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РЕФЕРАТ 

Кваліфікаційна робота присвячена розробці технологічної та апаратур-

ної схем біосинтезу тетрациклінового антибіотику откситетрацикліну 

Streptomyces rimosus sub sp. rimosus DSMZ 41439, який за умов росту на по-

живному середовищі, складовою якого є глюкоза, здатен синтезувати 1412 

мг/л даного антибіотику.  

Технологічна схема біосинтезу окситетрацикліну включає допоміжні 

роботи (підготовка повітря, приготування титрувальних розчинів соляної ки-

слоти та натрію гідроксиду, підготовка і стерилізація поживних середовищ) 

та технологічний процес (три стадії вирощування посівного матеріалу (у кол-

бах на качалках, в інокуляторах об’ємом 30 і 250 л) та біосинтез у ферментері 

об’ємом 2,5 м
3
 із коефіцієнтом заповнення 0,6.  

Кваліфікаційна складається зі вступу, десяти розділів, списку викорис-

таної літератури (72 найменувань), технологічної (формат А1, 1 аркуш, фор-

мат А2 1 аркуш) та апаратурної (формат А1, 1 аркуш) схем. Загальний обсяг 

роботи – 96 сторінок, 18 таблиць, 10 рисунків та 4 додатків. 

Ключові слова: окситетрациклін, Streptomyces rimosus DSMZ 41439, 

біосинтез, глюкоза, підживлювальний розчин, технологічна схема, апаратур-

на схема. 

  



5 

 

ЗМІСТ 

РЕФЕРАТ ......................................................................................................... 4 

ВСТУП ............................................................................................................. 7 

РОЗДІЛ 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ ........................ 9 

РОЗДІЛ 2. БІОЛОГІЧНИЙ АГЕНТ. ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ 

ТА ЙОГО ХАРАКТЕРИСТИКА ......................................................................... 12 

2.1. Вибір найпродуктивнішого біологічного агента. 

Обґрунтування оптимального складу середовища з метою його 

культивування .................................................................................................... 12 

2.2. Поживне середовище. Перевірочний розрахунок його складу ...... 17 

2.3. Морфолого-культуральні та фізіолого-біохімічні ознаки S. 

rimosus DSMZ 41439 .......................................................................................... 19 

2.4. S. rimosus DSMZ 41439 та його таксономічний статус ................... 20 

РОЗДІЛ 3. ТЕХНІКО-ЕКОНОМІЧНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ ..................... 22 

3.1. Потреба в окситетрацикліні у ветеринарному секторі 

України ................................................................................................................ 22 

3.2. потужність проектованого виробництва окситетрацикліну ........... 24 

РОЗДІЛ 4. БІОСИНТЕЗ ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ ..................................... 30 

4.1. Шляхи катаболізму глюкози у S. rimosus sub sp. rimosus 

DSMZ 41439 ........................................................................................................ 30 

4.2. Біотрансформація глюкози в окситетрациклін ................................ 32 

РОЗДІЛ 5. ВИБІР ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ ТА ЇЇ 

ОБҐРУНТУВАННЯ ............................................................................................... 35 

5.1. Тип ферментера та обґрутування способу культивування 

актиноміцетів у ньому ....................................................................................... 35 

5.2. Підготовка повітря. Основні етапи ................................................... 37 

5.3. Вибір мийних та дезінфікуючих засобів .......................................... 38 

5.4. Особливості підготовки та стерилізації поживного 

середовища.......................................................................................................... 43 

5.4.1. Вирощування інокуляту в колбах на качалках .......................... 44 



6 

 

5.4.2. Вирощування інокуляту в посівних апаратах ............................ 45 

5.4.3. Виробничий біосинтез у ферментаторі об’ємом 2,5 м
3
 ............ 48 

РОЗДІЛ 6. СПЕЦИФІКАЦІЯ ОБЛАДНАННЯ 

ДОФЕРМЕНТАЦІЙНИХ ПРОЦЕСІВ ТА ВИРОБНИЧОГО 

БІОСИНТЕЗУ ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ ............................................................. 50 

РОЗДІЛ 7. ОПИС ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ ВИРОБНИЦТВА 

ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ ....................................................................................... 54 

РОЗДІЛ 8. КОНТРОЛЬ ВИРОБНИЦТВА ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ ....... 64 

8.1. Мікробіологічний контроль ............................................................... 64 

8.2. Показники росту і синтезу цільового продукту .............................. 66 

8.2.1. Концентрація біомаси ...................................................................... 66 

