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РЕФЕРАТ 

 Кваліфікаційна робота присвячена дослідженню біосинтезу кілер-токсинів 

дріжджів Torulaspora delbrueckii та розробці технологічної і апаратурної схем 

виробництва дріжджів T. delbrueckii, що продукують кілер-токсини. У роботі 

детально описані морфологічні, культуральні та фізіолого-біохімічні характеристики 

досліджуваних дріжджів, а також визначені оптимальні умови для максимального 

синтезу кілер-токсинів, такі як температура, рН середовища, джерела вуглецю та 

азоту. 

 Розглядаються механізми дії кілер-токсинів, їх біосинтез та можливості 

застосування у харчовій промисловості для контролю дріжджових популяцій. 

Особлива увага приділена використанню цих дріжджів у виноробстві для 

забезпечення стабільності та якості винної продукції. 

 Кваліфікаційна робота викладена на 114 сторінках, містить 13 таблиць, 12 

рисунків, складається з переліку умовних позначень, вступу, дев’ять розділів, списку 

використаної літератури, додатків, апаратурної та технологічної схем. 

Ключові слова: дріжджі Torulaspora delbrueckii, кілер-токсини, біосинтез, 

протимікробні засоби, виноробство. 
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ABSTRACT 

The qualification work is dedicated to the study of the biosynthesis of killer toxins by 

the yeast Torulaspora delbrueckii and the development of technological and apparatus 

schemes for the production of T. delbrueckii yeast that produce killer toxins. The work 

provides a detailed description of the morphological, cultural, and physiological-

biochemical characteristics of the studied yeasts, as well as the determination of optimal 

conditions for the maximum synthesis of killer toxins, such as temperature, pH of the 

medium, carbon, and nitrogen sources. 

The mechanisms of action of killer toxins, their biosynthesis, and the possibilities of 

their application in the food industry for controlling yeast populations are considered. 

Particular attention is paid to the use of these yeasts in winemaking to ensure the stability 

and quality of wine products. 

The qualification work is presented on 114 pages, contains 13 tables, 12 figures, and 

consists of a list of abbreviations, an introduction, nine chapters, a list of references, 

appendices, as well as apparatus and technological schemes. 

Keywords: Torulaspora delbrueckii yeast, killer toxins, biosynthesis, antimicrobial 

agents, winemaking.  
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ВСТУП 

 Дріжджові кіллер-токсини – це білкові токсини, які зазвичай глікозильовані 

та зв’язуються зі специфічними рецепторами на поверхні мікроорганізмів-

мішеней. Ці токсини виробляються певними штамами дріжджів і знищують інші 

мікроорганізми, які не можуть їх продукувати. Штами дріжджів можуть виробляти 

один або кілька типів токсинів, що діють різними механізмами, включаючи 

пригнічення синтезу ДНК або ергостеролу та зміну проникності клітинної 

мембрани [1]. 

Такі токсини мають значний потенціал як природні протимікробні засоби у 

харчових продуктах та для біологічного контролю рослинних патогенів. 

Наприклад, вони допомагають зберігати якість вина, запобігаючи його псуванню, 

що особливо важливо під час тривалого зберігання. Виноробство, як важлива 

складова сільськогосподарського сектору, значно впливає на економіку та 

культуру. Український ринок вина демонструє стійкий ріст, стимулюючи 

впровадження нових технологій, зокрема кіллер-токсинів, як перспективної 

альтернативи хімічним засобам. 

Дріжджові кіллер-токсини складаються з двох компонентів: α-пептиду, що 

забезпечує специфічну активність токсину, та β-пептиду, який допомагає 

транспортувати α-пептид до клітин, що мають бути вбиті. Гени, що кодують ці 

токсини, можуть бути локалізовані в ядрі або на цитоплазматичних дволанцюгових 

молекулах ДНК або РНК вірусного походження [2].  

Токсини-кіллери можна використовувати для боротьби з дріжджами-

паразитами в харчовій промисловості, такими як Pichia, Brettanomyces та Candida. 

Вони можуть бути використані як альтернатива традиційним методам 

     

НУХТ БТЕК 04.02.36 КР ПЗ      

Зм Арк. № документа Підпис Дата 
Розробник Гафійчук А.Р.   

Вступ 

Літера Аркуш Аркушів 
Керівник Красінько В.О.      8 2 
Н. контр    

Кафедра БТМ Консульт    

Зав. каф. Стабніков В.П.   
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консервування, таким як використання хімічних консервантів, а також для боротьби 

зі шкідливими дріжджами у виноробстві та пивоварінні. 

Крім того, дріжджові кіллер-токсини мають потенціал для боротьби з 

грибковими інфекціями у людей, такими як кандидоз та молочниця, але їх 

використання у медицині залишається експериментальним і потребує додаткових 

досліджень. У сільському господарстві ці токсини можуть використовуватися для 

захисту рослин від хвороб, таких як пліснява, фузаріоз і борошниста роса, оскільки 

вони не є токсичними для людей та тварин і не мають негативного впливу на 

навколишнє середовище [3]. 

У лабораторіях дріжджові кіллер-токсини можна використовувати як 

інструмент для вивчення механізмів клітинного вбивства та дослідження мутацій 

дріжджів, які забезпечують стійкість до цих токсинів. 

Виноробство є важливою складовою галуззю сільськогосподарського сектору, 

що впливає на економіку та культуру країн світу. У сучасних умовах виноробство 

стало об'єктом підвищеного інтересу. За останні роки український ринок вина 

демонструє стійкий ріст. Стрімкий розвиток виноробства стимулює впровадження 

нових технологій та інновацій, які включають використання сучасних методів 

вирощування винограду та нових методів збереження продукції. Однією з таких 

перспективних технологій є використання кіллер-токсинів замість традиційних 

хімічних засобів, що використовуються для пригнічення небажаної мікробіоти [1]. 

 Отже, дріжджові кіллер-токсини є важливим інструментом у біологічних 

дослідженнях, медицині, сільському господарстві та харчовій промисловості. Їх 

використання може мати переваги порівняно з традиційними методами, проте слід 

забезпечити правильне дозування та застосування, а також проводити додаткові 

дослідження для забезпечення безпеки та ефективності. Використання кіллер-

токсинів у виноробстві не тільки сприяє захисту вина від небажаних мікроорганізмів, 

але й впливає на його загальну якість, стабільність та збереження властивостей 

протягом тривалого періоду зберігання [4].  
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РОЗДІЛ 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ БІОСИНТЕЗУ 

 

Усі відомі токсини-кілери, що виробляються дріжджами-кілерами, є білками, 

які вбивають чутливі клітини через двоступеневий спосіб дії [6]. Це вище було 

виявлено серед багатьох різних  родів дріжджів. Потенційна здатність певних 

дріжджів-кілерів вбивати інші чутливі дріжджі вперше спостерігали у штамів 

Saccharomyces cerevisiae [5]. Дріжджі-вбивці виділяють позаклітинний білковий 

токсин, який є смертельним для чутливих дріжджів і вбиває останніх [7]. Дріжджі, 

що виробляють токсин-убивцю, мають імунітет до власного токсину, але можуть 

вбивати інші чутливі дріжджі, використовуючи різноманітні механізми, 

наприклад, націлюючись на кілька клітинних компонентів, а саме: клітинна стінка, 

плазматична мембрана, тРНК, ДНК тощо [5]. 

Відкриття токсинів-убивць дріжджів датується 1963 роком, коли Беван і 

Маковер описав секрецію молекул певним ізолятом пивних дріжджів 

Saccharomyces cerevisiae, що пригнічує ріст інших штамів дріжджів. Пізніше 

секретована молекула була ідентифікована як білок який був названий фактором-

кілером або токсином-кілером, а штам що продукує їх — дріжджами-кілерами. До 

сьогодні токсинів-кілерів було виявлено понад 100 аскоміцетних і понад 50 

базидіоміцетних видах дріжджів. Деякі з цих токсинів були широко вивчені. 

зосереджуючись на структурі та механізмах знищення клітин або на дослідженні 

їх прикладних аспектів [7]. 

Дріжджі роду Torulaspora delbrueckii виділяють білкові токсини-вбивці, 

смертельні для чутливих штамів дріжджів. Кілер токсин який продукує даний 

мікроорганізм не є чутливим до власного токсину [3]. 

     

НУХТ БТЕК 04.02.36 КР ПЗ      

Зм Арк. № документа Підпис Дата 
Розробник Гафійчук А.Р.   

РОЗДІЛ 1. ХАРАКТЕРИСТИКА 
ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ БІОСИНТЕЗУ 

Літера Аркуш Аркушів 
Керівник Красінько В.О.      10 4 
Н. контр    

Кафедра БТМ Консульт    

Зав. каф. Стабніков В.П.   



11 
 

Кожні дріжджі-кілери мають імунітет до свого власного токсину або до токсинів, що 

виробляються штамами того самого типу-кілера [10].  

Штам Torulaspora delbrueckii NPCC 1033 (виробник токсину-кілера) демонструє 

значний інгібуючий ефект на ріст різних досліджуваних дріжджів. У даного токсин 

молекулярна маса становить близько 30 кДа, Кілерна активність зазвичай є 

стабільною між pH 4,2 та 4,8 і інактивувалася при температурах які становлять вище 

40 °C.   

Токсин має глюканазну і хітиназну активність, також він стабільний в умовах 

виноробства. Передбачуваний спосіб дії кілер-токсину включає в себе зв’язування з 

β1-6 глюканом і хітином. Під час початкової взаємодії токсину з чутливими 

клітинами з потенційною деградацією цих полісахаридів (через їхню β-глюканазну та 

хітиназну активність), відбувається руйнування клітинної стінки (хітин зниження 

оцінки під мікроскопом) і, нарешті, загибель клітин шляхом некрозу в початковий час 

і апоптозу через 24 години [3].  

Токсини-кіллери можна використати для боротьби з дріжджами-паразитами в 

харчовій промисловості. Тому вони мають потенціал як природні протимікробні 

засоби в харчових продуктах та для біологічного контролю рослинних патогенів. Але 

найбільшу увагу приділяють саме у виноробній промисловості оскільки 

використовуються для контролю над дріжджовими популяціями під час бродіння, а 

також , запобігають росту шкідливих мікроорганізмів, які викликають винні хвороби 

та сприяють псуванню вина. Крім того, кіллер токсини допомагають контролювати 

ферментаційний процес, регулюючи рівень дріжджового росту та перешкоджаючи 

появі небажаних ароматів та смаків у вині. Це особливо важливо в умовах, коли 

зберігання вина триває тривалий період, оскільки кіллер токсини допомагають 

зберігати його якість протягом тривалого часу [2]. 

Виноробство є важливою складовою галуззю сільськогосподарського сектору, 

впливаючи на економіку та культуру країн світу. У сучасних умовах, виноробство 

стало об'єктом підвищеного інтересу. За останні роки, український ринок вина 

демонструє стійкий ріст. У свою чергу, стрімкий розвиток виноробства стимулює 
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впровадження нових технологій та інновацій, які включають: використання сучасних 

методів вирощування винограду, нові методи збереження продукції. Однієї з таких 

перспективних технологій є використання кіллер-токсинів взамін традиційним 

хімічним засоба, приклад продукту зоображено на рис.1.1, які використовуюся для  

пригнічення небажаної мікробіоти. 

Рис.1.1 Дріжджі-вбивці, для використання для контрольованого бродінні, для вторинного 

бродіння а також для виробництва вин з високою масою сусла, без залишків цукру. 

 

Лікарських засобів, повністю заснованих на кілер-токсинах, поки що не існує, 

але досліджуються можливості їх практичного застосування у виноробстві [7], 

сільському господарстві, ветеринарії та харчовій промисловості. Але, переглядаючи 

препарати у світовому ринку, можна знайти препарати на основі дріжджів, в яких є 

наявний токсин-кілер. Серед ось цих препаратів був Saccharomyces cerevisiae від 

виробника Lalvin та Bioferm-Killer (Pис.1.2). 

 

Рис. 1.2. Дріжджі з кілер-токсином: А) Lalvin: Б) Bioferm Killer{6, 71-1 
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Зазвичай товарна форма даних препаратів у вигляді гранул так у вигляді 

порошку коричневого кольору. Як правило виробник пакує дані дріжджі , масою від 

2 г. до 10 г. також можливе пакування у 100 г або більше але на вимогу замовника. 

Висушенні винні дріжджі мають рН від 5.5 до 7.2 , та вологість меншу 5%. Термін 

придатності препаратів складає 12 місяців [8,9]. 
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РОЗДІЛ 2. ОБГРУНТУВАННЯ ВИБОРУ БІОЛОГІЧНОГО АГЕНТА 

На даний час здатність до продукування кілер-токсинів виявлена у багатьох 

видів дріжджів. Найбільш відомі види дріжджів, що виробляють кілер-токсин є – 

Candida albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Pichia 

membranifaciens, Pichia acaciae та Kluyveromyces lactis [11]. Усі відомі токсини-

кілери, що продукуються дріжджами-кілерами, є білками, які вбивають чутливі до 

них клітини. У свою чергу антибіотики - це біологічно активні речовини, які 

виробляються будь-яким мікроорганізмом і мають активність проти грибків, 

бактерій, вірусів і ракових клітин. На сьогоднішній день для дріжджів-вбивць та їх 

токсинів знайшли кілька застосувань. Наприклад, дріжджі-вбивці 

використовуються для боротьби з дикими дріжджами, що забруднюють їжу, і для 

боротьби з патогенними грибами у рослин. У галузі медицини ці дріжджі 

використовувалися для розробки нових антимікотичних засобів для лікування 

грибкових інфекцій людей та тварин. Крім того, дані дріжджі використовувалися 

для контролю забруднюючих дріжджів дикого типу у виноробстві, пивоварінні та 

інших галузях бродіння [7]. 

2.1 Коротка інформація про штами дріжджів 

Штам Torulaspora delbrueckii (рис.2.1) використовують для продукування 

кілерних-токсинів також широко рекомендований для поліпшення деяких 

специфічних характеристик вин [12]. Дріжджі T. delbrueckii є прототрофними 

штамами, виділеними зі спонтанного бродіння винограду. Промислове 

використання цих дріжджів знаходиться під патентною заявкою (характеристика 

продуцента наведена в таблиці 2.1) [13]. 
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Рис.2.1. Torulaspora delbrueckii при мікроскопіюванні. 

Нещодавно було показано, що Kluyveromyces phaffii DBV PG 6076, колишня 

назва Tetrapisispora phaffii, (Рис.2.2.) виробляє токсин-убивцю (KpKt), який діє на 

дріжджі, що псують вино. Токсин має широку активність проти Hansenispora / 

Kloeckera в умовах виноробства , отже, представляє особливий інтерес для його 

потенційного застосування як антимікробного агента у виноробній промисловості. 

Вчені виявили що даний токсин, має токсичну дію на людину та тварин тому його не 

варто використовувати як лікарський засіб, як наприклад токсин Torulaspora 

delbrueckii [14]. 

Рис.2.2. Kluyveromyces phaffii при мікроскопіюванні. 

Паномікоцин, токсин-убивця Pichia anomala NCYC 434 (K5) (Рис.2.3.),  

представлений  мономерним глікопротеїном 49 кДа з екзо-β-1,3-глюканазною 

активністю [16]. Завдяки  декількох дослідженнях токсину Pichia anomala 

повідомили, що штам (NCYC 434 (K5) має широкий спектр міжродового знищення, і 
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тому його білок-вбивця вважається потенційним продуцентом протигрибкових 

лікарських засобів [15].  

Рис. 2.3. Pichia anomala NCYC 434 (K5) при мікроскопіюванні. 
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Продуцент 

Склад поживного 

середовища, г/л 

Концен

трація  

продук

ту,  

мг/л 

Молекулярн

а маса 

Умови 

культиву

вання 

Джерело 

Torulaspora 

delbrueckii  

Компонент Концентрація, г/л 

27 

 
45кДа 

pH 4,4  

при 30 C° 

72 год 

[13] Abu-Mejdad, N.M.J.A., Al-Badran, A.I. & 

Al-Saadoon, A.H. Purification and 

characterization of two killer toxins originated 

from Torulaspora delbrueckii (Lindner) 

and Wickerhamomyces anomalus (E.C.Hansen) 

Kurtzman, Robnett, and Basehoar-Powers. Bull 

Natl Res Cent (2020). 44, 48 

https://doi.org/10.1186/s42269-020-00308-w 

 

дріжджовий екстракт: 

солодовий екстракт: 

пептон:  

глюкоза:  

 

  

 

3 г, 

3 г, 

5 г, 

10 г. 

 

 

Kluyveromyces 

phaffii DBV PG 

6076  

Дріжджовий 

екстракт Bacto: 

Пептон: 

Глюкоза:  

 

10 г; 

10г; 

50г. 

 

14,3 33 кДа  

рН 4,5 

при 6°C 

40 год 

 

[14] Francesca Comitini, Natalia Di Pietro, 

Laura Zacchi, Ilaria Mannazzu, Maurizio Ciani. 

Kluyveromyces phaffii killer toxin active 

against wine spoilage yeasts: purification and 

characterization. Microbiology. 2004, 

8(150):2535-2541.  

https://doi.org/10.1099/mic.0.27145-0  

  

 

Pichia anomala 

Клітини NCYC 

434 

Дріжджового екстракту : 

Пептон :  

Декстроза :  

 

 

1% 

2% 

2% 

 

 

6,4 49 кДа 

pH 5,5 

при 

20°С 

48 год 

[15] Izgu F, Altinbay D. Isolation and 

characterization of the K5-type yeast killer 

protein and its homology with an exo-beta-1,3-

glucanase. Biosci Biotechnol Biochem. 2004, 

68(3):685-93. doi: 10.1271/bbb.68.685 

Порівняльна характеристика продуцентів які виділяють токсин-кілер 

Особливості одержання кілер-токсину 

Таблиця 2.1 
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2.2 Вартість поживних середовищ для культивування продуцентів 

кілер-токсинів 

Таблиця 2.2 

 

Продуцент 

Компонент 

поживного 

середовища 

Концентрація 

у ПС, г/л 

Ціна 

компонента, 

грн/кг 

Вартість 

компонента 

(грн) на 1 л 

середовища 

Джерело 

інформації * 

1 2 3 4 5 6 

Torulaspora 

delbrueckii 

Дріжджовий 

екстракт: 

3 г 1100 3,3 1 

Солодовий 

екстракт: 

3 г 96 0,29 2 

Пептон:  5 г 224 1,12 3 

Глюкоза:  10 г 10 0,1 4 

Вартість 1 л середовища – 4,81 грн 

Kluyveromyces 

phaffii DBV 

PG 6076 

Дріжджовий 

екстракт: 

10 г 

 

1100 11 1 

Пептон: 10г 224 2,24 3 

Глюкоза: 50г 10 0,5 4 

Вартість 1 л середовища – 13,74 грн 

Pichia 

anomala 

Клітини 

NCYC 434 

Дріжджовий 

екстракт : 

10 1100 11 1 

Пептон :  20 224 4,48 3 

Декстроза : 20 55 1,1 5 

Вартість 1 л середовища –  16,58 грн 

Примітка. * – Ціни наведено станом на травень 2023 р. 

