и перемешивали до полного растворе-
ния соли. Раствор должен иметь комнатную тем-
пературу 25 ± 5°C. К 2 мл 0.2%-ного раствора хло-
рида железа(III) добавляли 50 мкл раствора молоч-
ной кислоты соответствующей концентрации и
перемешивали. Оптическую плотность полученных
окрашенных растворов измеряли при 390 нм. Рас-
твор контрольного опыта содержал 2 мл 0.2%-ного
раствора хлорида железа(III). Светопоглощение
окрашенных растворов в зависимости от концен-
трации молочной кислоты, взятой для реакции,
использовали для расчета параметров уравнения
прямой, соответствующей прямолинейному участ-
ку градуировочного графика. Обработку результа-
тов и построение градуировочного графика выпол-
няли с использованием статистической програм-
мы Statistica 6.0.

Методика спектрофотометрического определе-
ния молочной кислоты. К 2 мл 0.2%-ного раствора
хлорида железа(III) добавляют 50 мкл исследуе-
мого раствора, содержащего молочную кислоту,
перемешивают и измеряют оптическую плот-
ность при 390 нм относительно раствора кон-
трольного опыта (2 мл 0.2%-ного раствора FeCl3).
Реакцию и измерения проводят при 25 ± 5°C.
Окрашенный раствор сохраняет устойчивость в
течение 15 мин.

Определение молочной кислоты в культуральной
жидкости. Культуральную жидкость отделяют от
клеток центрифугированием. Супернатант раз-
бавляют в 20 раз деионированной водой. Молоч-
ную кислоту в образце определяют по методике
спектрофотометрического определения молоч-
ной кислоты. Концентрацию молочной кислоты
вычисляют по градуировочному графику с учетом
20-кратного разбавления исследуемого образца.

Определение молочной кислоты в составе кисло-
молочного продукта. Сыворотку отделяют от осадка
центрифугированием и разбавляют в 10 раз деиони-
рованной водой. Молочную кислоту в образце
определяют по методике спектрофотометриче-
ского определения молочной кислоты. Концен-
трацию молочной кислоты вычисляют по градуи-
ровочному графику с учетом 10-кратного разбав-
ления исследуемого образца.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Спектр поглощения. Взаимодействие хлорида

железа(III) и молочной кислоты в водном раство-
ре приводит к образованию лактата железа(III),
окрашивающего раствор в желто-зеленый цвет.
Получены спектры поглощения компонентов ре-

Спектры поглощения молочной кислоты (10 г/л) от-
носительно дистиллированной воды (1); хлорида же-
леза(III) (2 г/л) относительно дистиллированной во-
ды (2); лактата железа(III) относительно раствора
хлорида железа(III) (3).

λ, нм

A

3

2

1

350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 71  № 8  2016

СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ МОЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ 789

акционной смеси: раствора хлорида железа(III) и
раствора молочной кислоты, а также продукта их
взаимодействия – лактата железа(III) (рисунок).
Как видно, максимум поглощения лактата желе-
за(III) наблюдается при 390 нм. Светопоглощение
молочной кислоты в заданном диапазоне близко к
нулю, а раствора хлорида железа(III) – существенно
ниже, чем для продукта реакции – лактата желе-
за(III). В результате исследований выбрали анали-
тическую длину волны 390 нм.

Влияние концентрации хлорида железа(III).
Изучали влияние концентрации хлорида желе-
за(III) на светопоглощение продукта реакции при
390 нм. Раствор хлорида железа(III) в интервале
концентраций от 0.05 до 0.3% добавляли к раство-
ру молочной кислоты с фиксированной концен-
трацией 10 г/л. Измерения проводили относи-
тельно растворов хлорида железа(III) с соответ-
ствующими концентрациями. Светопоглощение
раствора увеличивалось с повышением концен-
трации хлорида железа(III), достигая оптималь-
ного значения при концентрации 0.2%. Дальней-
шее увеличение концентрации реагента не увели-
чивает интенсивности окраски образующегося
раствора лактата железа(III).

Влияние времени. Изучали интенсивность
окраски продукта реакции – раствора лактата же-
леза(III) в интервале от 1 до 30 мин при 390 нм.
Для проведения реакции использовали 0.2%-ный
раствор хлорида железа(III) и раствор молочной
кислоты с концентрацией 10 г/л. Окраска лактата
железа(III) стабильна в интервале от 1 до 15 мин,
затем происходит небольшое снижение оптиче-
ской плотности, что может быть связано с частич-
ным разложением продукта реакции.