8.2.2. Активність окситетрацикліну ......................................................... 66 

8.2.3. Визначення концентрації окситетрацикліну ................................. 69 

8.2.4. Концентрація джерела Карбону і Нітрогену ................................. 69 

РОЗДІЛ 9. АНАЛІЗ ПЕРСПЕКТИВ ВПРОВАДЖЕННЯ 

СИСТЕМИ ЕКОЛОГІЗАЦІЇ ВИРОБНИЦТВА .................................................. 74 

9.1. Характеристика рідких відходів виробництва 

окситетрацикліна ................................................................................................ 74 

9.1.1. Розрахунок об’ємів відходів ........................................................ 74 

9.1.2. Утилізація рідких відходів ........................................................... 75 

9.2. Характеристика газоподібних відходів виробництва 

антибіотику ......................................................................................................... 75 

9.2.1. Розрахунок об’ємів відходів ........................................................ 75 

9.2.2. Утилізація газоподібних відходів ............................................... 76 

9.3. Характеристика твердих відходів виробництва .............................. 77 

9.3.1. Розрахунок об’ємів відходів ........................................................ 77 

3.3.2. Утилізація твердих відходів ........................................................ 78 

РОЗДІЛ 10. АНАЛІЗ НОРМАТИВНО-ТЕХНІЧНОЇ 

ДОКУМЕНТАЦІЇ ТА НАУКОВОТЕХНІЧНОЇ ЛІТЕРАТУРИ ....................... 79 

Список використаної літератури ................................................................. 81 



7 

 

 

ВСТУП 

Більшість розроблених антибіотиків зобов'язані своїм існуванням мік-

робам. Антибіотики, ймовірно, були частиною мікробного світу протягом мі-

льйонів років. Резистентність до антибіотиків є серйозною проблемою в ме-

дицині, оскільки вона знижує ефективність лікування і може призводити до 

ускладнень та набуття хронічних інфекцій. Для подолання резистентності до 

антибіотиків важливо вживати раціональний підхід до використання антибіо-

тиків, здійснювати контроль за їх використанням і сприяти розвитку нових 

антибіотиків та альтернативних методів лікування інфекцій [1]. 

Тетрацикліни, які були відкриті в 1940-х роках, являють собою сімейс-

тво антибіотиків, які пригнічують синтез білка, запобігаючи приєднання амі-

ноацил-тРНК до рибосомного акцепторного (А) сайту. Тетрацикліни є аген-

тами широкого спектру дії, які проявляють активність проти широкого спек-

тру грампозитивних і грамнегативних бактерій, атипових мікроорганізмів, 

таких як хламідії, мікоплазми і рикетсії, і найпростіших паразитів. Сприятли-

ві протимікробні властивості цих засобів і відсутність серйозних побічних 

ефектів зумовили їх широке застосування в терапії захворювань людей і тва-

рин [1].  

Окситетрациклін – антибіотик, що належить до сімейства тетрациклі-

нів. Streptomyces rimosus є відомим промисловим виробником окситетрацик-

ліну і спочатку був виділений з ґрунту. Дійсно, більшість відомих мікробних 

продуцентів різних тетрациклінів є бактеріями. 

Актуальність теми. Технологія отримання окситетрацикліну із вико-

ристанням Streptomyces rimosus є достатньо вивченою, продуцент здаен до 

росту на відносно недорогих поживних середовищах та утворювати при цьо-

му високі концентрації антибіотику. В Україні окситетрациклін використо-

вують у ветеринарній медицині.  
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Лікування великої рогатої худоби, овець, кіз, свиней, собак та котів при 

захворюванях травного каналу, органів дихання, сечостатевої системи, шкі-

ри, що спричинені мікроорганізмами, чутливими до окситетрацикліну. На 

сьогодні, найуживанішою маркою виготовлення окситетрацикліну є «Invesa 

International, Іспанія» [2].  

Мастит – одна з найважливіших проблем молочного скотарства бага-

тьох країн світу. Збитки від маститу складаються більше, ніж з 12 категорій, 

серед яких провідне місце займають зниження продуктивності та погіршення 

технологічних якостей молока, підвищення витрат на діагностику та лікуван-

ня. Вихід із проблеми – впровадження виробництва антибіотику, зокрема ок-

ситетрацикліну. За даними досліджень, ринок ветеринарних препаратів в 

Україні становить близько 1 млрд доларів США на рік, а окситетрациклін є 

одним з найбільш продаваних антибіотиків у цьому сегменті. Однак ціна на 

окситетрациклін може стати визначним фактором для споживачів, виробни-

ків кормів та ветеринарних препаратів, оскільки впливає на ряд етапів, таких 

як постачання, конкуренція та регулювання цін [3]. 