1) https://kreon-d.com.ua/ua/p1086437845-ekstrakt-drozhzhej.html  

2) https://prom.ua/ua/p1651632471-solodovyj-

ekstrakt.html?utm_source=google_pmax&utm_medium=cpc&utm_content=pmax&utm_camp

aign=Pmax_cpa_war_produkty_pitaniya&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLaW5Tb9D

S6XDhWXnuhPuqEfFMJV8kMYco6fB1k-nMDPhZP6dwqirdBoCPl8QAvD_BwE 

3) https://shop.hlr.ua/pepton-fermentativnyy-pan-gis-12817.html 

4) https://flagma.ua/pishchevaya-glyukoza-o12672296.html 

5) https://gurman-vn.biz/p976560191-agar-agar-

1200.html?source=merchant_center&utm_source=google&utm_medium=cpc&utm_campaign

=19847412414&utm_content=&utm_term=&utm_position=&utm_device=c&utm_placement=

&utm_target=&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLQ04I6tPXL10CJyVo3iow5P05s8tGT

jIyroi5v2hgd-NRX1uJvGB5xoCV2wQAvD_BwE 

 

 

 

 

https://kreon-d.com.ua/ua/p1086437845-ekstrakt-drozhzhej.html
https://prom.ua/ua/p1651632471-solodovyj-ekstrakt.html?utm_source=google_pmax&utm_medium=cpc&utm_content=pmax&utm_campaign=Pmax_cpa_war_produkty_pitaniya&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLaW5Tb9DS6XDhWXnuhPuqEfFMJV8kMYco6fB1k-nMDPhZP6dwqirdBoCPl8QAvD_BwE
https://prom.ua/ua/p1651632471-solodovyj-ekstrakt.html?utm_source=google_pmax&utm_medium=cpc&utm_content=pmax&utm_campaign=Pmax_cpa_war_produkty_pitaniya&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLaW5Tb9DS6XDhWXnuhPuqEfFMJV8kMYco6fB1k-nMDPhZP6dwqirdBoCPl8QAvD_BwE
https://prom.ua/ua/p1651632471-solodovyj-ekstrakt.html?utm_source=google_pmax&utm_medium=cpc&utm_content=pmax&utm_campaign=Pmax_cpa_war_produkty_pitaniya&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLaW5Tb9DS6XDhWXnuhPuqEfFMJV8kMYco6fB1k-nMDPhZP6dwqirdBoCPl8QAvD_BwE
https://prom.ua/ua/p1651632471-solodovyj-ekstrakt.html?utm_source=google_pmax&utm_medium=cpc&utm_content=pmax&utm_campaign=Pmax_cpa_war_produkty_pitaniya&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLaW5Tb9DS6XDhWXnuhPuqEfFMJV8kMYco6fB1k-nMDPhZP6dwqirdBoCPl8QAvD_BwE
https://shop.hlr.ua/pepton-fermentativnyy-pan-gis-12817.html
https://flagma.ua/pishchevaya-glyukoza-o12672296.html
https://gurman-vn.biz/p976560191-agar-agar-1200.html?source=merchant_center&utm_source=google&utm_medium=cpc&utm_campaign=19847412414&utm_content=&utm_term=&utm_position=&utm_device=c&utm_placement=&utm_target=&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLQ04I6tPXL10CJyVo3iow5P05s8tGTjIyroi5v2hgd-NRX1uJvGB5xoCV2wQAvD_BwE
https://gurman-vn.biz/p976560191-agar-agar-1200.html?source=merchant_center&utm_source=google&utm_medium=cpc&utm_campaign=19847412414&utm_content=&utm_term=&utm_position=&utm_device=c&utm_placement=&utm_target=&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLQ04I6tPXL10CJyVo3iow5P05s8tGTjIyroi5v2hgd-NRX1uJvGB5xoCV2wQAvD_BwE
https://gurman-vn.biz/p976560191-agar-agar-1200.html?source=merchant_center&utm_source=google&utm_medium=cpc&utm_campaign=19847412414&utm_content=&utm_term=&utm_position=&utm_device=c&utm_placement=&utm_target=&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLQ04I6tPXL10CJyVo3iow5P05s8tGTjIyroi5v2hgd-NRX1uJvGB5xoCV2wQAvD_BwE
https://gurman-vn.biz/p976560191-agar-agar-1200.html?source=merchant_center&utm_source=google&utm_medium=cpc&utm_campaign=19847412414&utm_content=&utm_term=&utm_position=&utm_device=c&utm_placement=&utm_target=&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLQ04I6tPXL10CJyVo3iow5P05s8tGTjIyroi5v2hgd-NRX1uJvGB5xoCV2wQAvD_BwE
https://gurman-vn.biz/p976560191-agar-agar-1200.html?source=merchant_center&utm_source=google&utm_medium=cpc&utm_campaign=19847412414&utm_content=&utm_term=&utm_position=&utm_device=c&utm_placement=&utm_target=&gclid=CjwKCAjwvJyjBhApEiwAWz2nLQ04I6tPXL10CJyVo3iow5P05s8tGTjIyroi5v2hgd-NRX1uJvGB5xoCV2wQAvD_BwE
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Умовна вартість 1 г кілер-токсину  

Продуцент Концентра-

ція, г/л 

Тривалість 

Культиву-

вання, год 

Кількість 

утворених 

кілер –

токсину за 

годину, г/год 

Вартість 1 л 

середовища, 

грн/л 

Умовна 

вартість 1 г 

цільового 

продукту, 

грн/г 

1 2 3 4 5 6 

Torulaspora 

delbrueckii 

27 72 0.38 4,81 0,18 

Kluyveromyces phaffii 

DBV PG 6076 

14,3 40 0,36 13,74 0,96 

Pichia anomala 

Клітини NCYC 434 

6,4 48 0,13 16,58 2,59 

 

Таким чином, на основі   аналізу даних, наведених у табл. 2.2 і 2.3, можна з 

впевненістю сказати, що Torulaspora delbrueckii є найкращим серед наведених 

штамів тому, та має найнижчу вартість токсину та одні з найкращих показників 

синтезу, що дозволяє обрати даний мікроорганізм для подальших досліджень в 

курсовій роботі. 

2.3. Морфолого-культуральні та фізіолого-біохімічні ознаки Torulaspora 

delbrueckii 

Клітини Torulaspora delbrueckii здебільшого мають кулясту форму (інша 

назва - торула), хоча іноді можуть бути еліпсоїдними або яйцеподібними (Рис. 2.4).  

Рис. 2.4. Torulaspora delbrueckii при мікроскопіюванні [20]. 

Їх розміри становлять 2-6 × 3-7 мкм. Torulaspora рідко утворює псевдогіфи і 

ніколи не утворює справжніх гіф. Раніше вважалося, що Torulaspora delbrueckii є 

Таблиця 2.3 
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гаплоїдними дріжджами через їх невеликий розмір клітин і відсутність або рідкісну 

наявність тетрад у середовищі спороношення. Проте, нещодавні дослідження 

припускають, що T. delbrueckii може бути переважно диплоїдними та 

гомоталічними дріжджами. Невеликий розмір клітин Torulaspora можна пояснити 

тим, що вони мають лише 16 хромосом на диплоїдній стадії, на відміну від 32 

хромосом, що є у диплоїдних дріжджів Saccharomyces cerevisiae [17]. 

Torulaspora delbrueckii вирощують при 24°C у середовищі на основі YPD 

(дріжджовий екстракт пептон-декстроза), яке містить 1% дріжджового екстракту 

(г/л), 1% Bacto peptone (тваринний ферментативний перевар білків великої рогатої 

худоби та свиней) (г/л) і 6% глюкози (г/л), з додаванням або без додавання 2% агару 

(г/л). 

Здатність до споруляції перевіряли за допомогою мікроскопії через 3 дні при 

24°C на ацетатному середовищі (1% ацетат калію, 2% агар). T. delbrueckii зазвичай 

утворюють аски з однією унікальною аскоспорою, тоді як аски з двома-чотирма 

спорами зустрічаються рідше [18]. 

2.4. Таксономічний статус біологічного агента. 

За сучасна філогенетичною класифікацією  Torulaspora delbrueckii належить 

до: 

Домен – Eukaryota; 

Відділ – Saccharomycotina;  

Клас – Saccharomycetes; 

Порядок – Saccharomycetales;  

Родина – Saccharomycetaceae; 

Рід – Torulaspora; 

Вид – delbrueckii [19]. 
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РОЗДІЛ 3. ТЕХНІКО-ЕКОНОМІЧНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ 

3.1 Потреба в цільовому продукті – кіллер-токсин 

Кіллер-токсини - це білкові речовини, які клітина дріжджів виділяють для 

того, щоб завдавати шкоди конкуруючим дріжджам. Штами дріжджів, які 

виробляють кіллер-токсини, можуть виробляти один або декілька типів токсинів, 

спектр дії яких спрямований на знищення патогенних мікроорганізмів. Таким 

чином, вони мають потенціал як природні протимікробні засоби в харчових 

продуктах і для біологічного контролю рослинних патогенів, а також як 

терапевтичні засоби проти інфекцій тварин і людини. Але особливу увагу 

приділяють саме у виноробній промисловості. Оскільки використовуються у 

виноробстві для контролю над дріжджовими популяціями під час процесу 

бродіння [21]. 

Актуальність використання кілер-токсинів у виноробстві полягає в: 

забезпечення якості вина, контролю солодкості та аромату, запобіганні винним 

хворобам, збільшенні стабільності виробництва, ефективності та економії часу та 

ресурсів. Кілер-токсини допомагають контролювати дріжджові популяції та 

мікроорганізми під час бродіння, запобігаючи росту шкідливих мікроорганізмів, 

які можуть викликати винні хвороби та спричинити псування вина. Вони 

допомагають забезпечити стабільний виробничий процес виноробства, 

зменшуючи ризик непередбачених інцидентів та втрати продукції [22]. 

Виноробство є важливою складовою галуззю сільськогосподарського 

сектору, впливаючи на економіку та культуру країн світу. У сучасних умовах, 

виноробство стає об'єктом підвищеного інтересу.  

     

НУХТ БТЕК 04.02.36 КР ПЗ      

Зм Арк. № документа Підпис Дата 
Розробник Гафійчук А.Р.   
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За останні роки, світовий ринок вина демонструє стійкий ріст. Згідно з прогнозами 

на 2023 рік, його обсяг оцінюється в 333 мільярди доларів США, а річний темп 

зростання складає 5,2%. 

У 2022 році ринок вина сягнув 302 мільярди, проте передбачається, що до 

2028 року ця цифра зросте до 423,59 мільярдів доларів США. У свою чергу, 

динамічний розвиток виноробної галузі стимулює впровадження нових технологій 

та інновацій, що включають в себе використання сучасних методів вирощування 

винограду, нові технології виробництва та методи збереження продукції. Однієї з 

таких перспективних технологій є використання кілер-токсинів замість 

традиційних хімічних засобів які використовують для  пригнічення небажаної 

мікробіоти. 

Отже, використання кілер-токсинів у виноробстві залишається актуальним 

завдяки їхньому потенціалу покращити якість вина, забезпечити захист від 

захворювань та відповідати сучасним екологічним стандартам. За таких умов, 

виноробна промисловість стає однією з ключових складових 

сільськогосподарського сектору, впливаючи на глобальну економіку [23]. 

3.2 Розрахунок теоретично можливого рівня біомаси. 

Оскільки у наявній науково-технічній літературі відсутні дані стосовно 

накопичення біомаси дріжджів – продуцентів кілер-токсинів, для подальших 

розрахунків потужності виробництва нам необхідно розрахувати біомасу дріжджів. 

У поживному середовищі джерелами азоту виступає пептон та дріжджовий 

екстракт. Вміст азоту в біомасі становить 10-14 % від сухої маси речовин. Щоб 

визначити рівень біомаси, якого можна досягти під час вирощування грибів на 

середовищі з 5 г/л сечовини та 3 г/л дріжджового екстракту, треба спочатку 

розрахувати, яку кількість амінного азоту містять ці речовини.  

Кількість амінного азоту в пептоні може варіюватися залежно від джерела і 

методів його виробництва. Зазвичай пептони містять близько 13% амінного азоту. 
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Таким чином, вміст амінного азоту у 5 г пептону дорівнює (5 • 13) / 100 = 0,65 

г Нітрогену.  

Дріжджовий екстракт також є джерелом азоту. Таким органічним Нітрогеном 

є амінний Нітроген і частково білковий. Концентрація доступного для дріжджів 

органічного Нітрогену (за елементом N) у дріжджовому екстракті становить 8 % 

від загального вмісту сухої речовино в екстракті. У свою чергу дріжджові екстракти 

містять близько 40% сухої речовини, яка включає білки та інші органічні сполуки 

[8]. 

Для початку розрахуємо кількість сухої речовини у дріжджовому екстракті, 

що становить ( 3  • 40) / 100 = 1,2 г. Тоді кількість органічного Нітрогену становить 

( 1,2 • 8 ) / 100 = 0,1 г. 

Загальний вміст Нітрогену становить 0,65 + 0,1 = 0,75 г. Розрахуємо, яку 

кількість біомаси можливо отримати, якщо вміст азоту – 10 %, тоді ( 0,75 / 0,1 ) = 

7,5 г/л. 

Отже, з 0,75 г азоту можна одержати 7,5 г/л біомаси, що і приймаємо для 

подальших розрахунків. 

3.3. Розрахунок потужності виробництва. 

Споживачі все більше цінують екологічно вироблені продукти, включаючи 

вино. Глобальне надлишок вина призводить до зосередження уваги на зниженні 

витрат для досягнення конкурентних переваг екологічно сертифікованих вин. 

Використання кілер-токсинів для контролю за хворобами може допомогти 

виробникам вина впроваджувати економічно вигідні та екологічно чисті методи 

виробництва, й задовільнити потреби споживачів. 

На сьогоднішній день в Україні достатньо мало виробників, які виробляють 

екологічно чисте вино, одне з яких це ТОВ «Серцевина», що була обрана нами. На 

своїй виноробні «ASKANO VALLEY» у якій виробляється лімітована серія 

преміальних витриманих крафтових вин. Виноробня має власні виноградники, що 

розташовані в екологічно чистій зоні. Проводиться ручний збір, сортування та 
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унікальна технологія первинного виноробства з витримкою у бочці з французького 

дубу не менше шести місяців.  

Ми вирішили постачати винні дріжджі іншим виробникам вина які тісно 

співпрацюють з обраним підприємством, це має стратегічне значення в контексті 

збільшення обсягів виробництва винних дріжджів та розвитку цієї галузі. А також 

для організації на їх базі виробництва і постачання винних дріжджів, здатних 

продукувати кілер-токсин. Підприємства виробляють до 180 000 пляшок по 0,75 л 

на рік, що становить 135 000 л вина на рік. Згідно літературних джерел з одного 

літра сусла виходить 0,75 л готового вина. Розрахуємо загальний необхідний об’єм 

сусла:  

135 000 / 0,75 = 180 000 л сусла 

За знайденою інформацією 9 на 1 л сусла потрібно додати 0,4 г дріжджів. З 

цього потрібно розрахувати необхідну кількість дріжджів на 40 000 л сусла: 

180 000 • 0,4 = 72 000 г дріжджів  

З одного літру культуральної рідини ми отримуємо 7,5 г/л (кг/м3) дріжджів. 

Отже, розрахуємо необхідну кількість культуральної рідини для отримання 72 000 

г дріжджів: 

 

7,5 кг = 1 м3                         Х = 9,6 м3 

72 кг = Х м3   

З урахуванням втрат цільового продукту при виділенні (15%), необхідно 

отримати таку кількість культуральної рідини: 

VКР = 9,6 ∙ 1,15  = 11 м3 

3.4. Розрахунок геометричного об’єму ферментера 

 Для забезпечення річної потреби у кілерних дріжджах (згідно п. 3.3) 

потрібно отримати (з урахуванням втрат під час виділення) 13,5 м3 культуральної 

рідини. Розрахуємо, скільки культуральної рідини потрібно отримати за цикл 

ферментації, щоб розрахувати кількість стадій приготування посівного матеріалу. 
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Приймаємо кількість трудоднів – 117, тоді об’єм культуральної рідини за добу 

становить:   

Vд = Vгп / Ттр = 4,5 / 117  = 0,115 м3 

  Кількість продукту за цикл буде становити:  

Vцк = (К1* Vд*Тцф) / 24 =  ( 1,3 * 0,115 * 81 ) / 24  = 0,5 м
3/цикл, 

де Tцф – цикл роботи ферментера, який включає тривалість виробничого 

біосинтезу (72 год) та час підготовки ферментера до роботи (9 год). 

 К1 – коефіцієнт запасу, що враховує можливість нестерильних операцій (К1 

= 1,1 – 1,5).  

Підготовка ферментера включає: миття та огляд (2 год), перевірка на 

герметичність (1 год), підігрів апарату (0,5 год), стерилізація (1 год), охолодження 

(1 год), завантаження середовища (2 год), засів (0,5 год), вивантаження 

культуральної рідини (1 год). 

Кількість циклів становить:  

Nцк = VКР / VЦК = 13,5 / 0,5 = 27 циклів. 

Визначивши об’єм КР за один цикл і знаючи коефіцієнт заповнення Кз, 

визначаємо геометричний об’єм ферментера: 

Vг = Vцк / Кз = 0,5 / 0,6 = 0,83 м3. 

Згідно з таблицею, найближчим за геометричним об’ємом є ферментер Vф = 

1м3. 

Уточнюємо коефіцієнт заповнення:   

Кз = 0,5 / 1 = 0,5 –  не перевищує задане значення. 

1.5 Розрахунок кількості стадій підготовки посівного матеріалу для біосинтезу 

дріжджів  

За один виробничий цикл отримують 0,5 м3 культуральної рідини (див. п.1.4). 

При одержанні культуральної рідини потрібно врахувати її втрати в результаті 

краплевиносу через колектор відпрацьованого повітря (ЕФ), які становлять від 10 - 

15%.  
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Отже, з урахуванням покриття 10% втрат об’єм поживного середовища та 

посівного матеріалу перед виробничим біосинтезом має становити: 

VРОБ.1 = VКР×(1+ЕФ) = 0,5 × 1,1 =  0,55 м
3 

де ЕФ - втрати культуральної рідини під час біосинтезу. 

Отже, робочий об’єм ферментера дорівнює 0,55 м3. За вибраного коефіцієнта 

заповнення 0,6 геометричний об’єм ферментера становить:  

VФ = 0,55 / 0,6 = 0,92 м3 

Приймаємо найближчий за об’ємом стандартний ферментер VСТ1 = 1 м
3. 

Після чого уточнюємо коефіцієнт заповнення:  

Кз1 = 0,55 / 1 = 0,55 

Уточнений коефіцієнт заповнення не перевищує заданого значення та 

перебуває у вибраних межах для аеробних процесів (0,5-0,65), отже геометричний 

об’єм ферментера обрано правильно. 

Кількість посівного матеріалу для ферментера становить 10% від об’єму 

поживного середовища. Отже, для засіву VРОБ.1 = 0,55 м3 середовища необхідно 

приготувати: 

VПМ1 = VРОБ.1 × ХФ = 0,55 × 0,1 = 0,055 м3 посівного матеріалу, 

де ХФ = 0,1 – доза посівного матеріалу для ферментера.  

Тоді об’єм поживного середовища в ферментері буде становити:  

VПС1 = VРОБ.1  - VПМ1 = 0,55 – 0,055 = 0,495 ≈ 0,5 м3
 

Врахуємо, що під час одержання 0,055 м3 інокуляту в посівному апараті 10% 

культуральної рідини буде втрачено внаслідок краплевиносу через колектор 

відпрацьованого повітря. З урахуванням цього об’єм поживного середовища та 

посівного матеріалу в посівному апараті становитиме: 

VРОБ.2  = VПМ1 × (1 + ЕФ) = 0,055 × 1,1 = 0,06 м
3 

Об’єм інокуляту 0,06 м3 за коефіцієнта заповнення 0,6 можна отримати в 

посівному апараті об’ємом:  

VПА2 = 0,06 / 0,6 = 0,1 м
3 

Приймаємо найближчий за об’ємом стандартний інокулятор VСТ2 = 0,1 м
3. 
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Уточнюємо коефіцієнт заповнення: 

Кз2 = 0,06 / 0,1 = 0,6 

Уточнений коефіцієнт заповнення не перевищує заданого значення та 

перебуває у вибраних межах для аеробних процесів (0,5-0,65), отже геометричний 

об’єм ферментера обрано правильно. 