Влияние примесей на определение молочной
кислоты. Исследовали влияние этанола, белков,
глицерина, уксусной кислоты – побочных про-
дуктов брожения, присутствующих в культураль-
ных жидкостях при микробиологическом произ-
водстве молочной кислоты, а также в продуктах
питания. Исследуемые примесные вещества в
объеме 100 мкл добавляли в реакционную смесь,
содержащую 2 мл 0.2%-ного раствора хлорида же-
леза(III) и 50 мкл 0.5%-ного раствора молочной

кислоты, и измеряли оптическую плотность по-
лученных растворов при 390 нм. Сравнивали ре-
зультаты анализа полученных растворов и раство-
ра, содержащего 2 мл 0.2%-ного раствора хлорида
железа(III), 50 мкл 0.5%-ного раствора молочной
кислоты и 100 мкл воды. Результаты представле-
ны в табл. 1. Видно, что влияние исследуемых ве-
ществ незначительно и не превышает 2%. Таким
образом, разработанный метод позволяет опреде-
лять молочную кислоту в составе сложных смесей
и не требует очистки целевого продукта на стадии
пробоподготовки.

Градуировочный график. Оптическая плот-
ность раствора лактата железа(III) (А) пропорци-
ональна концентрации молочной кислоты (с) в
интервале от 0.5 до 11 г/л. Уравнение градуиро-
вочного графика имеет вид: А = 0.1414с – 0.0222,
коэффициент корреляции равен 0.9999, уровень
достоверности 0.000001, величина достоверности
аппроксимации 0.9998.

Аналитическое применение. Разработанный ме-
тод применен для определения молочной кисло-
ты в водном растворе, в составе культуральной
жидкости при микробиологическом производ-
стве, а также в составе кисломолочного продукта,
полученного заквашиванием молока молочно-
кислыми бактериями.

Для оценки точности разработанного метода
сравнили результаты исследований, полученных
предложенным спектрофотометрическим мето-
дом и с использованием ВЭЖХ (табл. 2). Стати-
стическая обработка данных (n = 3) показала, что
результаты спектрофотометрического метода по-
падают в доверительный интервал результатов
измерений методом ВЭЖХ. Различие результатов
не превышает 3%. Предложенный метод дает до-
статочно точные результаты определения количе-
ства молочной кислоты как в индивидуальном
состоянии, так и в составе сложных смесей типа
культуральной жидкости или продуктов питания.

Таким образом, представленный спектрофо-
тометрический метод прост, чувствителен, эко-
номичен и занимает немного времени, не требует
сложной пробоподготовки, дает достаточно точ-
ные результаты. Кроме того, предложенный ме-

Таблица 1. Влияние примесей на определение молочной кислоты (5 г/л)

Примесь Концентрация 
примеси, г/л

Измеренная 
концентрация 
D/L-молочной 

кислоты, г/л

Погрешность, % 
(n = 3)

Уксусная кислота 100 4.94 1.3
Этанол 96 4.90 2.0
Глицерин 100 4.99 0.2
Бычий сывороточный альбумин 100 5.07 1.4
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тод позволяет тестировать как L-, так и D-изоме-
ры молочной кислоты.

Метод можно использовать в рутинной прак-
тике генетических и микробиологических лабо-
раторий при создании или тестировании штам-
мов-продуцентов молочной кислоты, отработке
методов культивирования и т.д. Также предло-
женный метод необходим для контроля произ-
водства молочной кислоты на заводах, занимаю-
щихся микробиологическим производством мо-
лочной кислоты.

Следует отметить, что хотя оптимальной для
измерения оптической плотности лактата желе-
за(III) является длина волны 390 нм, существует
возможность использования данного метода при
400–405 нм (рисунок), что немного снижает его
чувствительность, но позволяет избежать исполь-
зования дорогостоящего спектрофотометриче-
ского оборудования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
государства в лице Минобрнауки России (Уникаль-
ный идентификатор проекта RFMEFI57914X0013)
с использованием УНУ – Национальный биоресурс-
ный центр “Всероссийская коллекция промышлен-

ных микроорганизмов” (Уникальный идентифика-
тор проекта – RFMEFI59214X0002).
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Таблица 2. Сравнение результатов (г/л) определения молочной кислоты, полученных спектрофотометрическим
методом и с помощью ВЭЖХ

Образец Спектрофотометрический 
метод ВЭЖХ Погрешность, % 

(n = 3)

Водный раствор молочной кислоты 89.8 ± 1.6 88.9 ± 1.6 1.0
Культуральная жидкость 91.8 ± 1.9 93.6 ± 1.7 1.9
Кисломолочный продукт 10.8 ± 0.2 11.1 ± 0.2 2.7
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