Новизна роботи – використання актиноміцетного штаму S. rimosus sub 

sp. rimosus DSMZ 41439, який при рості на середовищі обраного складу син-

тезує найбільшу кількість окситетрацикліну (1412 мг/л) [3]. 
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РОЗДІЛ 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ 

Основним продуктом біосинтезу Streptomyces rimosus є окситетрацик-

лін. 

Окситетрациклін – це тетрациклін, який використовується для ліку-

вання інфекцій, спричинених різними грампозитивними та грамнегативними 

мікроорганізмами. За органолептичними показниками від блідо-жовтого до 

коричневого кольору кристалічний порошок. Він виконує роль антибактеріа-

льного препарату, інгібітора синтезу білка, протимікробного засобу, проти-

запального препарату та бактеріального метаболіту [5]. 

Хімічні властивості. Формула антибіотику - С22H24N2O9, структура 

молекули окситетрацикліну наведена на рис. 1.1.   

 

Рис. 1.1. Зображення хімічної структури окситетрацикліну [5].  

  

Зм Арк. № доку-

мента адо-

кумента 

Під-

пис 

Да

та 
Ар-

куш 9 

НУХТ БТЕК 04.03.36 КР ПЗ 
Розроб-

ник 

Афлатарли 

В.О. 
Керівник Воронцов 

О.О. 
Н. контр  
Кон-

сульт 

 
Зав. 

каф. 

Стабніков 

В.П. 

 

РОЗДІЛ 1. ХАРАК-

ТЕРИСТИКА ОКСИ-

ТЕТРАЦИКЛІНУ 

Літе-

ра 

Аркушів 

96 

Кафедра БТМ 



10 

 

Середня молекулярна маса окситетрацикліну дорівнює 460,4г/моль
-1  

 . 

Температура плавлення дорівнює 184,5°C, розчинність у воді - 313 мг/л (при 

25 °C), легко розчинний в алкоголі  при 25 °C. Щільність - 1,634 при 20 °C 

[6]. 

Сфери застосування. Антибіотик використовується у ветеринарній 

медицині та медицині, для лікування симптомів широкого спектру бактеріа-

льних інфекції [6]. 

Фармакокінетика. Швидко абсорбується після ін'єкції, і терапевтичні 

концентрації в крові і тканинах зберігаються від трьох до п'яти днів. Він лег-

ко проникає в більшість тканин організму, досягаючи високих концентрацій 

у печінці, жовчі, сечі, кістках і легких, а також дифундує через плаценту в 

кровотік плоду. У печінки концентрується і метаболізується окситетрациклін, 

який виводиться з жовчю і фекаліями, а також із сечею, де він залишається у 

своїй біологічно активній формі [8]. 

Синтез окситетрацикліну. Хімічний синтез антибіотика є непридат-

ним для промислового отримання, оскільки є багатоетапним (14-18). Крім то-

го, потребує великої кількості хімічних реактивів і є важким у виконанні. Бі-

отехнологічний синтез окситетракцикліну позбавлений наведених вище не-

доліків та дає змогу отримати стабільний антибіотик та є легким для реаліза-

ції у промислових умовах [9]. 

Виробники антибіотику. На даний момент представленні лише закор-

донні виробники окситетрацикліну, такі як : компанія «Anglopak»Англія, 

препарат Aglocycline,; компанія «Corsa Industries» Індонезія,препарат 

Corsamycin; компанія «Adcock Ingram Pharmaceuticals» Південна Африка, 

препарат Oxypan; компанія «Pfizer» США, препарат Terrados. Всі ці препара-

ти є аналогом окситетрацикліну, виділенного з streptomyces rimosus;[10] 
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Рис.1.2. Біосинтез окситетрацикліну [5]. 
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РОЗДІЛ 2. БІОЛОГІЧНИЙ АГЕНТ. ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТА 

ЙОГО ХАРАКТЕРИСТИКА 

2.1. Вибір найпродуктивнішого біологічного агента. Обґрунтування оп-

тимального складу середовища з метою його культивування 

Окситетрациклін був відкритий у 1950 році А.С. Фінлеєм який разом із 

Pfizer виділив цей антибіотик із Streptomyces rimosus (перша назва антибіоти-

ку–Терраміцин) [11].  