Кількість посівного матеріалу для посівного апарата становить 10% від 

об’єму поживного середовища. Отже, для засіву VРОБ.2  = 0,06 м3 необхідно 

приготувати:  

VПМ2 = VРОБ.2 × ХФ = 0,06 × 0,1 = 0,006 м3 посівного матеріалу, 

де Хін = 0,1 – доза посівного матеріалу для інокулятора.  

Тоді об’єм поживного середовища в посівному апараті буде становити: 

VПС2 = VРОБ.2  - VПМ2 = 0,06 – 0,006 = 0,054 м3 

Врахуємо, що під час одержання 0,006 м3 (6 л) посівного матеріалу в 

інокуляторі 10 % культуральної рідини буде втрачено внаслідок краплевиносу 

через колектор відпрацьованого повітря. Тоді об’єм поживного середовища та 

посівного матеріалу в посівному апараті становитиме: 

VРОБ.3  = VПМ2 × (1 + ЕФ) = 0,006 × 1,1 ≈ 0,0066 м
3 

Об’єм інокуляту 0,0066 м3 (6,6 л) за коефіцієнта заповнення 0,6 можна 

отримати в посівному апараті об’ємом:  

VПА3 = 0,0066 / 0,6 = 0,011 м
3 

Приймаємо найближчий за об’ємом стандартний інокулятор VСТ2 = 0,01 м
3. 

Уточнюємо коефіцієнт заповнення: 

Кз3 = 0,0066 / 0,01 = 0,66 

Уточнений коефіцієнт заповнення перебуває приблизно у встановлених 

межах для аеробних процесів (0,5-0,65), отже геометричний об’єм посівного 

апарату обрано правильно. 

Кількість посівного матеріалу становить 10% від об’єму поживного 

середовища. Для засіву інокулятора необхідно підготувати  

VПМ3 = VРОБ.3 × Хін = 6,6 × 0,1 = 0,66 л 
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де Xін = 0,1 – доза посівного матеріалу для інокулятора.  

Тоді обєм поживного середовища в посівному апараті буде становити:  

VПС3 = VРОБ.3  - VПМ3 = 6,6 – 0,66 = 5,94 л 

Одержання посівного матеріалу VПМ3 = 0,66 л (660 мл) для засіву інокулятора 

можна здійснити культивуванням дріжджів у колбах на качалці. Для цього 

використовують качалочні колби об’ємом VКОЛБ = 0,75 л з коефіцієнтом заповнення 

КЗК = 0,2.  

Тоді кількість колб становить:  

NКОЛБ = VПМ3/( VКОЛБ × КЗК) = 0,66 / (0,75 * 0,2) = 5 колб 

Отже, за результатами розрахунків для біосинтезу необхідної кількості 

біомаси дріжджів Torulaspora delbrueckii необхідно встановити ферментер для 

біосинтезу об’ємом 1 м3, інокулятори об’ємом 0,1 м3 та 0,01 м3, а також 5 

качалочних колб. 
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РОЗДІЛ 4. БІОСИНТЕЗ ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ 

4.1 Шляхи катаболізму ростового субстрату у Torulaspora delbrueckii 

Джерелом карбону  та енергії при вирощуванні Torulaspora delbrueckii є 

глюкоза [13]. Опираючись на статтю та використовуючи як основу для створення 

катаболічного шляху глюкози катаболізм цукрів – гліколіз (шлях Ембдена-

Меєргофа-Парнаса),  що представлений у Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes, наводимо схему перетворення глюкози (рис 4.1). 

Глюкоза за участю глюкозоспецифісного ферменту (КФ 2.7.1.69) 

перетворюється на глюкозу 6-фосфат, де остання за дії глюкозо-6-фосфат 

ізомерази (КФ 5.3.1.9) перетворюється на β-D-фруктозу 6-фосфат. 

Фосфофруктокіназа (глюкокіназа) (КФ 2.7.1.11) активує перетворення β-D-

фруктози 6-фосфат у β-D-фруктозу 1,6-фосфат. Ферментативна дія 

фруктозодифосфат альдолази (КФ 4.1.2.13) на β-D-фруктозу 1,6-фосфат зумовлює 

перетворення її на гліцеральдегід 3-фосфат  та діоксіацетонфосфат, який під дією 

тріозофосфатізомерази (КФ 5.3.1.1) перетворюється на гліцеральдегід 3-фосфат .  

До подальшого катаболізму глюкози залучається гліцеральдегід 3-фосфат , під 

дією гліцеральдегідфосфатдегідрогенази (КФ 1.2.1.12) він перетворюється на 

гліцерат 1,3-фосфат, що у свою чергу під дією фосфогліцераткінази (КФ 2.7.2.3) 

переходить у гліцерат 3-фосфат. Дія фосфогліцератмутази (КФ 5.4.2.12) на 

гліцерат 3-фосфат індукує його перетворення на гліцерат 2-фосфат. Під дією 

енолази (КФ 4.2.1.11) гліцерат 2-фосфат переходить у фосфоенолпіруват. 

Кінцевою стадією перетворення є утворення пірувату з фосфоенолпірувату під 

дією піруваткінази (КФ 2.7.1.40). 
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D-глюкоза 

                                                          1                                                                          

α-D-глюкоза 6-фосфат 

                                                          2     

β- D-фруктоза 6-фосфат 

                                                           3 

β-D-фруктозу 1,6-фосфат 

                                                           4                                        5                                         

Гліцеральдегід 3-фосфат          діоксіацетонфосфат 

                                                           7                                 6 

 Гліцерат 1,3-фосфат 

                                                           8 

Гліцерат 3-фосфат 

                                                           9 

Гліцерат 2-фосфат 

                                                          10 

Фосфоенолпіруват 

                                                           11 

Піруват 

Рис 4.1. Катаболізм глюкози. Шлях Ембдена-Меєйргофа-Парнаса 

Ферменти: 1 – глюкозоспецифічний фермент (КФ 2.7.1.69); 2 – глюкозо-6-

фосфат ізомераза (КФ 5.3.1.9); 3 – фосфофруктокіназа (глюкокіназа) (КФ 2.7.1.11); 

4 – фруктозодифосфат альдолаза (КФ 4.1.2.13); 5 – тріозофосфатізомерази (КФ 

5.3.1.1); 6 – тріозофосфатізомераза (КФ 5.3.1.1 );7 – 

гліцеральдегідфосфатдегідрогеназа (КФ 1.2.1.12); 8 –фосфогліцераткіназа (КФ 

2.7.2.3); 9 – фосфогліцератмутаза (КФ 5.4.2.12); 10 – енолаза (КФ 4.2.1.11); 11 – 

піруваткіназа (КФ 2.7.1.40). 
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4.2 Біотрансформація ростового субстрату у цільовий продукту 

Під час росту Torulaspora delbrueckii з використанням глюкози як джерела 

вуглецю, в наслідок катаболізму вуглеводів, утворюється ацетил-КоА. Далі ацетил-

КоА залучається до циклу трикарбонових кислот (ЦТК). 

Дріжджові кіллер-токсини – це білкові токсини, які часто глікозильовані та 

зв’язуються зі специфічними рецепторами на поверхні мікроорганізму-мішені. 

Вони виробляються певними штамами дріжджів і вбивають інших мікроорганізмів, 

що не мають здатності виробляти ці токсини. Гени, що кодують токсин-кілер, 

можуть бути локалізовані або в ядрі, або на цитоплазматичних дволанцюгових 

молекулах ДНК або РНК вірусного походження. Дріжджові кіллер-токсини 

складаються з двох компонентів: α-пептиду і β-пептиду. Альфа-пептид забезпечує 

специфічну активність токсину, тоді як бета-пептид допомагає транспортувати 

альфа-пептид до клітин, що мають бути вбиті. Базуючись на розглянутій інформації 

кілер-токсини це білоки, до складу яких входять 20 амінокислот [3].  

Амінокислоти аспартатної родини (аспартат, аспарагін, метіонін, треонін, 

ізолейцин) утворюються з оксалоацетату, який є інтермедіатом ЦТК. 

Амінокислоти глутаматної родини (глутамат, глутамін, пролін, аргінін) 

утворюються з 2-оксоглутарату (інтермедіату ЦТК). 

Амінокислоти піруватної родини (серин, гліцин, цистиїн ) утворюються з 

фосфогліцерату та (аланін, валін, лейцин) утворюються з пірувату. 

Амінокислоти ароматичної родини (гістидин, фенілаланін, тирозин, 

триптофан) утворюються із еритрозо-4-фосфат. Надалі у схемі біосинтезу ми 

детально розглянемо саме цю родину ароматичних амінокислот. 

Анаплеротичними реакціями, які забезпечують поповнення втрат 

інтермедіатів ЦТК при рості на глюкозі є реакції: карбоксилювання 

фосфоенолпірувату з утворенням оксалоацетату (під дією фермента 

фосфоенолпіруваткарбоксилази (КФ 4.1.1.31)), карбоксилювання пірувату з 

утворенням оксалоацетату (ферментом піруваткарбоксилаза (КФ 6.4.1.1)) та 
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карбоксилювання пірувату з утворенням малату (ферментом малатдегідрогеназа 

декарбоксилювальна (КФ (1.1.1.40)). 

Глюконеогенез відсутній оскільки ріст дріжджів відбувається на 

вуглеводному субстраті. 

3-Фосфогліцерат є попередником серину, гліцину і цистеїну. Піруват – 

попередник аланіну, валіну і лейцину. Піруват утворюється з фосфоенолпірувату 

за допомогою піруваткінази (КФ 2.7.1.40). 

Глюкозо-6-фосфат залучається до пентозофосфатного циклу, в якому 

утворюються попередники ароматичних амінокислот – фосфорибозилпірофосфат 

(попередник гістидину) і еритрозо-4-фосфат.  Еритрозо-4-фосфат і 

фосфоенолпіруват – попередники фенілаланіну, тирозину і триптофану. 

Надалі еритрозо-4-фосфат за участю дезокси-7-фосфогептулонатсинтази 

(КФ 2.5.1.54 ), пентафункціонального поліпептиду AROM (КФ 4.2.3.4) та 

хоризматсинтази (КФ 4.2.3.5 ) перетворюється на хоризмат з якого за допомогою 

хорізмар мутази (КФ 5.4.99.5 ) утворюється префенат, що є попередником L-

тирозину та L-фенілаланіну. Так під дією рефенатдегідратази (КФ 4.2.1.51) 

префенат перетворюється на фенілпіруват, який за допомогою ферменту 

гістидинол-фосфатамінотрансферази (КФ 2.6.1.9)  перетворюється на L-

фенілаланін. Також префенат перетворюється на 3-(4-гідроксифеніл)піруват  під 

дією префенатдегідрогенази (NADP+) (КФ 1.3.1.13) після того  амінотрансфераза 

ароматичних амінокислот II (КФ 2.6.1.58) перетворює отриману сполуку на L-

тирозин.  

Утворений раніше харизмат під дією  компонента I антранілатсинтази (КФ 

4.1.3.27), антранілатфосфорибозилтрансферази (КФ 2.4.2.18), 

фосфорибозилантранілатізомерази (КФ 5.3.1.24), індол-3-гліцеролфосфатсинтази 

(КФ 4.1.3.27) та  триптофансинтази (КФ 4.2.1.20 ) перетворюється на L-триптофан. 

Остання амінокислота  ароматичної родини - L-гістидин утворюється із 

попередника L-гістидіналу. L-гістидінал утворюється з D-рибоза-5-фосфат під 

дією ферментів: рибозо-фосфат-пірофосфокіназа (КФ 2.7.6.1), АТФ-
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фосфорибозилтрансфераза (КФ 2.4.2.17), гістидинолдегідрогеназа (КФ 3.6.1.31), 

гістидинолдегідрогеназа (КФ  3.6.1.31), фосфорибозилформіміно-5-аміноімідазол 

карбоксамід риботид ізомераза (КФ 5.3.1.16), мідазолгліцеролфосфатсинтаза (КФ 

4.3.2.10), імідазолегліцерин-фосфатдегідратаза (КФ 4.2.1.19), істидинол-

фосфатамінотрансфераза (КФ 2.6.1.9), гістидинол-фосфатаза (сімейство PHP) (КФ 

3.1.3.15) та гістидинолдегідрогеназа (КФ 3.6.1.31). Після чого L-гістидінал за 

допомогою фермента гістидинолдегідрогенази (КФ 3.6.1.31) перетворюється на L-

гістидин.  

Далі усі 20 синтезованих амінокислот під дією універсального ферменту 

Аминоацил-тРНК синтетази (КФ 6.1.1.) перетворюються на Пре-протеїн який в 

свою чергу завдяки ферменту АДФ-рибозилтрансфераза (КФ 2.4.2.31.) 

перетворюється на Кілер-токсин



34 
 

Рис. 4.2 Схема біотрансформації ростового субстрату у кінцевий продукт



Умовні позначенн: 1)         основний шлях біосинтезу; 2)     анаплеротичні 

реакції. 

Ферменти: 1 – глюкозоспецифічний фермент (КФ 2.7.1.69); 2 – глюкозо-6-фосфат ізомераза (КФ 

5.3.1.9); 3 – фосфофруктокіназа (глюкокіназа) (КФ 2.7.1.11); 4 – фруктозодифосфат альдолаза (КФ 

4.1.2.13); 5 – тріозофосфатізомерази (КФ 5.3.1.1); 6 – тріозофосфатізомераза (КФ 5.3.1.1); 7 – 

гліцеральдегідфосфатдегідрогеназа (КФ 1.2.1.12); 8 –фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3); 9 – 

фосфогліцератмутаза (КФ 5.4.2.12); 10 – енолаза (КФ 4.2.1.11); 11 – піруваткіназа (КФ 2.7.1.40); 12 

–  піруват-дегідрогеназа (КФ 1.2.7.1); 13 – цитрат АТФ (про-S)-ліаза (КФ 2.3.3.8); 14 – 

аконітатгідратаза (КФ 4.2.1.3); 15 – ізоцитратдегідрогеназа (НАД+) (КФ 1.1.1.41); 16 – компонент 2-

оксоглутаратдегідрогенази E1 (КФ 1.2.4.2); 17 - ізоцитратдегідрогеназа (КФ 1.1.1.42 ); 18 - 

ізоцитратдегідрогеназа (КФ 1.1.1.42 ); 19 – компонент 2-оксоглутаратдегідрогенази E1 (КФ 1.2.4.2); 

20 компонент 2-оксоглутаратдегідрогенази E1 (КФ 1.2.4.2); 21 – компонент 2-

оксоглутаратдегідрогенази Е2 (КФ 2.3.1.61); 22 – альфа-субодиниця сукциніл-КоА синтетази (КФ 

6.2.1.4); 33 – сукцинатдегідрогеназа (убіхінон) залізосірчана субодиниця (КФ 1.3.5.1); 24 – 

фумаратгідратаза, клас II (КФ 4.2.1.2); 25 – малатдегідрогеназа (КФ 1.1.1.37); 26 – глюкозо-6-

фосфатізомераза (КФ 5.3.1.9); 27 – глюкозо-6-фосфат 1-дегідрогеназа (КФ 1.1.1.48); 28 – 6-

фосфоглюконолактоназа (КФ 3.1.1.31); 29 – 6-фосфоглюконатдегидрогеназа (КФ 1.1.1.44); 30 – 

рибоза - 5-фосфатизомераза B (КФ 5.3.1.6); 31 – транскетолаза (КФ 2.2.1.1); 32 – фруктозо-

бісфосфатальдолаза (КФ 4.1.2.13); 33 – трансальдолаза (КФ 2.2.1.2); 34 – глюкозо-6-

фосфатізомераза (КФ 5.3.1.9); 35 - транскетолаза (КФ: 2.2.1.1 ); 36 - -дезокси-7-

фосфогептулонатсинтаза (КФ 2.5.1.54 ); 37 - пентафункціональний поліпептид AROM (КФ 4.2.3.4); 

38 - пентафункціональний поліпептид AROM (КФ 4.2.3.4); 39 - пентафункціональний поліпептид 

AROM (КФ 4.2.3.4); 40 - пентафункціональний поліпептид AROM (КФ 4.2.3.4); 41 - 

пентафункціональний поліпептид AROM (КФ 4.2.3.4); 42 - хоризматсинтаза (КФ 4.2.3.5 ); 43 - 

компонент I антранілатсинтази (КФ 4.1.3.27); 44 - антранілатфосфорибозилтрансфераза (КФ 

2.4.2.18); 45 - фосфорибозилантранілатізомераза (КФ 5.3.1.24); 46 - індол-3-гліцеролфосфатсинтаза 

(КФ 4.1.3.27); 47 -  триптофансинтаза (КФ 4.2.1.20 ); 48 – хорізмар мутаза (КФ 5.4.99.5 ); 49 - 

рефенатдегідратаза (КФ 4.2.1.51); 50 -  гістидинол-фосфатамінотрансфераза (КФ 2.6.1.9); 51 - 

префенатдегідрогеназа (NADP+) (КФ 1.3.1.13); 52 -  амінотрансфераза ароматичних амінокислот II 

(КФ 2.6.1.58); 53 - рибозо-фосфат-пірофосфокіназа (КФ 2.7.6.1); 54 - АТФ-

фосфорибозилтрансфераза (КФ 2.4.2.17); 55 - гістидинолдегідрогеназа (КФ 3.6.1.31); 56 - 

гістидинолдегідрогеназа (КФ  3.6.1.31); 57 - фосфорибозилформіміно-5-аміноімідазол карбоксамід 

риботид ізомераза (КФ 5.3.1.16); 58 - мідазолгліцеролфосфатсинтаза (КФ 4.3.2.10); 59 - 

 імідазолегліцерин-фосфатдегідратаза (КФ 4.2.1.19); 60 - істидинол-фосфатамінотрансфераза 

(КФ 2.6.1.9); 61 - гістидинол-фосфатаза (сімейство PHP) (КФ 3.1.3.15); 62 - гістидинолдегідрогеназа 

(КФ 3.6.1.31); 63 - гістидинолдегідрогеназа (КФ 3.6.1.31); 64  – ізоцитратліаза (КФ 4.1.3.1); 65 – 
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малатсинтетаза (КФ 2.3.3.9). 66 - гліцил-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.14); 67 - цистеїніл-тРНК-

синтетаза (КФ 6.1.1.16); 68 - аланіл-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.7); 69 - валіл-тРНК-синтетаза (КФ 

6.1.1.9); 70 - лейцил-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.4); 71 - аспарагініл-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.22); 72 

- ізолейцил-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.5); 73 - лізил-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.6); 74 - метіоніл-

тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.10); 75 - проліл-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.15); 76 - аргініл-тРНК-

синтетаза (КФ 6.1.1.19); 77 - глутамініл-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.18); 78 - лізил-тРНК-синтетаза 

(КФ 6.1.1.6); 79 - гістидил-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.21); 80 - триптофаніл-тРНК-синтетаза (КФ 

6.1.1.2); 81 -  фенілаланіл-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.20); 82 - тирозил-тРНК-синтетаза (КФ 6.1.1.1); 

83 - АДФ-рибозилтрансфераза (КФ 2.4.2.31)1. 
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 РОЗДІЛ 5. ОБГРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

5.1. Вибір умов і способу культивування Torulaspоra delbrueckii 

Для вірного вибору умов та способу культивування потрібно спиратися на 

фізіолого-біохімічні характеристики даного біологічного агента. Іcнує два 

основних типи культивування: глибинне та повеpхневе. 

При вирощуванні на поверхні живильного середовища мікроорганізми 

отримують кисень з повітря. При поверхневому культивуванні важливо збільшити 

площу контакту між середовищем і повітрям. У лабораторіях це роблять у чашці 

Петрі, оскільки вона має широке та пласке дно, на яке можна нанести тонкий шар 

середовища. В промисловості для цього використовують кювети. 

Глибинне культивування відбувається у рідкому середовищі. Під час цього 

процесу мікроорганізми використовують кисень, розчинений у воді. Оскільки 

розчинність кисню у воді є недостатньою, до рідкого середовища потрібно 

додавати повітря штучно, щоб дозволити аеробам рости в товщі рідини. 

Найпростішим методом є струшування колби або пробірки спеціальним валиком, 

що збільшує площу контакту середовища з киснем. У промислових умовах, коли 

мікроорганізми вирощуються у ферментаторах, кисень подають у середовище 

одночасно з механічним перемішуванням [24]. 

Згідно зі статтею, оптимальні умови для культивування цього продуцента 

складають: температура близько 30°C, рН = 4,4 та наявність аераційного повітря. 

За таких умов можуть розвиватися різні сторонні мікроорганізми, тому для 

запобігання їх появі необхідно підтримувати асептичні умови культивування. Це 

досягається стерилізацією аераційного повітря, обладнання, комунікацій та 

поживного середовища [25]. 

У зв’язку з вищесказаним, культивування Torulaspora delbrueckii для синтезу  
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кіллер-токсину здійснюють глибинним способом. Цей спосіб забезпечить відповідні 

умови, за яких мікроорганізм буде розвиватися у товщі поживного середовища, через 

яке постійно проходитиме стерильне повітря, а середовище перемішуватиметься [26]. 

Також потрібно зазначити, що глибинний спосіб культивування полегшить подальше 

виділення і очищення кілер-токсинів. 

Продукування токсинів здійснюється під час періодичного культивування, 

оскільки синтез токсинів відбувається у стаціонарній фазі, а за підтримання 

мікроорганізму в еспоненційній фазі, що характерне для безперервного 

культивування, не буде відбуватись біосинтез кінцевого продукту. Також на відміну 

від безперервного процесу під час періодичного не можливе вимивання ще 

неспожитого субстрату з ферментера [27]. 

5.2. Вибір типу ферментера для культивування Torulaspora delbrueckii 

Залежно від умов культивування біологічного агента ферментер може 

відрізнятися. Визначившись зі способом культивування та фізіолого-біохімічними 

особливостями мікроорганізма, необхідно обрати потрібне  оснащення для 

ферментера, що задовольнить необхідні умови для синтезу кілер-токсинів.  

1. Культивування продуцента Torulaspora delbrueckii відбувається в аеробних 

умовах, тому для підтримання життєздатності клітин необхідно проводити аерацію. 

У зв’язку з даною вимогою вapтo викopиcтoвувaти феpментеp, який ocнaщений 

бapбoтеpoм, що забезпечить культуру необхідною кількістю кисню. 

2.  Біосинтез токсинів відбувається за рН = 4,4 , через це ферментер повинен 

включати в себе датчик для контролю значень рН. 

3. Процесе ферментації відбувається за сталою температурою, що становить 30 

℃, тому для підтримання даного значення при культивуванні, ферментер 

оснащується сорочкою і датчиком температури.  

4. Для забезпечення якісного перемішування потрібно використовувати 

мішалку. Оскільки культура не є чутливою до зрізових навантажень, тому що не 

утворює міцелій, оптимальним варіантом буде використання відкритої турбінної 

мішалки, яку для більшого ефекту варто розмістити над барботером, яка зможе 

підтримувати рівень кисню в межах 80% для нормальної життєздатності клітин 
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Torulaspora delbrueckii, це забезпечить зростання поверхні контакту фаз і коефіцієнту 

масопередачі та високий рівень диспергування повітря [27].  

5.  Проаналізувавши поживне середовище, необхідно зазначити, що завдяки 

вмісту дріжджового та солодового екстрактів при перемішуванні та аерації буде 

утворюватися піна, для цього у ферментері потрібно встановити механічні пристрої 

для піногасіння.  

Зважаючи на те, що на вітчизняному ринку з виробництва промислових 

біореакторів не виготовляють ферментери об’ємом 1м3 з коефіцієнтом заповнення 0,6 

та оснащені турбінною мішалкою відкритого типу, тому ферментер виготовляється 

на замовлення. З замовленням щодо виробництва ферментера з заданими 

параметрами можна звернутися до фірми «Sartorius» (Німеччина) [28]. Компанія 

пропонує широкий перелік сервісних послуг, такий як розробка технічних рішень, 

проектування, постачання і монтаж устаткування для технологічного процесу. 

Отже, для проведення виробничого біосинтезу кілер-токсинів необхідно 

замовити виробництво ферментера необхідним об’ємом (1м3), передбачити наявність 

барботеру, сорочки, відповідного типу мішалки, а також датчиками контролю рН та 

температури. 

5.3 Обґрунтування стадії підготовки аераційного повітря. 

Культивування продуцента Torulaspora delbrueckii відбувається в аеробних 

умовах, тому для підтримання життєздатності клітин необхідна аерація [29]. У зв’язку 

з цим вapтo викopиcтoвувaти феpментеp, ocнaщений бapбoтеpoм, що забезпечить 

культуру необхідною кількістю кисню. Через що, нашою задачею є одержання 

великої кількості стерильного повітря для аерації. 

Для підготовки посівного матеріалу та інокуляту використовують лабораторні 

приміщення та мікробіологічні бокси. Щоб забезпечити стерильність у цих 

приміщеннях, використовують ультрафіолетове опромінення (УФ-лампи). 

Для підготовки стерильного аераційного повітря використовується метод 

механічого відокремлення часточок та мікроорганізмів. Принципом цьогом методу є 

фільтрування через пористі, стерилізуючі матеріали. Спосіб отримання стерильного 

аераційного повітря включає в себе наступні етапи: 
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1. Атмосферне повітря забирають турбокомпресором через забірну шахту, на 

висоті 2 - 3 м від найвищої точки будівлі, оскільки із збільшенням висоти над 

поверхнею концентрація мікроорганізмів у повітрі зменшується, тобто для 

проєктованого виробництва - на висоті приблизно 10 м (висота ферментера – 1,6 м, 

висота поверху 6 м, косий дах будівлі – 1,5 м); 

2. Для очищення повітря від грубого аерозолю, пилу та зменшення кількості 

контамінантів у ньому застосовують фільтри попереднього очищення. Ці фільтри 

можуть бути виготовлені з різних матеріалів, таких як металеві стружки, кільця 

Рашига або губчастого пінополіуретану, змоченого оливою. Вони призначені для 

запобігання забрудненню компресорів та забезпечення ефективного очищення 

повітря від шкідливих часток. Ідеальним вибором для цього є фільтри з губчастого 

пінополіуретану, оскільки вони мають високу ефективність уловлювання пилу (50-

85%) та відповідають вимогам щодо пилоємності і робочої температури (0,2 кг/м та 

121 °C відповідно) [30]. 

3. Для подолання опору фільтраційних матеріалів на наступних етапах 

фільтрування та для подолання гідравлічного опору під час розподілу повітря у 

культурній рідині, застосовується підвищення тиску повітря. Це досягається шляхом 

його стиснення у турбокомпресорі до значення 0,35–0,5 МПа. Процес стиснення 

повітря у компресорі веде до збільшення температури до 120–250°С та підвищення 

вологості на одиницю об'єму. 

 4. Для охолодження нагрітого під час стиснення повітря та видалення вологи у 

краплевловлювачі, повітря охолоджують за допомогою водяного теплообмінного 

апарату;  

5. Для остаточного видалення конденсованої вологи та вирівнювання тиску 

повітря подають у ресивер; 

 6. Для очищення повітря, що подається до усіх ферментерів цеху і видалення 

до 98% мікроорганізмів очищення проводять на головних фільтрах, які заповнюються 

набивним волокном і встановлюються в цеху ферментації на головному повітряному 

колекторі стиснутого аераційного повітря. Основною перевагою фільтруючого 

матеріалу є використання базальтових волокон, які володіють високою стійкістю до 



41 
 

впливу пару, мають стійкість навіть у порівнянні зі скляними волокнами та 

залишають свою міцність після довготривалого впливу гарячої пари та тиску. 

7. Очищення повітря на індивідуальних фільтрах, повітря надходить через 

колектори від головних фільтрів (встановлені безпосередньо на кожному ферментері, 

затримують 99,999% мікроорганізмів).  

Технологічно й економічно виправданим у промисловості є спосіб очищення 

повітря за допомогою волокнистих і пористих матеріалів, тому що вдається одержати 

повітря зі ступенем чистоти 99,9999%. Фільтруючі матеріали, які використовуються 

на етапі тонкого очищення, розділяються на декілька груп: тонковолокнисті 

матеріали у вигляді матів, картону, паперу, зернисті тверді фільтруючі бар'єри 

(керамічні, металокерамічні, з полімерних матеріалів) та мембранні фільтри. В 

промислових фільтрах для тонкого очищення повітря найчастіше використовуються 

тонковолокнисті фільтруючі матеріали [30]. 

У сучасній практиці частіше використовують базальтове тонке та супертонке 

волокно, діаметр яких становить 0,7-1 мікрометр. Ці матеріали вважаються 

перспективними для мікробіологічної промисловості через їхню вартість, низький 

гідравлічний опір та велику здатність утримувати пил. Зважені в повітрі частки 

затримуються волокнистим матеріалом завдяки інерційному і дифузійному 

механізмам осадження. 

 При експлуатації фільтрів необхідна їхня стерилізація. Найбільш ефективним 

методом є нагрівання вологою парою і витримка протягом визначеного часу при 

температурі 125–130°С. Після стерилізації фільтруючий матеріал висушують гарячим 

повітрям [30]. 

5.4 Обгрунтування вибору мийних та дезинфікуючих засобів 

Виробництво дріжджів Torulaspora delbrueckii  здійснюється упродовж 117 днів 

і включає підготовку наступного обладнання: інокулятор – 10л, реактор - 10л, 

інокулятор - 100, реактор – 500л,   ферментер - 1000, реактор – 10л , качалки, а також 

бокси та лабораторне устаткування.  

Виробництво здійснюється в наступних приміщеннях: цех виробничого 

біосинтезу, лабораторне приміщення для проведення різноманітних операцій, де 
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знаходяться автоклави, бокс, термостати, холодильники, апаратура для проведення 

різних видів контролю. 

 Слід зауважити, що для біотехнологічних виробництв, реалізованих з 

використанням ферментаційного обладнання великих обсягів (ферментер від 1м3 і 

більше), варто орієнтуватися на будівельні норми, тому за ширину будівлі ми 

приймаємо найближче стандартне значення – 6 м. Довжину будівлі приймаємо кратну 

довжині стандартних будівельних плит, тобто 18 м. 

Габаритні розміри основного обладнання наведено у табл. 5.1. 

Таблиця 5.1. 

Габаритні розміри основного обладнання для виробництва дріжджів 

Torulaspora delbrueckii   

Обладнання 
Геометричний 

об’єм, л 
Діаметр, м Висота, м 

Ферментер 1000 0,9 1,6 

Інокулятор І-8 10 0,3 0,71 

Реактор Р-10 10 1,5 1,1 

Інокулятор І-12 100 1,95 2,56 

Реактор Р-14 500 1,15 2,2 

Реактор Р-19 10 1,1 1,55 

Всього 1630 

 

Згідно даним табл. 5.1, загальний об’єм реакторів-змішувачів та апаратів для 

вирощування посівного матеріалу і виробничого біосинтезу становить 1,63 м3. 

З метою забезпечення чистоти виробничих приміщень, миття підлоги 

проводиться щодня, тобто 117 разів. Один раз на місяць здійснюється генеральне 

прибирання (обробка стін, підлоги, вікон тощо), тобто 4 рази на 117 днів. Для 

розрахунку кількості мийних засобів необхідно розрахувати приблизну площу 

оброблення мийними та дезінфікуючими засобами, враховуючи площу підлоги 

виробничого приміщення та площу стін на висоту. Висота найбільшого апарату 

складає 2,56 м, тому за висоту приміщення приймемо 4 м,  враховуючи відстань від 

реактора до стелі в 1 м.  

Площа підлоги цеху виробничого біосинтезу становить 72 м2 (6×12 м), площа 

стін – [(12 × 4) + (6 × 4)] × 2 = 144 м2, загальна площа миття – 72 + 144 = 216 м2. 

Загальну площу поверхні обробки мийними засобами наведено у табл. 5.2. 
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Таблиця 5.2 

Розрахунок загальної площі стін та підлоги виробничих приміщень дріжджів 

Torulaspora delbrueckii   

Приміщення 
Площа 

підлоги, м2 

Площа стін, 

м2 

Загальна 

площа, м2 

Цех виробничого біосинтезу та вирощування 

інокуляту 
72 144 216 

Мікробіологічна лабораторія 24 80 104 

Приміщення з качалками 12 32 44 

Загальна площа 108 256 364 

 

Кількість виробничих циклів для виробництва дріжджів 27. Оскільки миття 

обладнання відбувається перед кожним циклом, кількість процесів миття за весь 

період виробництва складає 28 (додаткове миття після останнього циклу). Тоді 

загальний об’єм миття становитиме:  

1,630 × 28 = 45,64 м3 

Узагальнені дані щодо розрахунку площі миття та/або дезінфекції за весь період 

виробництва наведено в табл. 5.3  

Таблиця 5.3  

Розрахунок загальної площі миття оброблюваного об’єкту за весь період 

виробництва дріжджів Torulaspora delbrueckii   

Об’єкт миття 

та/або 

дезінфекції 

Площа (об’єм) 

оброблюваного 

об’єкту, м2 (м3) 

Кількість процесів миття 

та/або дезінфекції за весь 

період виробництва 

Загальна площа (об’єм) миття 

та/або дезінфекції об’єкту за весь 

період виробництва, м2 (м3) 

Обладнання 1,630 28 45,64 

Підлога 108 117 12 636 

Стіни, двері, 

вікна 
256 4 1024 

 

 Для миття ємнісного обладнання використовується СІР-мийки. Витрати 

робочого розчину складають 20-30% від об’єму обладнання що миється, приймемо 

витрати на середньому рівні у межах 20%. Отже, для миття та дезінфекції 45,64 м3 

обладнання необхідно витратити:  

45,64 × 0,20 = 9,128 м3 засобу в рік 
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Дані щодо вибору мийних та дезінфікуючих засобів доцільніше наводити у 

вигляді узагальнюючої таблиці 2.4. Під час вибору мийних та дезінфікуючих засобів 

необхідно зважати на їх ефективність і вартість, а також на витрати для обробки 

потрібної площі/об’єму. Зазвичай, для обробки 1 м2 поверхні витрачається 100 мл 

розчину мийного або дезінфікуючого засобу.   

 



Таблиця 5.4 

Узагальнена характеристика витрат мийних та дезінфікувальних засобів для виробництва дріжджів Torulaspora 

delbrueckii   

Назва 

мийного/дезінфіку 

вального засобу 

(діюча речовина) 

Об’єкт миття 

та/або 

дезінфекції 

Концентра

ція 

робочого 

розчину, % 

Загальна площа 

(об’єм) миття 

та/або 

дезінфекції 

об’єкту за весь 

період 

виробництва, м2 

Кількість 

робочого 

розчину за 

весь період 

виробництва, 

л 

Вартість 1 л/кг 

мийного або 

дезінфікувального 

засобу, 

грн 

Вартість 1 

л робочого 

розчину, 

грн 

Загальна 

вартість 

миття та/або 

дезінфекції за 

весь період 

виробництва, 

грн 

САНІФЕКТ [1] Обладнання 0,3 59 300 10 494 415 1,25 13 118 

«САНІМАКС» [2] 

Поверхні приміщень 

та 

обладнання 

0,2 59 300 10 494 1344 2,68 28 124 

ДЕЗЕКОН [3] 

Поверхні приміщень 

та 

обладнання 

1,5 59 300 10 494 504 7,56 79 335 

МАКСИСАН [4] 

Поверхні приміщень 

та 

обладнання 

0,25 59 300 10 494 1260 3,15 33 056 

САНПРОФ-

УНІВЕРСАЛ-

САНАЦІЯ [5] 

Поверхні приміщень 

та 

обладнання 

2 59 300 10 494 50 1 10 494 

1. https://ukranalitika.com.ua/goods/dezinfitsiruyushchie-sredstva/dezinfitsiruyushchee-sredstvo-sanifekt-10l 

2. https://ukranalitika.com.ua/goods/dezinfitsiruyushchie-sredstva/dezinfitsiruuschee-sredstvo-sanimaks-1l 

3. https://interdez.com.ua/ru/product/dezinficiruyuschee-sredstvo-desekon-om-baltiachemi-kiev 

4. https://interdez.com.ua/product/maksisan-unvcpd 

5. https://prom.ua/ua/p2166454711-universalnoe-moyuschee-sredstvo.html 

https://ukranalitika.com.ua/goods/dezinfitsiruyushchie-sredstva/dezinfitsiruyushchee-sredstvo-sanifekt-10l
https://ukranalitika.com.ua/goods/dezinfitsiruyushchie-sredstva/dezinfitsiruuschee-sredstvo-sanimaks-1l
https://interdez.com.ua/ru/product/dezinficiruyuschee-sredstvo-desekon-om-baltiachemi-kiev
https://interdez.com.ua/product/maksisan-unvcpd
https://prom.ua/ua/p2166454711-universalnoe-moyuschee-sredstvo.html
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Враховуючи результати розрахунку у Таблиці 5.4 серед усіх розглянутих мийних 

та дезінфікувальних засобів найкращим вибором для обробки обладнання є 

«САНІФЕКТ», а для поверхонь обладнання, обробки стін, вікон, дверей та підлоги – 

«САНПРОФ-УНІВЕРСАЛ-САНАЦІЯ», оскільки вони мають низьку вартістю за весь 

період виробництва (117 днів), що є одним з головних показників на виробництві, а 

також високою ефективністю при застосування.  

Також потрібно пам’ятати, що для того, щоб не з’явилась стійкість 

мікроорганізмів до дезінфікуючих засобів  періодично необхідно проводити їх зміну 

згідно графіка чергування дезінфікуючих та миюче-дезінфікуючих засобів, зазвичай 

рекомендується чергувати кожні 1-3 місяці. Тому як заміна «САНІФЕКТ» для обробки 

обладнання можна використовувати «САНІМАКС», а для чергування засобу для 

поверхонь обладнання та приміщень можна використати «МАКСИСАН». Детальна 

інформація про обрані мийні та дезінфікувальні засоби зазначена нижче.  

 

1) Назва засобу - САНІФЕКТ 

Виробник – Україна 

Склад засобу: Комплекс четвертинних амонієвих сполук (не менш 9,0%) в 

поєднанні з синергічно діючими активують добавками і допоміжними компонентами. 

Форма випуску, призначення і фізико-хімічні властивості засобу. 

 «Саніфект» добре змішується з водою в будь-якому співвідношенні. Водні 

розчини мають миючі та дезодоруючі властивості, легко змиваються з оброблених 

поверхонь, не залишають слідів, не фіксують органічні забруднення. Ефективність 

робочих розчинів при високій білкової навантаженні. Розчини видаляють білково-

жирові забруднення, не чинять корозійної й іншої шкідливої дії на об’єкти, 

виготовлені з алюмінію, нержавіючої і низьковуглецевої сталі, покритих нікелем або 

латунню, різних видів полімерних матеріалів, гуми, скла, бетону, деревини. Не 

знебарвлюють і не зменшують міцність тканин, полегшують і покращують якість 

прання текстильних виробів. рН концентрату 10,5 ± 1,5. 