На сьогодні відомий лише один продуцент для синтезу окситетрацик-

ліну - Streptomyces rimosus. Даний біологічний агент є найбільш охарактери-

зованим промисловим стрептоміцетом, як продуцент окситетрацикліну та 

інших тетрациклінових антибіотиків [7]. 

Синтезувати даний антибіотик також можливо культивування S. 

rimosus спільно із Streptomyces noursei [10]. Дані дослідження показали, що 

ця комбінація є ефективною з точки зору виробництва окситетрацикліну, при 

цьому один із штамів-учасниць зміг домінувати над своїм партнером з само-

го початку культивування. Свої домінантні властивості зумів показати S. 

rimous. Але цей штам не зміг домінувати в спільній культурі, якщо він був 

введений у вигляді спор до вже розвиненої біомаси S. noursei. Результати по-

казали, що навіть надання переваги 24-годинному росту S.noursei не можна 

рекомендувати при культивуванні, що орієнтоване на отримання окситетра-

цикліну. 

Іншими науковцями було досліджено можливість використання S. 

rimosus DSMZ 41439 для отримання окситетрацикліну. Також встановлено 

оптимальну концентрацію глюкози для виробництва антибіотика, при вико-

ристанні напівпромислового біореактора (15 л) з використанням різних мож-

ливості введення піджвилювальних розчинів [4]. 
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Також, були зроблені спроби підвищити продукцію OTC після індуко-

ваного опроміненням мутагенезу S. rimosus CN08 за допомогою променів 

Co(60)-γ [7]. Після скринінгу на середовищі, що містить канаміцин, було 

отримано 125 колоній, що продукують OTC. Був відібраний один мутант під 

назвою S. rimosus γ-45, який синтезував найбільшу кількість антибіотика при 

твердофазному культивуванні. 

Узагальнюючу характеристику технологічних особливостей одержання 

окситетрацикліну із використанням різних продуцентів наведено у табл. 2.1. 

Відповідно до опрацьованої інформації можна зробити висновок, що най-

більш продуктивним культивуванням для синтезу окситетрацикліну є інду-

коване опромінення мутагенезу S. rimosus MKRABC 7490 мг/л. 
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Таблиця 2.1 

Особливості одержання окситетрацикліну різними продуцентами 

Продуцент 
Склад поживного середо-

вища, г/л 

Концентрація оксите-

трацикліну, мг/л 

Умови культиву-

вання 
Література 

S.rimosus ATCC 10970 

+ S.noursei ATCC 

11455 

Глюкозаза- 20, 

дріжджовий екстракт- 5, 

(NH4)2SO4 -3, 

KH2PO4 -2, 

K2HPO4 -1, 

MgSO4 7H2O - 0,5. 

10,3 

Тривалість культи-

вування 48 год, 

швидкість перемі-

шування 110 об/хв, 

при 28 °C та pH 7. 

Boruta T., Ścigaczewska A. Enhanced 

Oxytetracycline Production by 

Streptomyces rimosus in Submerged 

Co-Cultures with Streptomyces noursei. 

Molecules. 2021, 26 (19): 6036. doi: 

10.3390/molecules26196036. 

Streptomyces rimosus 

DSMZ 41439 

Глюкоза 31,0; 

 дріжджовий екстракт 5,0;  

(NH 4)2SO4 3,0;  

KH2PO4 2,0;  

K2HPO 4 , 1,0;  

MgSO4 7H2O, 0,5 

1412 

 

Тривалість культи-

вування 108 год, 

швидкість перемі-

шування 400 об/хв, 

при 28°C та pH 7. 

Elsayed E.A., Omar H.G., El-Enshasy 

H.A. Development of Fed-Batch 

Cultivation Strategy for Efficient 

Oxytetracycline Production by 

Streptomyces rimosus at Semi-

Industrial Scale. Agriculture, 

Agribusiness and Biotechnology Braz. 

arch. biol. technol. 2015, 58 (5): 

https://doi.org/10.1590/S1516-

89132015050184 

Streptomyces rimosus  

γ-45 

Пшеничні висівки – 40; 

Глюкоза – 10; 

(NH 4)2SO4 – 10.  

298 
Тривалість культи-

вування 5 днів, при 

pH 6.0 та 30°C 

Lazim H.. Slama N.. Mankai 

H.,Barkallah I.. Limam F. Enhancement 

of oxytetracycline production after 

gamma irradiation-induced mutagenesis 

of Streptomyces rimosus CN08 strain. 

World J Microbiol Biotechnol 2010, 26: 

1317–1322. DOI 10.1007/s11274-009-

0303-0. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Boruta+T&cauthor_id=34641580
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%C5%9Acigaczewska+A&cauthor_id=34641580
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Для розрахунку вартості поживних середовищ для культивування виб-

раних мікроорганізмів потрібно врахувати кількість та тип компонентів, не-

обхідних для складання поживного середовища, а також їх вартість. Крім то-

го, необхідно врахувати кількість та тривалість культивування мікроорганіз-

мів для визначення загальної кількості поживних середовищ, що будуть ви-

користовуватись. (табл. 2.2). 

Таблиця 2.2. 

Поживне середовище для культивування продуцентів окситетрацикліну 

та вартість компонентів 

Продуцент 
Компонент поживного се-

редовища, г/л 

Конце-

нтрація 

у ПС, 

г/л 

Вар-

тість 

компо- 

нента, 

грн/кг 

Ціна 

компонента 

(грн.) на 1 л 

середовища 

Джере-

ло ін-

фор-

мації 

S.rimosus ATCC 

10970 +S.noursei 

ATCC 11455 

Глюкоза 20 50 1 1 

Дріжджовий екстракт 5 1100 5,5 2 

(NH4)2SO4 3 60 0,18 3 

K2HPO4 1 150 0,15 4 

KH2PO4 2 107 0,22 5 

MgSO4*7H2O 0,5 35 0,018 6 

Вартість 1 л середовища 7,07 грн 

S. rimosus DSMZ 

41439 

Глюкоза  31 50 1,55 1 

дріжджовий екстракт 5 1100 5,5 2 

(NH 4)2SO4 3 60 0,18 3 

KH2PO4  2 107 0,22 5 

K2HPO 4  1 150 0,15 4 

MgSO4,7H2O  0,5  0,018 6 

Вартість 1 л середовища 7,6 грн 

S. rimosus γ-45 

Пшеничні висівки 40 6 0,24 7 

Глюкоза 10 50 0,5 1 

(NH 4)2SO4 10 60 0,6 3 

K3PO4 4 75 0,3 8 

Вартість 1 л середовища 1,64 грн 

Примітка. * – Ціни наведено станом на квітень 2022 р.  

1 – https://prom.ua/ua/p22960204-glyukoza-dekstroza-pischevaya.html?&primelead=Mg 

2 - https://prom.ua/ua/p1086437845-ekstrakt-drozhzhej.html  

https://prom.ua/ua/p22960204-glyukoza-dekstroza-pischevaya.html?&primelead=Mg
https://prom.ua/ua/p1086437845-ekstrakt-drozhzhej.html
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3 - https://prom.ua/ua/p1033366390-ammonij-sulfat-

proizvoditel.html?&primelead=MS41  

4 - https://prom.ua/ua/p260995616-kalij-fosfornokislyj-zameschennyj.html ¶ 

5 - https://prom.ua/ua/p94207740-kalij-fosfornokislyj-

zameschennyj.html?&primelead=MQ  

6 - https://prom.ua/ua/p1411961188-sulfat-magniya-mgso4.html  

7 - https://agro-ukraine.com/ru/trade/m-1154688/prodam-pshenichnye-otrubi/  

8 - https://prom.ua/ua/p1267047719-ortofosfat-kaliya.html  

Передивившись дані  наведені у табл. 2.2, середовище для культиву-

вання S. rimosus γ-45 є найдешевшим. Проте тривалість культивування дано-

го штаму є найбільшою, тому для того, щоб точно визначитись з біологічним 

агентом ми розраховуємо умовну вартість 1мг окситетрацикліну – цільового 

продукту (табл. 2.3). 

Таблиця 2.3. 

Умовна вартість 1 мг окситетрацикліну  

Біологічний 

агент 

Концентрація 

антибіотику 

мг/л 

Тривалість 

культиву-

вання, год 

Кількість 

утвореного 

антибіотику 

за добу, 

мг/год 

Вартість 1 

л сере-

довища, 

грн 

Умовна вар-

тість 1 мг 

антибіотика, 

грн/мг 

S.rimosus 

ATCC 10970 

+S.noursei 

ATCC 11455 

10,3 48 0,214 7,07 0,686 

S. rimosus 

DSMZ 41439 
1412 108 13,07 7,6 0,0054 

S. rimosus γ-45 298 120 2,48 1,64 0,0055 

Проаналізувавши  усю інформацію визначаємо, що найкращим біологі-

чним агентом для отримання окситетрацикліну є S. rimosus DSMZ 41439, 

оскільки умовна вартість 1 мг антибіотика є найнижчою, а кількість утворе-

ного антибіотика на добу (13,07 мг/год = 313, 68 мг/добу) є найбільшою порі-

внюючи із двома іншими продуцентами. 