Спектр антимікробної дії: «Саніфект» має антимікробні властивості проти 

широкого спектра грам + і грам- бактерій, включаючи збудників гнійно-септичних і 
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внутрішньолікарняних інфекцій, холери, туберкульозу, легіонельозу; вірусів; 

патогенних грибів роду Саndida, збудників дерматомікозів, цвілевих грибів, а також 

володіє спороцидною дією [31]. 

 

2) Повна назва засобу – Багатоцільовий мийний засіб «САНПРОФ-

УНІВЕРСАЛ-САНАЦІЯ» 

Виробник -  «ІНТЕРДЕЗ» (Україна)  

Склад засобу: Містить; аніонні ПАР (5-15), амфотерні ПАР <5, неіоногенні 

ПАР <5, комплексонат, консервант, ароматизатор (або без нього за вимогою 

споживача), вода підготовлена. Засіб не містить фосфатів. 

Форма випуску, призначення і фізико-хімічні властивості засобу. Засіб 

виробляється у формі концентрату і являє собою рідину від безбарвного до 

коричневого кольору із запахом ароматизатора (або без нього за вимогою споживача). 

Не агресивний по відношенню до матеріалів, ефективно видаляє з поверхонь і не 

фіксує на них різноманітні органічні (у т.ч. біологічні рідини), неорганічні та 

комбіновані забруднення, усуває неприємні запахи. Не залишає після миття плям та 

нальоту, рН засобу – 8,5±1,5. 

Мийна здатність, % – >80 (відповідає нормі для лужних технічних мийних 

засобів згідно СОУ МПП 71.100-235:2008); 

Здатність поверхнево-активних речовин до первинного біологічного 

розкладання, % – >80. 

Спектр антимікробної дії: ефективний проти грампозитивних та 

грамнегативних вегетативних бактерій, грибів, ліпофільних вірусів. 

Для дезинфекції обладнання використовують робочий розчин з концентрацією 

2% [32]. 

 

3) Повна назва засобу – «МАКСИСАН» 

Виробник –  УНВЦ проблем дезінфекції (Україна) 

Склад засобу: Комплекс чотирьох четвертинних амонієвих сполук (не менше 

50%) і допоміжних компонентів. Не містить барвника й ароматизатора. Нейтральний 

рН концентрату і робочих розчинів. 
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Форма випуску, призначення і фізико-хімічні властивості засобу. Максисан 

добре змішується з холодною і гарячою водою в будь-якому співвідношенні. Водні 

розчини прозорі, мають мийну дію, легко змиваються з оброблених поверхонь, не 

залишають потьоків і нальоту, не фіксують органічні забруднення на оброблюваних 

об’єктах; розчини ефективні при високому білковому навантаженні, тобто для 

обробки сильно забруднених об’єктів; можливість підвищення антимікробних і 

мийних властивостей при використанні нагрітих робочих розчинів і посилення їх 

мийних властивостей при додаванні кальцинованої соди. Відсутність корозійної й 

іншої шкідливої дії на матеріали оброблюваних об’єктів, виготовлених з металів (в т. 

ч. алюмінію), скла, полімерних матеріалів, гуми, деревини, на лакофарбове і 

гальванічне покриття. 

Спектр антимікробної дії: Максисан має бактерицидну (включаючи 

мікобактерії туберкульозу, Listeria monocytogenes, P. aeruginosa, S. aureus і S. aureus 

Methicillin Resistant, Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Escherichia coli 0157: H7, 

Salmonella enteritidis, Salmonella choleraesuis, Shigella dysenteriae, Klebsiella 

pneumoniae, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecium Vancomycin Resistant, 

Yersinia enterocolitica), віруліцидну (в т.ч. вірусів гепатитів, СНІДу, герпесу, грипу, 

рота-, коронавірус, збудників «пташиного грипу»), фунгіцидну (патогенні гриби і 

цвіль) і спороцидну дії. При застосуванні робочих розчинів підвищеної температури 

антимікробна активність розчинів засобу значно посилюється [33]. 

 

4) Повна назва засобу – «САНІМАКС» 

Виробник -  УНВЦ проблем дезінфекції (Україна) 

Склад засобу: Комплекс чотирьох четвертинних амонієвих сполук (не менше 

50%) і допоміжних компонентів. Не містить барвника й ароматизатора. Нейтральний 

рН концентрату і робочих розчинів. 

Форма випуску, призначення і фізико-хімічні властивості засобу. Максисан 

добре змішується з холодною і гарячою водою в будь-якому співвідношенні. Водні 

розчини прозорі, мають мийну дію, легко змиваються з оброблених поверхонь, не 

залишають патьоків і нальоту, не фіксують органічні забруднення на оброблюваних 



49 
 

об’єктах; розчини ефективні при високому білковому навантаженні, тобто для 

обробки сильно забруднених об’єктів; можливість підвищення антимікробних і 

мийних властивостей при використанні нагрітих робочих розчинів і посилення їх 

мийних властивостей при додаванні кальцинованої соди. Відсутність корозійної й 

іншої шкідливої дії на матеріали оброблюваних об’єктів, виготовлених з металів (в т. 

ч. алюмінію), скла, полімерних матеріалів, гуми, деревини, на лакофарбове і 

гальванічне покриття. 

Спектр антимікробної дії: Максисан має бактерицидну (включаючи 

мікобактерії туберкульозу, Listeria monocytogenes, P. aeruginosa, S. aureus і S. aureus 

Methicillin Resistant, Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Escherichia coli 0157: H7, 

Salmonella enteritidis, Salmonella choleraesuis, Shigella dysenteriae, Klebsiella 

pneumoniae, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecium Vancomycin Resistant, 

Yersinia enterocolitica), віруліцидну (в т.ч. вірусів гепатитів, СНІДу, герпесу, грипу, 

рота-, коронавірус, збудників «пташиного грипу»), фунгіцидну (патогенні гриби і 

цвіль) і спороцидну дії. При застосуванні робочих розчинів підвищеної температури 

антимікробна активність розчинів засобу значно посилюється [34]. 

5.5 Особливості підготовки і стерилізації поживного середовища для 

одержання посівного матеріалу і виробничого синтезу кіллер-токсинів 

Для виробничого біосинтезу кіллер-токсинів використовується середовище 

складу (г/л) 13: 

• Дріжджовий екстракт:      3  

• Солодовий екстракт:    3  

• Пептон:       5  

• Глюкоза:       10  

Виробничий біосинтез реалізують у ферментері об’ємом 1 м3  з коефіцієнтом 

заповнення 0,6. Підготовку посівного матеріалу проходить у три стадії (у колбах на 

качалках, в інокуляторі об’ємом 0,1 і 0,01 м3). 

Стерилізацію середовища для вирощування посівного матеріалу в колбах на 

качалках будемо здійснювати в автоклаві, оскільки його об’єм невеликий (0,6 л), для 

вирощування в інокуляторах і виробничого біосинтезу – безпосередньо у самих 
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апаратах при рН 4,4. З цією метою необхідно передбачити у технологічній схемі 

відповідні допоміжні роботи – підготовку 6%-их розчинів HCl.  

Для стерилізації солодового, дріжджового екстракту, глюкозу та пептон 

потрібно витримувати в автоклаві (режим стерилізації: 112 °С, 30 хв), після розчин 

охолоджують та фільтрують.  

Також окремо слід приготувати розчин SDS, який являється   стимулятором 

біосинтезу кілер-токсинів і вноситься  лише на стадії виробничого біосинтезу. 

5.5.1. Вирощування інокуляту в колбах на качалках 

Стерилізацію середовища для вирощування посівного матеріалу в колбах на 

качалках будемо здійснювати в автоклаві, оскільки його об’єм невеликий ( 0,66 л).  

Проаналізувавши склад поживного середовища, умовно ділимо його на такі 

композиції (залежно від режиму стерилізації компонентів):   

Композиція А: солодовий екстракт, дріжджовий екстракт, глюкоза та пептон 

(режим стерилізації: 112 °С, 0,15 МПа, 30 хв).  

Розрахунок необхідних кількостей компонентів для приготування середовища 

для вирощування посівного матеріалу в колбах на качалках наведений у табл. 5.5: 

Таблиця 5.5 

Композиції стерилізації компонентів для вирощування посівного 

матеріалу в колбах на качалках 

Компонент 

поживного 

середовища 

 

Вміст, г/л 

Кількість для 

приготування 660 

мл середовища, г 

 

Композиції 

 

Об’єм композиції V, 

мл 

Солодовий екстракт  3 1,98  
 

 

 

А 

 
 

 

 

660 

Дріжджовий екстракт 3 1,98 

Глюкоза 5 3,3 

Пептон 10 6,6 

Вода - 660 (мл) 

Усього    660 

 

5.5.2. Вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 10 л 

Стерилізація 5,94 л поживного середовища, здійснюється у відповідному 

посівному апараті. 

Композиція А: солодовий екстракт, дріжджовий екстракт, глюкоза та пептон 

(режим стерилізації: 112 °С, 0,15 МПа, 30 хв). 
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Розрахунок необхідних кількостей компонентів для приготування середовища 

для вирощування посівного матеріалу в посівному апараті об’ємом 10 л наведений у 

табл. 5.6 При розрахунку потрібно врахувати 594 мл інокуляту. Тому об'єм води, 

потрібний для приготування композицій становить 5,3 л. 

 Таблиця 5.6 

Композиції стерилізації компонентів для вирощування посівного 

матеріалу інокуляторі об’ємом 10 л (Кз = 0,6) 

Компонент 

поживного 

середовища 

 

Вміст, г/л 

Кількість для 

приготування 5,94 

л середовища, г 

 

Композиції 

 

Об’єм композиції V, л 

Солодовий екстракт  3 17,8  
 

 

 

А 

 
 

 

 

4,7 

Дріжджовий екстракт 3 17,8 

Глюкоза 5 29,7 

Пептон 10 59,4 

Вода - 4,7 (л) 

Конденсат 594(мл) - 0,594 

Усього 5,3 

 

5.5.3. Вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 100 л 

Стерилізація 54 л поживного середовища, здійснюється у відповідному 

посівному апараті: 

Композиція А: солодовий екстракт, дріжджовий екстракт, глюкоза та пептон 

(режим стерилізації: 112 °С, 0,15 МПа, 30 хв). 

Розрахунок необхідних кількостей компонентів для приготування середовища 

для вирощування посівного матеріалу в посівному апараті об’ємом 100 л наведений 

у табл. 5.7 При розрахунку потрібно врахувати 5,4 л інокуляту. Тому об'єм води, 

потрібний для приготування композицій становить 48,6 л. 
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Таблиця 5.7 

Композиції стерилізації компонентів для вирощування посівного 

матеріалу інокуляторі об’ємом 100 л (Кз = 0,6) 

Компонент 

поживного 

середовища 

 

Вміст, г/л 

Кількість для 

приготування 54 л 

середовища, г 

 

Композиції 

 

Об’єм композиції V, л 

Солодовий екстракт  3 162  
 

 

 

А 

 
 

 

 

43,2 

Дріжджовий7 екстракт 3 162 

Глюкоза 5 270 

Пептон 10 540 

Вода - 42 (л) 

Конденсат 5,4(л) - 5,4 

Усього 48,6 

 

5.5.4. Вирощування інокуляту у ферментері об’ємом 1000 л 

Стерилізація 500 л поживного середовища, здійснюється у відповідному 

посівному апараті, що потребує перескладання композицій поживного середовища: 

Композиція А: солодовий екстракт, дріжджовий екстракт, глюкоза та пептон 

(режим стерилізації: 112 °С, 0,15 МПа, 30 хв). 

Розрахунок необхідних кількостей компонентів для приготування середовища 

для вирощування посівного матеріалу в посівному апараті об’ємом 1м3 наведений у 

табл. 5.8 При розрахунку потрібно врахувати 50 л інокуляту. Тому об'єм води, 

потрібний для приготування композицій становить 450 л. 

Таблиця 5.8 

Композиції стерилізації компонентів для вирощування посівного 

матеріалу інокуляторі об’ємом 1 м3 (Кз = 0,6) 

Компонент 

поживного 

середовища 

 

Вміст, г/л 

Кількість для 

приготування 

500л середовища, 

г 

 

Композиції 

 

Об’єм композиції V, л 

Солодовий екстракт  3 1500  

 

 

 

А 

 

 

 

 

393 

Дріжджовий екстракт 3 1500 

Глюкоза 5 2500 

Пептон 10 5000 

Вода - 383(л) 

Вода - 6,2 (л) 

Конденсат 50(л) - 50 

Усього 450 
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5.6.Обґрунтування вибору розчинів для регуляції pH та піногасника 

Оскільки процес ферментації повинен проходити за кислого значення pH (4,4) 

[13], то перед внесенням посівного матеріалу поживне середовище підкислюють 6%-

им розчином HCl. 

До складу поживного середовища входять компоненти, які при перемішуванні 

у інокуляторах та ферментері будуть утворювати піну. Тому для зменшення рівня 

піни потрібно використати механічний піногасник, а також датчик який повідомляє 

про рівень піни. Завдяки використанню механічного піногасника зменшаться 

економічні витрати порівняно з використанням органічного або хімічного 

піногасника. 

 Отже, технологічна схема, окрім стадій підготовки поживного 

середовища, включає такі додаткові стадії: 

−  підготовка аераційного повітря та очистка відпрацьованого; 

− для змішування та розчинення композиції А: (50 л); 

− для змішування та розчинення компо 
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 РОЗДІЛ 6. СПЕЦИФІКАЦІЯ ОБЛАДНАННЯ 

Таблиця 6.1 

Специфікація обладнання ділянки допоміжних робіт та виробничого 

біосинтезу кіллер токсинів 

Позиція Найменування Кількі 

сть 

Технічна характеристика (виробник) 

1 2 3 4 

ПЗ-1 Повітрозабірник 1 Повітрозабірник. Виробник: («Вент 

Устрій»). Температура повітря до 700 °C; 

матеріал корпусу: Нержавіюча сталь [1] 

Ф-2 Фiльтp гpубoї oчиcтки 

пoвiтpя 

1 Фільтр касетний ФБВ 100. Виробник: 

(«Вентс»). Фільтрувальний матеріал: 
нетканого полотна із синтетичних волокон; 
300 м3/год; габаритні розміри, мм:175 x 233 

x 123 [2] 

К-3 Компресор  1 Компресор гвинтовий VS 23 Виробник: 
(«Gardner Denver»). Продуктивність: 159 

м3/год; максимальний робочий тиск: до від 5 

до 10 бар; потужність: 22 кВт; габаритні 

розміри, мм: 1345х880х1612 [3] 

Т-4  Теплообмінник-

охолоджувач 

1 Промисловий циклічний рефрижераторний 

осушувач GDD40F-4S. Виробник: («Gardner 

Denver»). Продуктивність: 324 м3/год; 

потужність: 0.54 кВт; габарити, мм: 423 x 

567 x 771 [4] 

Р-5  Pеcивеp 1 Ресивер. Виробник: («Пневмотехника»). 

Об’єм, л: 500 л; максимальний тиск: 16 бар; 

габаритні розміри, мм: 600 х 2110 [5] 

Т-6 Теплообмінник-нагрівач 1 Теплообмінник трирядний. Виробник: 

(«Roen Est»). Максимальний робочий тиск: 

1,6 МПа; допустима температура 

води: 130°С; габаритні розміри, мм: 740 x 

192 x 440 [6] 

Ф-7 Головний фільтр очистки 1 Cуцільнолитий фільтр GDF082 серії P. 

Виробник: («Gardner Denver»). 

Продуктивність: 492 м3/год; максимальний 

тиск: до 17 бар; максимальна температура 

повітря: до 80 °С; ступінь очищення: 1 

мікрон; габаритні розміри, мм: 129 x 409 x 

2,36  [7] 
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Продовження таблиці 6.1 

І-8 Інокулятор  1 Біореактор HABITAT cell dw 10 об’ємом 10 л («IKA 

Bioreactors»). Матеріал корпусу: боросилікатне 

скло; матеріал кришки реактора: нержавіюча 

сталь; забезпечує низькі швидкості 

для м’якого змішування клітинних культур; із 

датчиками вимірювання 

рН, pO2, температури; манометр; 

габаритні розміри, мм: 300 х 710 х 300 [8] 

ІФ-9 Індивідуальний фільтр 1 Cуцільнолитий фільтр GDF013 серії G. Виробник: 

(«Gardner Denver»). Продуктивність – до 78 м3/год; 

робоча температура до 80°С; габаритні розміри,  

мм: 98 x 280 x 1,07 [7] 

Р-10 Реактор 1 Реактор-змішувач об’ємом 10 л («Yeto Machinery»). 

Матеріал корпуса: нержавіюча 

сталь; оснащений сорочкою та мішалкою; 

потужність двигуна: 4 кВт; частота перемішування 

0-63об/хв; габаритні розміри, мм: 1000 x 1100 x 

1550 [10] 

Н-11 Насос перестальтичний 1 Перистальтический насос KRONOS («SEKO»). 
Максимальна потужність: до 2 Вт; 

продуктивність: до 25 л/год (0,4 л/хв); висота 

самовсмоктування 6 м; [11] 

І-12 Інокулятор 1 Біореактор Biostat D-DCU об’ємом 100 л 

(«Sartorius»). Матеріал корпусу: нержавіюча 

сталь; можливості вимірювання і контролю рН, 

pO2, температури, каламутності, піни, тиску;   

габаритні розміри, мм: 1950 х 2560 х 1570 [12] 

ІФ-13 Індивідуальний фільтр 1 Cуцільнолитий фільтр GDF013 серії G. Виробник: 

(«Gardner Denver»). Продуктивність – до 78 м3/год; 

робоча температура до 80°С; габаритні розміри,  

мм: 98 x 280 x 1,07 [7] 

Р-14 Реактор 1 Реактор-змішувач об’ємом 500 л («ТАНЛЕТ»). 

Матеріал корпуса: нержавіюча 

сталь; оснащений сорочкою та мішалкою; 

потужність двигуна: 0.75 кВт; частота 

перемішування 36~53об/хв; габаритні розміри, мм: 

1150 х 2200 х 950 [13] 

Л-15 Лічильник води 1 Лічильник холодної води Мокрохід KY-1 R160 

DN15 («Baylan»). Матеріал корпусу: латунь; 

мінімальна потужність: 0,33 л/хв; тип лічильника: 

механічний; робочий тиск: 1,6 МПа; температура 

води: до 50 °С [14] 
Н-16 Насос мембранний 1 Мембранний насос для рідин PHOENIX 

(«Fluimac»). продуктивність: 20 л/хв; висота 

підйому до 70 м;  габаритні розміри, мм:  

146x96x165 [15] 
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Продовження таблиці 6.1 

ФР-17 Ферментер 1 Ферментер BIO1000 об’ємом 1 м3 («Maruti 

Engineering Works» - Індія). Матеріал: контактні 

деталі з нержавіючої сталі 316L і зовнішня 

облицювання з нержавіючої сталі 304; оснащений 

барботером, лічильниками, сорочкою, датчиком pH, 

pO2, температури; оснащений пристроєм для 

захисту від піни; мішалка 50-400 об/хв; коефіцієнт 

заповнення до 0,8; тиск в середині: 0,4 МПа; 

габаритні розміри, мм: 890 х 1600[16] 

ІФ-18 Індивідуальний фільтр 1 Cуцільнолитий фільтр GDF013 серії G. Виробник: 

(«Gardner Denver»). Продуктивність – до 78 м3/год; 

робоча температура до 80°С; габаритні розміри,  

мм: 98 x 280 x 1,07 [7] 

Р-19 Реактор 1 Реактор-змішувач об’ємом 10 л («Yeto Machinery»). 

Матеріал корпуса: нержавіюча 

сталь; оснащений сорочкою та мішалкою; 

потужність двигуна: 4 кВт; частота перемішування 

0-63об/хв; габаритні розміри, мм: 1000 x 1100 x 

1550 [10] 

Н-20 Насос перестальтичний 1 Перистальтический насос KRONOS («SEKO»). 

Максимальна потужність: до 2 Вт; 

продуктивність: до 25 л/год (0,4 л/хв); висота 

самовсмоктування 6 м; [11] 

Ф-21 Система мембранних 

фільтрів 

1 Фільтраційні системи 1-секційна система. 

Виробник («Microsart»); Матеріал: Нержавіюча 

сталь 316L; матеріал фільтру: нітрат целюлози 
0,2мкм; габаритні розміри, мм: 176 × 120 × 98 [17]. 
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РОЗДІЛ 7. ОПИС ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ БІОСИНТЕЗУ КІЛЛЕР-

ТОКСИНУ 

Технологічна схема біосинтезу кілер-токсину Torulaspora delbrueckii 

включає допоміжні роботи та основний технологічний процес. До стадій 

допоміжних робіт належать: санітарна підготовка та підготовка аераційного 

повітря, підготовка та стерилізація поживних середовищ, а також приготування 

титрувального агенту (6%-й HCl). Стадії основного технологічного процесу 

включають підготовку посівного матеріалу та біосинтез кілер-токсину. [35]. 

ДP 1. Caнiтapнa пiдгoтoвкa виpoбництвa 

ДР 1.1 Підготовка мийниx тa дeзiнфiкувaльниx зacoбiв 

ДР 1.2 Пiдгoтoвкa виpoбничиx пpимiщeнь 

ДP 1.2.1 Щoдeннe пpибиpaння 

Щоденне прибирання виробничих приміщень включає в себе протирання 

панелей та підлоги за допомогою вологих ганчірок [36]. 

ДP 1.2.2 Гeнepaльнe пpибиpaння 

Гeнepaльнe пpибиpaння пpoxoдить paз нa тиждень тa включaє oкpiм пiдлoги 

тaкoж миття двepeй, cтiн тa вiкoн. Пicля пpибиpaння пpoвoдять мiкpoбioлoгiчний 

кoнтpoль пoвepxoнь [36]. 

ДР 1.3 Пiдгoтoвкa oблaднaння тa допоміжних матеріалів 

Підготовка обладнання, як частина санітарної підготовки виробництва, 

спрямована на забезпечення необхідного рівня чистоти та асептичності. Вона 

включає миття та стерилізацію знімних частин (вузлів) або обробку внутрішніх і 

зовнішніх поверхонь спеціальними мийними та дезінфікуючими засобами. Ці 

процедури виконуються перед або після технологічного процесу. 
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ДР 1.3.1 Миття тa oпoлicкувaння oбладнання 

Для очищення обладнання та комунікацій використовують мийні розчини, які 

підігрівають до температури 55ºC. Робочий розчин подається системою CIP 

відповідно до встановленого режиму миття: 15 хв промивання, 30 хв миття розчином, 

15 хв ополіскування. Мийний розчин циркулює і повторно використовується для 

очищення наступного обладнання. Після кількох циклів миття відпрацьовані мийні 

розчини та вода направляються на утилізацію [36]. 

ДP 1.3.2 Texнiчний oгляд 

Після очищення та ополіскування ємностного обладнання проводять його 

технічний огляд з метою виявлення можливих нещільностей у комунікаціях та 

запірній апаратурі на обладнанні. У разі виявлення таких нещільностей виконують 

підтягування різьбових з'єднань. 

ДР 1.3.3. Пеpевipка на геpметичнicть 

Ємнісне обладнання перевіряється на герметичність при тиску 0,05-0,07 МПа. 

Якщо тиск не падає протягом 30 хвилин, обладнання вважається герметичним. У 

випадку спостереження падіння тиску на 0,001 МПа і більше, обладнання вважається 

не герметичним і проводиться пошук місця витоку. Фланцеві з'єднання і зварні шви 

омилюють розчином господарського мила під тиском повітря 0,05-0,07 МПа для 

перевірки на герметичність. Наявність витоку може свідчити про появу бульбашок 

повітря. 

ДР 1.3.4. Стеpилiзацiя oбладнання 

 Для стерилізації апарата, спочатку подають пар і нагрівають його до 80–90 °C. 

Відкривають всю запірну арматуру на відкритих трубних закінченнях та підведених 

до апарата комунікаціях і направляють пар прямо до апарата. В цей час обов'язково 

відкривають вентиль для видалення повітря з апарата. При досягненні температури 

стерилізації (130–135 °C) всю запірну арматуру, крім парової, закривають і 

утримують протягом 1 години. Після цього закривають парову арматуру, подають в 

апарат стерильне повітря, а в сорочку - холодну воду. Процес охолодження 

здійснюють до досягнення температури 30–40 °С і надлишкового тиску Р = 0,003 – 

0,005 МПа 
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ДР 1.4 Підготовка одягу персоналу 

Прання, полоскання і сушіння одягу проводять в пральній машині згідно з 

інструкцією. Для прання використовують синтетичні миючі засоби для автоматичних 

пральних машин, що характеризуються низькими піноутворюючими властивостями. 

Одяг завантажують в пральну машину, заливають воду очищену, профільтровану 

через мембранний фільтр з розміром пор 5,0 мкм і засипають миючий засіб. На кожен 

кілограм одягу повинно припадати не менше 10 л розчину миючого засобу. 

Рекомендована температура для змішаних тканин 30–35ºС, для нейлону – 50–55 ºС, 

для поліефірних тканин – 60–67 ºС.  

Після закінчення прання одяг слід кілька разів прополоскати протягом 20–30 хв 

у воді очищеній, профільтрованій через мембранний фільтр з порами розміром не 

більше 5,0 мкм, спочатку – теплою, потім – холодною водою.  

Просушений технологічний одяг укладають в мішок для стерилізації, 

наклеюють індикатор стерилізації і стерилізують в паровому стерилізаторі при 

температурі 120 ± 1 ºС, надмірному тиску 0,10–0,11МПа протягом 45±1 хв [37]. 

ДР 1.5 Підготовка персоналу 

 Пiдгoтoвка пеpcoналу включає медичнi oгляди, дoпуcк дo poбoти, дoтpимання 

гiгiєнiчних вимoг дo пpацiвникiв, викopиcтання захиcнoгo oдягу, навчання та 

упpавлiння знаннями. Перед початком роботи персонал повинен пройти навчання, 

атестацію тасанітарно-гігієнічну підготовку, а саме миття рук туалетним або 

господарським милом та дезінфікцію 70%-им етиловим спиртом. Також 

обов‘язковим є наявність медичного халату та шапочки [37]. 

ДР 2. Підготовка аераційного повітря 

ДР 2.1. Забір атмосферного повітря 

Атмосферне повітря забирають за допомогою спеціального апарата для забору 

повітря (ПЗ-1), розташованого на найвищій точці будівлі на висоті 10 метрів, з 

обладнанням для стиснення та очищення зібраного повітря. 

ДР 2.2. Попереднє очищення повітря від грубих часток 
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Первинне очищення виконується за допомогою фільтра грубого очищення (Ф-

2), який гарантує ефективність очищення на рівні 85% та утримує частинки з 

діаметром 50 мікрометрів. 

ДР 2.3. Стиснення повітря 

Повітря піддають процесу стиснення у компресорі (К-3). Під час цього процесу 

повітря нагрівається до температурного діапазону 120-200 ºC, а тиск досягає значення 

0,35 МПа. 

ДР 2.4. Охолодження повітря і видалення зайвої вологи 

Стиснене повітря (від ДР 1.3) за допомогою теплообмінника-охолоджувача (Т-

4) Охолоджується до температури 25-30 ⁰C Надмірна волога екстрагується через 

ресивер (Р-5), при цьому досягається рівень вологості повітря в межах 60-70%. 

ДР 2.5. Нагрівання повітря 

Охолоджене повітря (від ДР 1.4) надходить до теплообмінника-нагрівача (Т-6), 

де нагрівається до температури 45-50℃. На даному етапі показник вологості 

зменшується до 50%. 

ДР 2.6. Очищення повітря у головному фільтрі 

Після нагрівання повітря (від ДР 1.5) його направляють до головного фільтра 

очищення (Ф-7), розташованого біля відділень ферментації. На цьому етапі 

ефективність очищення становить 95%. 

ДР 2.7. Очищення повітря в індивідуальному фільтрі 

Повітря (від ДР 1.6) транспортується через трубопроводи безпосередньо через 

індивідуальні фільтри  (ІФ-9, ІФ-13, ІФ-18), розміщених на кожному інокуляторі до. 

На цьому етапі рівень кінцевого очищення повітря досягає 99,999%. 

ДP 3. Пpигoтувaння титpувaльнoгo poзчину для пiдтpимaння 

oптимaльнoгo piвня pН в посівному апараті об’ємом 10 л, 100 л, 1 м3 

ДР 3.1. Приготування стерильного 6% розчину хлоридної кислоти для посівного 

апарату об’ємом 10 л 

Для пpигoтувaння 15 мл 6%-гo poзчину НCl у колбу oб'ємoм 50 мл за 

допомогою мірного циліндра об’ємом 25 мл внocять 12,5 мл стерильної вoди i 

дoдaють пpи пocтiйнoму пеpемiшувaннi 2,5 мл 36%-ї НCl, що вiдмipяється мipною 
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піпеткою об’ємом 5 мл. Piдини oбoв’язкoвo змiшують в тaкoму пopядку, a не нaвпaки 

з метoю уникнення cильнoї екзoтеpмiчнoї pеaкцiї.  

ДР 3.2. Приготування стерильного 6% розчину хлоридної кислоти для посівного 

апарату об’ємом 100 л 

Для пpигoтувaння 110 мл 6%-гo poзчину НCl у колбу oб'ємoм 250 мл за 

допомогою мірного циліндра об’ємом 100 мл внocять 91,5 мл стерильної вoди i 

дoдaють пpи пocтiйнoму пеpемiшувaннi 18,5 мл 36%-ї НCl, що вiдмipяється мipним 

цилiндpoм об’ємом 25 мл. Piдини oбoв’язкoвo змiшують в тaкoму пopядку, a не 

нaвпaки з метoю уникнення cильнoї екзoтеpмiчнoї pеaкцiї.  

ДР 3.3. Приготування стерильного 6% розчину хлоридної кислоти для посівного 

апарату об’ємом 1 м3 

Для пpигoтувaння 1000 мл 6%-гo poзчину НCl у колбу oб'ємoм 2 л за допомогою 

мірного циліндра об’ємом 1000 мл внocять 832 мл стерильної вoди i дoдaють пpи 

пocтiйнoму пеpемiшувaннi 168 мл 36%-ї НCl, що вiдмipяється мipним цилiндpoм 

об’ємом 250 мл. Piдини oбoв’язкoвo змiшують в тaкoму пopядку, a не нaвпaки з метoю 

уникнення cильнoї екзoтеpмiчнoї pеaкцiї.  

ДР 4. Приготування і стерилізація поживних середовищ 

ДР 4.1. Приготування і стерилізація поживного середовища для виpoщувaння 

iнoкуляту в кoлбaх нa кaчaлкaх 

Розрахунок необхідних кількостей компонентів для приготування 660 мл 

середовища для вирощування посівного матеріалу в колбах на качалках наведений у 

табл.5.1 ( розділ 5). 

ДР 4.1.1. Приготування і стерилізація композиції А 

Нa технiчних вaгaх у попередньо відтарованій склянці об’ємом 50 мл зважують 

компоненти поживного середовища: 1,98 г солодового екстракту; 1,98 г дріжджового 

екстракту; 3,3 г глюкози i 6,6 г пептону. Нaвaжки пoмiщають у кoлбу oб’ємoм 1 л, та 

дoдaють 660 мл питної вoди, за допомогою мірного циліндра на 1000 мл, та 

пеpемiшують. Після цього зaкpивають кoлбу вaтнo-мapлевим корком i cтеpилiзують 

в aвтoклaвi пpи темпеpaтуpi 112 °С протягом 30 хв.  
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ДР 4.2. Приготування і стерилізація поживного середовища для виpoщувaння 

iнoкуляту в iнoкулятopi oб’ємoм 10 л 

Розрахунок необхідних кількостей компонентів для приготування 5,94 л 

середовища для вирощування посівного матеріалу в колбах на качалках наведений у 

табл.5.2 ( розділ 5). 

ДР 4.2.1. Приготування і стерилізація композиції А 

На технічних вагах у попередньо відтарованій склянці об'ємом 250 мл зважують 

компоненти поживного середовища: 17,8 г солодового екстракту, 17,8 г дріжджового 

екстракту, 29,7 г глюкози та 59,4 г пептону. Для попереднього розчинення 

компонентів їх поміщають у стерильну колбу об'ємом 1 л, додають 0,5 л води (із 

загального об'єму) і розмішують до повного розчинення. Потім отриманий розчин 

перекачують самоплином у інокулятор об'ємом 10 л (І-8), додають 4,1 л решти води 

та стерилізують при 112 °C протягом 30 хв, подаючи гостру пару і глуху пару в 

сорочку інокулятора. Далі додають 6%-й розчин HCl (від ДР 3.1.) до досягнення pH 

4.4. 

ДР 4.3. Приготування і стерилізація поживного середовища для виpoщувaння 

iнoкуляту в iнoкулятopi oб’ємoм 100 л 

Розрахунок необхідних кількостей компонентів для приготування 54 л 

середовища для вирощування посівного матеріалу в колбах на качалках наведений у 

табл.5.3 ( розділ 5). 

ДР 4.3.1. Приготування і стерилізація композиції А 

Нa технiчних вaгaх звaжують 162 г солодового екстракту; 162 г дріжджового 

екстракту; 270 г глюкози i 540 г пептону.  

Для попереднього розчинення компонентів нaвaжку пoмiщaють в реактор 

об’ємом 10 л (Р-10) та додають 7 л питної води із загального об’єму, включають 

мішалку для повного розчинення компонентів. Отриманий розчин перекачують 

перестальтичним насосом (Н-11) в інокулятор об’ємом 100 л (І-12) після чого додають 

залишок води та стерилізують при 112 °С, 30 хв  з одночасною подачею гострої пари 

і глухої пари у сорочку інокулятора та додають 6%-й розчин HCl (від ДР 3.2.) до 

досягнення pH 4.4. 



64 
 

ДР 4.4. Приготування і стерилізація поживного середовища для виpoщувaння 

iнoкуляту в iнoкулятopi oб’ємoм 1 м3 

Розрахунок необхідних кількостей компонентів для приготування 500 л 

середовища для вирощування посівного матеріалу в колбах на качалках наведений у 

табл.5.4 ( розділ 5). 

ДР 4.4.1. Приготування і стерилізація композиції А 

Нa технiчних вaгaх звaжують 1500 г солодового екстракту; 1500 г дріжджового 

екстракту; 2500 г глюкози i 5000 г пептону. Для попереднього розчинення 

компонентів нaвaжку пoмiщaють в реактор об’ємом 500 л (Р-14) та додають 383 л 

питної води за допомогою лічильника води (Л-15) із загального об’єму, включають 

мішалку для повного розчинення компонентів. Отриманий розчин перекачують 

мембранним насосом (Н-16) у ферментер об’ємом 1 м3  (ФР-17) та стерилізують при 

112 °С, 30 хв  з одночасною подачею гострої пари і глухої пари у сорочку ферментера 

та додають 6%-й розчин HCl (від ДР 3.1.1) до досягнення pH 4.4. 

ДР 4.4.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

У стерильних умовах потрібно приготувати розчин SDS, який являється 

стимулятором біосинтезу кілер-токсинів. Нa технiчних вaгaх у попередньо 

відтарованій колбі об’ємом 2 л,  потрібно зважити 1000 гр натрій додецилсульфат. 

Для попереднього розчинення нaвaжку  пoмiщають в стерильний реактор об’ємом 10 

л (Р-19) та додають 7,7 л питної води, із загального об’єму, та розмішують до повного 

розчинення.  

ТП 5. Підготовка посівного матеріалу  

ТП 5.1. Підтримання колекційної культури 

Колекційну культуру Torulaspora delbrueckii зберігають у пробірках зі 

скошеним агаром на основі дріжджового екстракту за температури 4 °С у 

холодильнику. Пересіви здійснюють кожні 3–4 місяці. Всі роботи з колекційною 

культурою проводяться строго в асептичних умовах. 

ТП 5.2. Oдеpжaння poбoчoї культуpи 

Колекційну культуру Torulaspora delbrueckii, що зберігається у пробірках з 

вказаним середовищем (ТП 5.1), poзciвaють петлею нa чaшки Петpi з дріжджово-
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пептон-декстрозним агаром для одержання ізольованих колоній. Вирощують в 

теpмocтaтi пpи температурі 30℃ та зберігають при 4℃ до потреби. 

ТП 5.3. Вирощування інокуляту у пробірках на агаризованих середовищах 

Отримані ізольовані колонії Torulaspora delbrueckii із чашок Петрі (від ТП 5.2) 

пеpеciвaють петлею в пpoбipки зi cкoшеним дріжджово-пептон-декстрозним 

агаризованим cеpедoвищем (одна ізольована колонія використовується для засіву 

однієї пробірки). Тривалість культивування становить 72  год при температурі 30 ℃. 

ТП 5.4. Вирощування посівного матеріалу в колбах на качалках 

В асептичних умовах у колбу об’ємом 1 л зі стерильною композицією А (від ДР 

4.1.1) додають стерильний  6%-й розчин HCl (від ДР 3.1), доводячи pH середовища 

до 4,4. Розчин перемішують і розливають по 132 мл у 5 стерильних качалочних колб 

об’ємом 750 мл.  

У пробірку з робочою культурою  Torulaspora delbrueckii (від ТП 5.3) вносять 5 

мл фізіологічного розчину, суспендують клітини, відбирають стерильною піпеткою 

одержану суспензію дріжджів і вносять у качалочні колби із поживним середовищем 

та зaкpивaють вaтнo-мapлевим корком. Одну пробірку із суспензією клітин 

використовують для засіву однієї колби.  

Культивують на качалках (150 об/хв) при температурі 30℃ упродовж 48 год, 

після чого здійснюють мікробіологічний контроль та визначають концентрацію 

біомаси за оптичною густиною. 

ТП 5.5. Вирощування в інокуляторі об’ємом 10 л 

У інокулятор (І-8) об’ємом 10 л з композицією А (від ДР 4.2.1) додають 

титpувaльний 6%-й розчин HCl (від ДР 3.1), доводячи pH середовища до 4,4. Після 

підкислення середовища, через засівну колбу вносять посівний матеріал (від ТП 5.4)  

Культивують при температурі 30℃ упродовж 48 год.  

 З пеpioдичністю (кoжнi 8 гoд) вiдбиpaють пpoбу культуpaльнoї piдини для 

мiкpoбioлoгiчнoгo кoнтpoлю та визначення концентрації біомаси, джерел вуглецевого 

і азотного живлення. 

ТП 5.6. Вирощування в інокуляторі об’ємом 100 л 
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У інокулятор (І-12) об’ємом 100 л з композицією А (від ДР 4.3.1) додають 

титpувaльний  6%-й розчин HCl (від ДР 2.2), доводячи pH середовища до 4,4. 

Через трубу перетискування подають з інокулятора (І-12) посівний матеріал 

(від ТП 5.5). Культивують при температурі 30℃ упродовж 48 год  Кожні 7-8 год 

відбирають пробу і здійснюють мікробіологічний контроль та визначають 

концентрацію біомаси, джерел вуглецевого та азотного живлення. 

ТП 6. Виpoбничий бiocинтез 

ТП 6.1. Виpoщувaння культуpи в феpментеpi oб’ємoм 1 м3 

У виробничий ферментер (ФР-17) об’ємом 1 м3 з композицією А (від ДР 4.4.1), 

додають запасний  6%-й розчин HCl (від ДР 3.3), доводячи pH середовища до 4,4. 

Через трубу перетискування подають з інокулятора (І-12) посівний матеріал (від ТП 

5.6). Після 4-ох годин культивування за допомогою перестальтичного насосу (Н-20) 

додають композицію Б з реактора (Р-19), яка являється стимулятором біосинтезу 

кілер-токсинів. Після чого культивують при температурі 30℃ упродовж 72 год. 

Підтримання рО2 на заданому рівні здійснюють регулюванням швидкості 

перемішування і рівня аерації (витрати стерильного аераційного повітря). 

ЗВ 7. Знешкодження відходів 

Застосування очисної споруди СПБ 6 (PROMTEHVOD, Україна)  для 

знешкодження стічних вод від промислового виробництва (від ДР 1.2.1, ДР 1.2.2, ДР 

1.3.1), побутових та атмосферних. Очищену воду спускають в каналізацію. 

Використання головних фільтрів, що йдуть у комплекті з інокуляторами (І-80, 

І-12) та ферментером (Фр-17). для очищення відпрацьованого повітря.  

Очищене повітря потрапляє в атмосферу. 

Знешкодження біомаси, твердих відходів на фільтрах, непридатних хімічних 

реактивів та інших відходів. 
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РОЗДІЛ 8. КОНТРОЛЬ ВИРОБНИЦТВА 

Культивування дріжджів проходить в асептичних умовах, і з цього можна 

зробити висновок і сказати, що є необхідність у проведені мікробіологічного 

контролю на усіх етапах промислового виробництва, щоб переконатися у 

відсутності контамінатів. Впродовж культивування мікроорганізму кожні 8 години 

відбирають пробу культуральної рідини для мікробіологічного контролю 

поживних середовищ, посівного матеріалу, а також визначають концентрацію 

біомаси, джерела вуглецю та азоту у середовищі. 

Відібрані ізоляти субкультивували методом штрихової пластини на чашках з 

Дріжджовим манітоловим агаром (YMA) та інкубували при 30 °C протягом 48 

годин, щоб перевірити їхню чистоту. 

 Підготовка вихідних культур: вихідні культури готували наступними 

способом: 

 Очищені ізоляти, які підлягали заморожуванню, вирощували протягом 

приблизно 24 годин в 1 мл PDB (бульйону картопляної декстрози) у флаконі 

об’ємом 5 мл перед додаванням 400 мкл 60% розчину гліцерину у воді. Потім ці 

флакони добре струшували, щоб перемішати, а потім зберігали при -20 °C. 

8.1 Ідентифікація ізолятів дріжджів 

 Ідентифікацію дріжджів до видового рівня проводили на основі стандартних 

культуральних, морфологічних і фізіолого-біохімічних тестів.  

 Культуральні характеристики ізолятів дріжджів проводили шляхом 

штрихового культивування ізолятів на чашках YMA та інкубували при 30 °C 

протягом 48 годин, а потім спостерігали за такими характеристиками колоній: 

 Форма: форми ізольованих колоній були зареєстровані як круглі або 

неправильні. 

     

НУХТ БТЕК 04.02.36 КР ПЗ      

Зм Арк. № документа Підпис Дата 
Розробник Гафійчук А.Р.   

РОЗДІЛ 8. КОНТРОЛЬ 
ВИРОБНИЦТВА 

Літера Аркуш Аркушів 
Керівник Красінько В.О.      67 12 

Н. контр    

Кафедра БТМ Консульт    

Зав. каф. Стабніков В.П.   



68 
 

 

 Колір: колір був зафіксований як кремовий, кремово-білий або білий. 

 Край: край ізольованих колоній був зареєстрований як цілий, зубчастий, 

лопатевий або хвилястий. 

 Непрозорість: непрозорість ізольованих колоній реєстрували як 

непрозору, напівпрозору або прозору. 

 Підйом: підйом реєструвався як піднятий, опуклий або пупковий. 

 Поверхня: Поверхня була записана як шорстка або гладка. 

 Консистенція: консистенцію зареєстровано як в’язку [38]. 

8.2 Морфологічна характеристика 

 Для визначення морфології дріжджових клітин і типу розмноження культури 

досліджували мікроскопічно. Вегетативні клітини спостерігали після 3 днів інкубації 

при 30 °C у середовищі YMA. Після чогодані клітини субкультивували щомісяця для 

перевірки життєздатності [39]. 

 Після фарбування метиленовим синім за Леффлером і фарбування за Грамом 

клітини спостерігали під складним мікроскопом для морфологічного дослідження 

цих дріжджових ізолятів, де вегетативні клітини Torulaspora delbrueckii  виглядають 

як грам- позитивні клітини (фіолетовий) (Рис. 8.1). 

 

Рис. 8.1  Мікроскопічні фотографії ізолятів дріжджів 

8.3 Біохімічна характеристика 

 Біохімічні методи визначення характеристик базуються на використанні 

джерел вуглецю та азоту. Здатність штамів утилізувати глюкозу, фруктозу, сахарозу, 

мальтозу, галактозу, лактозу та етанол як єдине джерело вуглецю.  
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8.4 Ферментація вуглеводів 

 Бромкрезоловий пурпурний вуглеводний (2%) ферментаційний бульйон 

(триптон 10 г, NaCl 5 г, дріжджовий екстракт 5 г, бромкрезоловий пурпурний 1% 

розчин 2,5 мл на літр) готували шляхом додавання всіх інгредієнтів (крім індикатора) 

до деіонізованої води та розчиняли на пару. Після охолодження pH доводили до 7,2 і 

додавали індикатор. Пізніше 5–10 мл цього середовища розподіляли в пробірки з 

гвинтовими кришками і стерилізували в автоклаві. Після охолодження при кімнатній 

температурі їх засівали 48-годинною свіжою культурою ізолятів дріжджів за 

допомогою стерильної петлі та інкубували при 30 °C і досліджували щодня протягом 

5 днів. Швидка зміна (протягом 2 днів) кольору з фіолетового на жовтий вказувала на 

позитивний результат, відсутність змін вказувала на негативний результат, а повільна 

зміна вказувала як слабку. Дві неінокульовані пробірки зберігалися як негативний 

контроль. 

8.5 Методи визначення концентрації життєздатних клітин дріжджів 

Цитометрія є одним з ефективних методів визначення життєздатності клітин. 

Для цього часто використовують проточний цитометр, який дозволяє аналізувати 

фізичні та хімічні характеристики клітин у суспензії. Цей метод дозволить точно 

визначати життєздатність клітин і розрізняти живі і мертві клітини за допомогою 

проточного цитометра. 

Для визначення концентрації нежиттєздатних клітин застосувують 

флуоресцентний барвник, оксонол (PI), який забарвлює нежиттєздатні клітини, та був 

визнаний точним показником життєздатності дріжджових клітин. Аналіз дріжджів, 

пофарбованих оксонолом, можна проводити за допомогою проточного цитометра. 

•  Мембрани життєздатних клітин непроникні для PI, тому такі клітини 

залишаються нефлуоресцентними. 

• Мембрана мертвих клітини дозволяє PI проникнути в клітину та 

зв'язатися з ДНК, в результаті чого клітини світяться червоним світлом під 

ультрафіолетовим. 

Флуоресцеїн діацетат (FDA) – це флуоресцентний барвник, який проникає в 

живі клітини і метаболізується до флуоресцеїну, що свічиться зеленим. 
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Живі клітини гідролізують FDA до флуоресцеїну, який накопичується в клітині 

і світиться зеленим. 

Мертві клітини не мають активних естераз, тому не відбувається гідролізу FDA 

і клітини залишаються нефлуоресцентними. 

Ці два барвники часто використовуються разом для одночасного визначення 

життєздатності та мертвих клітин в одному зразку. 

• Живі клітини: Світяться зеленим. 

• Мертві клітини: Світяться червоним. 

Таким чином, цей метод дозволяє швидко та точно визначити життєздатність 

клітин за допомогою проточної цитометрії, використовуючи комбінацію 

флуоресцентних  барвників [41]. 

8.6 Метод визначення вологості в сухих дріжджах діелектричним методом 

Принцип методу базується на вимірюванні діелектричних властивостей зразка, 

які змінюються залежно від вмісту вологи. Вода має високий діелектричний 

постійний, тому зміна діелектричної проникності зразка дозволяє визначити 

вологість [42]. 

Переваги: 

• Швидкість аналізу (вимірювання триває кілька секунд або хвилин). 

• Можливість безперервного контролю вологості в процесах виробництва. 

Недоліки: 

• Необхідність ретельного калібрування для кожного типу зразка. 

• Може потребувати спеціального обладнання. 

8.7 Мікробіологічний контроль стерильності поживних середовищ 

Підготовка чашок Петрі: У попередньо стерилізовані в сухожаровій шафі 

чашки Петрі наливають по 20-30 мл агаризованого середовища: сусло-агар (СА) 

для виявлення грибів та дріжджів і м’ясо-пептонний агар (МПА) для виявлення 

бактерій. Потім чашки залишають на рівній поверхні для рівномірного застигання 

агару і витримують при температурі 30°C протягом 2-3 діб, розташувавши їх 

кришками донизу. 

Виконання посівів: Стерилізованою піпеткою відбирають 0,1 мл проби 
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простерилізованого середовища і наносять на поверхню відповідного культурного 

середовища. Проби рівномірно розподіляють стерильним шпателем. Чашки з 

посівами загортають у папір і поміщають в термостат для інкубації: для МПА при 

температурі 32-34°C протягом 1-2 діб, а для СА при температурі 24-26°C протягом 

3-5 діб. 

Також необхідно візуально перевірити відсутність ознак росту мікроорганізмів 

на поверхні поживних середовищ. Якщо не виявлено жодних ознак росту, це свідчить 

про стерильність середовищ [42]. 

8.8. Мікробіологічний контроль чистоти культури 

Контроль чистоти культури здійснюється шляхом прямого висіву посівного 

матеріалу та культуральної рідини на агаризовані поживні середовища, а також 

мікроскопіюванням мікроорганізмів окремих колоній, що виросли після інкубації в 

термостаті. Паралельно проводиться мікроскопіювання зразків культуральної рідини 

для експрес-діагностики. 

Прямий висів проводиться для виявлення сторонньої мікробіоти: культуральну 

рідину висівають на попередньо стерилізовані чашки Петрі з сусло-агаром (СА) для 

виявлення досліджуваних дріжджів Torulaspora delbrueckii та з м’ясо-пептонним 

агаром (МПА) для виявлення сторонньої мікробіоти у вигляді бактерій. Чашки 

інкубують при температурі 28-30°C протягом 72 годин. Після цього чашки Петрі 

перевіряють на наявність сторонньої мікробіоти. За відсутності сторонньої 

мікробіоти на сусло-агарі можна спостерігати колонії Torulaspora delbrueckii 

діаметром від 1 до 3 мм, які зазвичай мають округлу або овальну форму, білого, 

кремового або жовтого кольору, і можуть бути гладкими або мати невеликі зубці по 

краях (рис. 8.2). 
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Рис. 8.2. Колонії дріжджів  Torulaspora delbruecki, вирощених на сусло-агарі 

[43]. 

Мікроскопіювання здійснюють з використанням препаратів «роздавлена 

крапля». Препарат потрібно готувати на предметному склі, яке попередньо 

знежирюють. Після нанесення на скло невеличкої краплі культуральної рідини, його 

покривають накривним скельцем і мікроскопіюють з об‘єктивом x40. За відсутності 

у зразку сторонньої мікробіоти під час мікроскопіювання можна побачити клітини 

Torulaspora delbruecki (рис.8.3). діаметром 2–4 мкм сферичні з гладкою або 

бородавчастою клітинною стінкою  [17]. 

 

Рис. 8.3. Мікрофотографії клітин Torulaspora delbruecki, зроблені за 

допомогою мікроскопа Nikon Eclipse 600 з об’єктивом 60×. 

8.9 Якісний метод визначення кіллер-токсина (QLM) 

Оцінку чутливості кілер токсину проводили наступним чином: чашки Петрі із 

середовищем YEPD-M*  засіюють тестововю культурою чутливих дріжджів та 

наносять товсті мазки культуральної рідини та інкубували при 18 ± 2 °C протягом 48-

72 годин. Цільовий ізолят дріжджів на газоні був визначений як чутливий, коли 

спостерігалася чітка зона пригнічення росту навколо смуг культур-убивць. Аналізи 

проводили в двох повторах [44]. 

YEPD-MB* - дріжджовий екстракт 1 г/л, солодовий екстракт 3 г/л, глюкоза 20 г/л, пептон 2 

г/л, агар 20 г/л, метиленовий синій 0,003, 0,5 М фосфат-цитратом при рН 4,6.  
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8.10. Визначення концентрації джерела вуглецю 

Концентрацію глюкози визначають в чистій від мікроорганізмів культуральній 

рідині. Для одержання супернатанту культуральну рідину (100 мл) потрібно 

процентрифугувати протягом 20 хв при 3000 об/хв для видалення біомаси. 

Визначення проводять глюкозооксидазним методом.  

Принцип методу полягає в наступному: під дією ферменту глюкозооксидази 

глюкоза окислюється киснем з повітря, утворюючи перекис водню. Перекис водню, 

взаємодіючи з ферментом пероксидазою, окиснює ортотолідин, утворюючи 

забарвлену сполуку. Інтенсивність забарвлення прямо пропорційна кількості глюкози 

в супернатанті. 

Робочий реактив: в ацетатному буфері (80 мл) розчиняють глюкозооксидазу (2 

мг) та пероксидазу (1 мг), потім додають 1%-ний розчин ортотолідину (1 мл), 

перемішують і доводять об'єм буферним розчином до 100 мл.   

До супернатанту (1 мл) додають робочий реактив (3 мл) і обережно 

перемішують. Поступово починає з’являтись забарвлення, яке при кімнатній 

температурі досягає максимуму через 13-15 хв. Фотометрують при довжині хвилі 625 

нм проти контрольного розчину (замість культуральної рідини містить фізіологічний 

розчин).  

Розрахунок проводять за калібрувальним графіком, на одній осі якого 

відкладено концентрацію глюкози (ммоль/л), а на іншій – величину екстинкції [45]. 

8.11 Визначення концентрації джерела азоту. 

Джерелами азоту в середовищі для культивування Torulaspora delbrueckii є 

пептон, що містить амінний азот. Для визначення амінного азоту використовується 

метод формольного титрування. Цей метод базується на блокуванні формальдегідом 

вільних аміногруп амінокислот, після чого визначається кількість титрувального 

розчину, який витрачено на нейтралізацію карбоксильних груп (кількість яких 

пропорційна кількості амінних груп). Початок і кінець титрування визначається 

потенціометрично.  

Необхідні реактиви: 

 0,1 н розчин гідроксиду натрію або соляної кислоти (0,1 моль/л)  
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 Формалін (40% розчин формальдегіду)  

 10% розчин гідроксиду натрію  

Методика проведення:  

 Підготувати культуральну рідину шляхом фільтрування для отримання 

безклітинного розчину.  

 В колбу об’ємом 50 мл налити 10 мл отриманого фільтрату і довести 

об’єм водою до 20 мл.  

 Помістити електроди потенціометра в отриманий розчин, довести Рн до 

7,0, додаючи 0,1 н NaOH або 0,1 н HCl.  

 Додати до нейтралізованого розчину 2 мл нейтрального формаліну (його 

Рн довести до 7,0 за допомогою 10% розчину NaOH), перемішати і, не виймаючи 

електроди, титрувати розчином 0,1 н NaOH до Рн 9,1.  

Вміст амінного азоту в культуральній рідині визначають за допомогою 

спеціальної формули 

Х =
𝑉 × 𝐾 ×1,4 

𝐶
  , мг 

де, V – це кількість розчину 0,1 н NaОН, яка пішла на титрування розчину, мл;  

К – це поправка до титру розчину натрію гідроксиду (0,1 моль/л);  

1,4 – це кількість амінного азоту в мг, еквівалентне 1 мл розчину натріюгідроксиду 

(0,1 моль/л); 

 С – це кількість досліджуваного розчину, мл [46,47]. 
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8.12 Карта постадійного контролю біосинтезу кіллер токсинів 

Таблиця 8.1 

Карта контрольних точок виробництва кілер-токсинів. 

Номер 

контрольної 

точки та назва 

стадії 

Об’єкт 

контролю та 

показник, що 

визначається 

Засоби та 

методи 

контролю 

Періодичність 

перевірки та відбору 

проб 

Нормативні 

значення 

показника 

1 2 3 4 5 

Кт 2.1 

Забір 

атмосферного 

повітря 

Повітрозабірник 

 

Висота забору 

повітря 

 

- 

 

- 

 

Н = 11 м 

Кт 2.2 

Попереднє 

очищення повітря 

від грубих часток 

Очищене повітря 

 

Ступінь очищення 

повітря після 

фільтра, перепад 

тисків 

Технічний 

манометр, 

перевірка ступеня 

очищення згідно 

паспорту фільтра 

Після очистки повітря у 

фільтрі грубого 

очищення 

Е = 85%, тиск 

згідно 

паспорту 

Кт 2.3 

Стиснення 

повітря 

Стиснене 

повітря 

 

Температура, тиск 

Технічний 

манометр, 

термометр 

Після компресування 

повітря 

Р = 0,35 Мпа, 

t = 120-200 ºС 

Кт 2.4 

Охолодження 

повітря і 

видалення зайвої 

вологи 

Охолоджене 

повітря 

 

Температура, 

вологість 

Технічний 

термометр, 

психрометр 

Після охолодження та 

видалення вологи 

t = 25-30 ºС, 

W = 60-70% 

Кт 2.5 

Нагрівання 

повітря 

Нагріте повітря 

 

Температура 

Технічний 

термометр 

Після нагрівання 

повітря 
t = 45-50 ºС 

Кт 2.6 

Очищення 

повітря у 

головному 

фільтрі 

Очищене повітря 

 

Ступінь очищення 

повітря після 

фільтра, перепад 

тисків 

Технічний 

манометр, 

перевірка ступеня 

очищення згідно 

паспорту фільтра 

Після очистки повітря у 

фільтрі головного 

очищення 

Е = 95%, тиск 

згідно 

паспорту 

Кт, Км 2.7 

Очищення 

повітря в 

індивідуальному 

фільтрі 

Очищене повітря 

 

Ступінь очищення 

повітря після 

фільтра, 

мікробіологічна 

чистота 

Перевірка 

ступеню 

очищення повітря 

згідно паспорту 

фільтра, 

мікробіологічний 

контроль 

Після очистки повітря у 

фільтрі індивідуального 

очищення 

Е = 99,999%, 

 

Кх 3.1, 3.2, 3.3 

Приготування 

стерильного 6% 

розчину хлоридної 

кислоти 

 

 

Розчин соляної 

кислоти 

 

Концентрація 

 

 

 

Фізико-хімічний 

метод 

 

 

 

Після приготування 

розчину 

 

 

 

С = 6% 
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Продовження Таблиця 8.1 

Кт, Км 4.1.1 

Приготування і 

стерилізація 

поживного 

середовища для 

виpoщувaння 

iнoкуляту в 

кoлбaх нa 

кaчaлкaх 

 

 Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

 

 

 

Композиція А 

 

Стерильність, 

температура, час 

 

 

 

 

Годинник, 

термометр, 

мікробіологічний 

контроль 

 

 

Температура  

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль після 

стерилізації 

 

 

 

 

t = 112℃,  

 = 30 хв,  

відсутність 

мікробіоти 

 

Кт, Км 4.2.1 

Приготування і 

стерилізація 

поживного 

середовища для 

виpoщувaння 

iнoкуляту в 

iнoкулятopi 

oб’ємoм 10 л 

 

Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

 

 

 

 

 

Композиція А 

 

Стерильність, 

температура, час 

 

 

 

 

Годинник, 

термометр, 

мікробіологічний 

контроль 

 

Температура  

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль після 

стерилізації 

 

 

 

 

t = 112℃, 

 = 30 хв,  

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 4.3.1 

Приготування і 

стерилізація 

поживного 

середовища для 

виpoщувaння 

iнoкуляту в 

iнoкулятopi 

oб’ємoм 100 л 

 

Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

 

 

 

Композиція А 

 

Стерильність, 

температура, час 

 

 

Годинник, 

термометр, 

мікробіологічний 

контроль 

 

 

 

Температура  

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль після 

стерилізації 

 

 

t = 112℃, 

 = 30 хв,  

відсутність 

мікробіоти 
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Продовження Таблиця 8.1 

Кт, Км 4.4.1. 

Приготування і 

стерилізація 

поживного 

середовища для 

виpoщувaння 

iнoкуляту в 

iнoкулятopi 

oб’ємoм 1 м3 

 

Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

 

Композиція А 

 

Стерильність, 

температура, час 

Годинник, 

термометр, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура  

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль після 

стерилізації 

t = 112℃, 

 = 30 хв, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 5.1 

Підтримання 

колекційної 

культури 

Робоча культура 

Torulaspora 

delbrueckii 

 

Температура, час, 

мікробіологічна 

чистота культури 

Холодильник, 

термомерт, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура  

визначається 

безперервно, 

мікробіологічний 

контроль  

t = 4℃,  

 = 3-4 місяці 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 

Кт, Км 5.2 

Oдеpжaння 

poбoчoї культуpи 

Робоча культура 

Torulaspora 

delbrueckii 

 

Температура, час, 

мікробіологічна 

чистота культури 

 

Термостат, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура  

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль здійснюється 

після 

вирощування культури 

t = 30℃,  

 = 72 год 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 5.3 

Вирощування 

інокуляту у 

пробірках на 

агаризованих 

середовищах 

Робоча культура 

Torulaspora 

delbrueckii 

 

Температура, час, 

мікробіологічна 

чистота культури 

 

Термостат, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура  

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль здійснюється 

після 

вирощування культури 

t = 30℃,  

 = 72 год 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Кх, Км 5.4 

Вирощування 

посівного 

матеріалу в 

колбах на 

качалках 

Посівний 

матеріал 

 

Температура, час, 

рівень рН, 

швидкість 

перемішування, 

мікробіологічна 

чистота культури 

Термометр,  

рН- метр, 

годинник, 

тахометр, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура та 

швидкість обертання, 
рівень рН, 

контролюються 

увесь час впродовж  

вирощування.  

Мікробіологічний 

контроль здійснюються 

після культивування 

t = 30℃,  

 = 48 год, 

W = 150 об/хв, 

pH = 4,4, 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 
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Продовження Таблиця 8.1 

Кт, Км, Кх 5.5 

Вирощування в 

інокуляторі 

об’ємом 10 л 

Посівний 

матеріал 

 

Температура, час, 

рівень рН, 

концентрація 

біомаси, 

мікробіологічна 

чистота культури 

Термометр,  

датчик рН, 

годинник, 

електронні ваги, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура, рівень 

рН, 

контролюються 

увесь час впродовж  

вирощування. 

Визначення 

концентрації біомаси та 

мікробіологічний 

контроль здійснюються 

кожні 8 год, після 

культивування 

t = 30℃,  

 = 48 год, 

pH = 4,4, 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 

 

Кт, Км, Кх 5.6 

Вирощування в 

інокуляторі 

об’ємом 100 л 

Посівний 

матеріал 

 

Температура, час, 

рівень рН, 

концентрація 

біомаси, 

мікробіологічна 

чистота культури 

Термометр,  

датчик рН, 

годинник, 

електронні ваги, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура, рівень 

рН, 

контролюються 

увесь час впродовж  

вирощування. 

Визначення 

концентрації біомаси та 

мікробіологічний 

контроль здійснюються 

кожні 8 год, після 

культивування 

t = 30℃,  

 = 48 год, 

pH = 4,4, 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 

 

Кт, Км, Кх 6.1 

Виpoщувaння 

культуpи в 

феpментеpi 

oб’ємoм 1 м3 

Культуральна 

рідина  
 

Температура, 

тривалість 

культивування, 
частота обертів 

мішалки, рівень 

рН, 

мікробіологічна 

чистота культури, 

концентрація 

кілер-токину 

Годинник, 

термометр 

технічний, 

технічний 

тахометр, датчик 

рН, електронні 

ваги, мембранні 

фільтри, чашки 

петрі, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура, рН, 

частота обертів 

мішалки 

контролюються 

автоматично впродовж 

усьго часу 

вирощування.  

Визначення 

концентрації кілер-

токсинів та 

мікробіологічний 

контроль здійснюються 

кожні 8 год і після 

культивування 

t = 30℃, 

 = 72 год, 

рН = 4,4, 

W = 150 об/хв, 

СКТ = 27 мг/л, 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 
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РОЗДІЛ 9. АНАЛІЗ ПЕРСПЕКТИВ ВПРОВАДЖЕННЯ СИСТЕМИ 

ЕКОЛОГІЗАЦІЇ ВИРОБНИЦТВА 

Відходи - це матеріали чи речовини, вони можуть бути органічними або 

неорганічними, включати в себе побутові сміття, відпрацьовані матеріали, рідини 

чи гази, і вимагають спеціальної обробки чи утилізації для зменшення негативного 

впливу на навколишнє середовище та здоров'я людини. 

9.1. Системи знешкодження рідких відходів 

Рідкі відходи під час біосинтезу кілер-токсинів Torulaspora delbrueckii 

складаються з: 

 відпрацьованих залишків мийних і дезінфікуючих засобів; 

 відпрацьованої води для ополіскування обладнання. 

 Також необхідно обрати режим очищення стічних вод (безперервним або 

періодичним). Вибір залежить від загальних витрат стічних вод. Загальні витрати 

розраховують за середніми витратами стічних вод, які в свою чергу 

розраховуються знаючи обʼєм стічних вод на масову одиницю продукції та добову 

потужність підприємства.  

 Нижче наведено відповідні розрахунки. 

9.1.1. Розрахунок орієнтовного обʼєму стічних вод 

 Залишки мийно-дезінфікуючих засобів. Відомо, що для миття та дезінфекції 

обладнання за допомогою мобільної циркуляційної СІР-мийки необхідно 

приготувати робочі розчини із розрахунку 20-30% від обʼєму обладнання. 

 Відповідно до специфікації обладнання з курсового проєкту, з ємкісного 

обладнання маємо: інокулятор І-8, реактор Р-10, інокулятор І-12, реактор Р-14, 

ферментер ФР-17, реактор Р-19. Таким чином, потрібно розрахувати геометричний 

обʼєм ємностей: 

     

НУХТ БТЕК 04.02.36 КР ПЗ      

Зм Арк. № документа Підпис Дата 
Розробник Гафійчук А.Р.   

РОЗДІЛ 9. АНАЛІЗ ПЕРСПЕКТИВ 
ВПРОВАДЖЕННЯ СИСТЕМИ 

ЕКОЛОГІЗАЦІЇ ВИРОБНИЦТВА  

Літера Аркуш Аркушів 
Керівник Красінько В.О.      79 7 

Н. контр    

Кафедра БТМ Консульт    

Зав. каф. Стабніков В.П.   
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V ємностей = V інокулятору 1-8 + V реактору P-10 + V інокулятору І-12 + V реактору P-14 + V ферментеру Фр-17 +  

V реактору P-19 = 

=  10 л + 10 л + 100 л + 500 л + 1000 л + 10 л = 1630 л 

 Тоді обʼєм мийно-дезінфікуючих засобів становитиме: 

V засобів = V ємностей × 0,2 = 1630 л х 0,2 = 326 л або 

V засобів = V ємностей × 0,3 = 1630 л × 0,3 = 489 л. 

 Приймаємо, що обʼєм відпрацьованих залишків засобів дорівнює обʼєму цих 

засобів, тобто 326 - 489 л. 

 Відпрацьована вода після ополіскування обладнання. Обʼєм води для 

ополіскування становить 20-30% від обʼєму ємнісного обладнання, так як і об’єм  

мийно-дезінфікуючого розчину. Як розраховано вище, даний параметр дорівнює 326 

- 489 л. 

 Таким чином, в сумі орієнтовна кількість стічних вод за один цикл виробництва 

становитиме: 489 л + 489 л = 978 л. 

 Орієнтовний обʼєм стічних вод на 1м3 супернатанту. Спочатку потрібно 

розрахувати приблизну кількість супернатанту, що утворюється за один виробничий 

цикл. Згідно з розрахунками курсової роботи, за один цикл отримуємо 500 л 

культуральної рідини з концентрацією абсолютно сухої біомаси 7,5 г/л. Після 

центрифугування біомаса не буде сухою, її вологість складатиме 70%. Таким чином, 

70% від 7,5 г/л становить 5,25 г/л (вологість біомаси), а концентрація вологої біомаси 

буде 12,75 г/л. Отже, у 500 л культуральної рідини вміст вологої біомаси становить 

6375 г. Оскільки основою культуральної рідини є вода, то 500 000 г - 6375 г = 493625 

г супернатанту, або 494 л. 

 Таким чином, за один виробничий цикл отримуємо 494 л супернатанту та 978 л 

стічних вод. Тоді на 1 м' супернатанту припадає 1979 л (1,98 м') стічних вод. 

9.1.2. Визначення середніх витрат стічних вод промислового підприємства 

Відповідно до ТЕО, річна потужність виробництва становить 72 кг дріжджів на 

рік. Беручи до уваги, що цільовий продукт синтезуються у кількості 7,5 г/л, можемо 

порахувати кількість культуральної рідини:   

Nкульт.рідини = 72 / 7,5 = 96000 л 
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За врахуванням кількості циклів на рік, що становить 8, можемо порахувати, що 

за рік вийде така кількість супернатанту:  

96000 – (494 * 27) = 39717 л = 82 662 л = 82,7 м3 

Враховуючи кількість трудоднів яка складає 45, можемо розрахувати добову 

потужність підприємства:  

82,7 / 117 = 0,71 м3 

Визначемо середні витрати виробничих стічних вод за зміну: 

QB = qB * n = 1,98 * 0,71 = 1,41 м3/доба,  

де qв - норма водовідведення в м3 на одиницю продукції, яку випускає 

підприємство;  

n - кількість одиниць продукції, що виробляється за зміну. 

Тепер ми можемо визначити середні витрати побутових стічних вод за зміну: 

Qп = qп * N = 0,025 * 7 = 0,175 м3/доба,  

де qп - норма відведення побутових стічних вод в м
3/зм на одного робітника. 

Приймаємо для холодних цехів – 0,025 м3/(зм/люд);  

N = 7 - кількість робітників, шт (змінний майстер, мікробіолог, технолог, 

прибиральник, 2 апаратчики, оператор). 

Перерахуємо знайдений показник на добу: 

Qп = (0,175*3*24)/8 = 1,58 м
3/доба, 

де, 8 - тривалість зміни, год;  

24- тривалість доби, год;  

3 - кількість змін на добу. 

Обраховуючи загальні витрати атмосферних стічних вод, можна дане значення 

орієнтовано прийняти у об’ємах у 5-30 разів менше ніж витрати побутових стічних 

вод. 

Qа = Qп / 5 = 0,175 / 7 = 0,025 м
3/доба 

Отже, загальні витрати стічних вод, що утворюються на підприємстві: 

Qдоба = QВ + Qп + Qа = 1,79 + 1,58 + 0,025 = 3,395 м
3/доба 
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9.1.3. Система очищення стічних вод 

Оскільки витрати стічних вод, за попередніми розрахунками, не перевищують 

100 м³/доба, їх доцільно очищати в періодичному режимі. Для нашого підприємства 

найкращим варіантом буде використання модульної очисної споруди «СПБО-6», 

призначеної для біологічного очищення господарсько-побутових і попередньо 

очищених виробничих стічних вод. Ця установка виготовлена в заводських умовах 

згідно з ТУ У 16458959-005-99 і являє собою металеву ємність зі спеціальним 

захисним покриттям.  

 Модульна станція «СПБО-6» (Рис. 9.1) технологічно виконана як аераційна 

установка, призначена для повного окислення з стабілізацією надлишкового мулу. У 

ній реалізована 6-ступінчаста технологія повного біологічного очищення стічних вод. 

(Рис. 9.1) Установка повної біологічної очистки стічних вод СПБО-6 

 I-а ступінь. Вузол регулювання подачі стічної рідини, яка надходить 

в модульну станцію «СПБО» 

З розподільної чаші по самопливному трубопроводу стічні води подаються на 

«СПБО-6», безпосередньо в камеру гасіння напору (вузол регулювання подачі води). 

За допомогою шибера встановлюється необхідний витрата стічних вод, що надходять 

на механічну очистку модуля «СПБО-6». Надлишок стічних вод по самопливному 

трубопроводу повертається в усереднювально-накопичувальний резервуар, тягнучи 

за собою повітря, завдяки чому здійснюється процес додаткової аерації стічної рідини 
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і її перемішування усереднювачі-накопичувачі, що запобігає загнивання стічної 

рідини і збільшує ефект очищення. 

 II-а ступінь. Механічне очищення 

Стічні води самопливом надходять на вузол механічного очищення стічних вод 

(сито-контейнер). В ситі затримуються механічні домішки, фракцією більш 5мм. 

Видалення затриманих забруднень з сита здійснюється по мірі накопичення 

забруднень вручну. 

 III‑ а ступінь. Аерація стічних вод і перемішування їх з активним мулом  

Далі стічні води потрапляють в зону аерації (можлива комплектація установки 

анаеробною зоною). Зона аерації модульної станції «СПБО-6» призначена для 

повного окислення забруднень. У цій зоні стічна рідина насичується киснем і 

перемішується з активним мулом за допомогою заглибного імпелерного 

електромеханічного аератора типу «ВМ», який підтримує високу концентрацію 

активного мулу без потреби в системах подачі і розподілу повітря. 

Додатково аераційна зона може бути обладнана об'ємно-блочним 

завантаженням, що інтенсифікує процес біологічного очищення та створює 

сприятливі умови для розвитку повільно зростаючих штамів мікроорганізмів – 

деструкторів важко окислюваних забруднень. Використання іммобілізованих 

мікроорганізмів підвищує надійність роботи очисних споруд, особливо при зміні 

витрати або складу стічних вод, що очищуються. 

 IV -я і V-я ступені. Освітлення стічних вод 

Освітлення стічних вод передбачено в двох камерах, перша з яких (IV-я ступінь) 

становить єдине ціле із зоною аерації. Стічна рідина протікає через обидві секції 

освітлення самопливом, при цьому обложений мул з першої камери повертається в 

зону аерації безперервно під дією гідродинамічних сил. Активний мул з другої камери 

освітлення (V-я ступінь) повертається в зону аерації безпосередньо за допомогою 

аератора.  

 VI-я ступінь. Попередня доочищення стічних вод 
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Очищена вода з другої камери освітлення самопливом надходить на фільтр 

доочистки, який самостійно промивається, з плаваючою зернистим завантаженням 

(VI-я ступінь) і  далі на випуск з модуля. 

 При відключенні електроенергії модуль «СПБО-6» працює як 

багатоступінчастий відстійник, забезпечуючи очищення стічних вод від зважених 

речовин, жирів і плаваючих забруднень  приблизно на 50%. При відновленні 

електропостачання установка переходить в нормальний режим роботи [48]. 

9.2. Система знещкодження газоподібних відходів 

Система знешкодження газоподібних відходів на біотехнологічному 

виробництві застосовує комплексний підхід до аналізу та ефективної обробки 

викидів. Газоподібні відходи, що утворюються в процесі виробництва, можуть 

містити різноманітні речовини та гази, тому їх знешкодження є критично важливим 

для забезпечення екологічної безпеки та відповідності стандартам. 

Утворення газоподібних відходів, що містять аерозоль клітин, у вигляді 

відпрацьованого повітря після аерації культуральної рідини на стадіях:  

- отримання посівного матеріалу в інокуляторі об’ємом 10 л 

- отримання посівного матеріалу в інокуляторі об’ємом 100 л 

- отримання посівного матеріалу у ферментері об’ємом 1000 л 

Розрахуємо об'єм відпрацьованого повітря, знаючи, що він приблизно дорівнює 

об'ємам аераційного повітря: 

Розрахуємо максимально необхідну кількість повітря для інокулятора на 10 л: 

V15 = Vгф * Кз = 0,010 * 0,6 = 0,006 * 2 = 0,012 м
3/хв = 0,72 м3/год. 

Розрахуємо максимально необхідну кількість повітря для інокулятора на 100 л: 

V100 = Vгф * Кз = 0,1 * 0,6 = 0,06 * 2 = 0,12 м
3/хв = 7,2 м3/год. 

Розрахуємо максимально необхідну кількість повітря для інокулятора на 1000 

л: 

V1000 = Vгф * Кз = 1 * 0,6 = 0,6 * 2 = 1,2 м
3/хв = 72 м3/год. 

Розрахуємо максимально необхідну загальну кількість повітря на цикл: 

Vзаг = V15 + V100 + V1000  = (0,72 + 7,2 + 72)*24 = 1918,1 м
3 
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Враховуючи невеликий обсяг газоподібних викидів (1918,1 м³) та той факт, що 

використовуване обладнання складається з лабораторних пілотних ферментерів з 

основними фільтрами, які очищають повітря перед його викидом в атмосферу, 

додаткове оснащення або встановлення систем очищення відпрацьованого повітря не 

є необхідним. 

9.3. Система знещкодження твердих відходів 

Тверді відходи на підприємстві:  

 біомаса Torulaspora delbrueckii після виробничого біосинтезу;  

  фільтри;  

 непридатні хімічні реактиви (реагенти, що залишаються після хімічних 

процесів, агаризовані середовища з чашок Петрі після мікробіологічного контролю, 

випадково розсипані солі при приготуванні поживних середовищ);  

 пакувальні матеріали (картон, полівінілхлорид, поліетилен);  

 скло (у результаті склобою лабораторного посуду);  

 використані ганчірки, засоби індивідуального захисту. 

Біомаса. Розрахуємо, скільки біомаси утвориться приблизно за один 

виробничий цикл. Згідно з попередніми розрахунками (див. пункт 9.1.1), очікується, 

що під час одного виробничого циклу утвориться близько 505 г вологої біомаси. Цю 

невелику кількість можна піддати інактивації в убійному автоклаві, а потім передати 

іншим підприємствам для виготовлення добрив. 

Непридатні хімічні реактиви. Їх слід зберігати окремо в спеціально відведеній 

і промаркованій шафі, а потім передавати спеціалізованим організаціям для 

утилізації. Агаризовані середовища з чашок Петрі з вирослими колоніями також слід 

інактивувати в убійному автоклаві.  

Пакувальні матеріали: рекомендується розділяти відходи, такі як макулатура, 

ПВХ, поліетилен, скло тощо, та складати їх у відповідні контейнери з кришками перед 

передачею на переробку у пункти прийому вторинної сировини. 

 Інші відходи. Вони мають бути зібрані в окремі контейнери з кришками 

(макулатура, ПВХ, поліетилен, скло і т.д.) та передані на переробку до пунктів 

прийому вторсировини  
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