https://prom.ua/ua/p1033366390-ammonij-sulfat-proizvoditel.html?&primelead=MS41
https://prom.ua/ua/p1033366390-ammonij-sulfat-proizvoditel.html?&primelead=MS41
https://prom.ua/ua/p260995616-kalij-fosfornokislyj-zameschennyj.html
https://prom.ua/ua/p94207740-kalij-fosfornokislyj-zameschennyj.html?&primelead=MQ
https://prom.ua/ua/p94207740-kalij-fosfornokislyj-zameschennyj.html?&primelead=MQ
https://prom.ua/ua/p1411961188-sulfat-magniya-mgso4.html
https://agro-ukraine.com/ru/trade/m-1154688/prodam-pshenichnye-otrubi/
https://prom.ua/ua/p1267047719-ortofosfat-kaliya.html
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2.2. Поживне середовище. Перевірочний розрахунок його складу 

Тривалість культивування 108 год, концентрація окситетрацикліну в 

культуральній рідині становить 1,412 г/л, а концентрація біомаси – 8 г/л.  

 

 

Вміст джерела вуглецевого живлення в середовищі. Розрахунок 

Потреби для синтезу окситетрацикліну.  Глюкозу використовуємо як 

джерело вуглецю. Рахуємо, скільки вуглецю (за елементом С) міститься в 

1,412 г окситетрацикліну. Молекулярна маса окситетрацикліну C22H24N2O9 

становить 460 [12]. Отже, у 460 г окситетрацикліну міститься 264 г карбону, 

а в 1,412 г окситетрацикліну (264 × 1,412) / 460 = 0,81 г Карбону. 

Потім рахуємо, у скількох грамах глюкози може бути 0,81 г карбону. 

Молекулярна маса глюкози (C6H12O6) - 180. Тому, у 180 г глюкози міститься 

72 г Карбону, а 0,81 г Карбону міститься у (0,81 × 180) / 72 = 2,025 г глюкози.  

Враховуючи, що при вирощуванні мікроорганізмів на вуглеводах (глю-

козі) біля 40 % субстрату окиснюється до СО2 , щоб одержати енергію, необ-

хідну для конструктивного метаболізму, вміст глюкози в середовиші стано-

витиме (2,025 × 0,4) + 2,025 = 2,835 г/л 

Потреби для синтезу біомаси. У біомасі навно 50 % карбону, тому ка-

рбону у 8 г біомаси є 8 × 0,5 = 4 г. Ця кількість карбону міститься у (4 × 180) / 

72 = 10 г глюкози.  

Взявши до уваги 40% втрат субстрату на «холосте окислення», для 

одержання 8 г/л біомаси у середовише потрібно внисти (10 × 0,4) + 10 = 14 

г/л глюкози. Отже, загальний вміст глюкози у середовиші, потрібний для си-

нтезу біомаси (8 г/л) та окситетрацикліну (1,412 г/л), становить 14 + 2,835 = 

16,835 г/л.  

У складі поживного середовища міститься 31 г\л глюкози, що вистачає 

для синтезу біомаси та антибіотика. 

Розрахунок вмісту в середовищі джерела азотного живлення  
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Потреби для синтезу біомаси. Розглянем, що у біомасі міститься 10 % 

нітрогену. Таким чином, у 8 г біомаси вміст азоту (за елементом N) - 0,8 г.  

Продуцент може асимілюти як джерела азотного живлення мінераль-

ний (амонійний) Нітроген (сульфат амонію (NH4)2SO4) та органічний (дріж-

джовий екстракт).  

Рахуємо скільки сульфату амонію необхідно, щоб одержати 8 г/л біо-

маси. Молекулярна маса (NH4)2SO4 становить 132. Отже, у 132 г сульфату 

амонію є 28 г нітрогену (N), тоді 0,8 г Нітрогену буде міститись у (0,8 × 132) / 

28 = 3,8 г солі. Для одержання 8 г/л біомаси вміст (NH4)2SO4 у середовиші 

культивування повинен становити 3,8 г/л.  

Потреби для синтезу окситетрацикліну. Нітроген входить до складу 

не тільки біомаси, а й окситетрацикліну. Рахуємо скільки (NH4)2SO4 є у сере-

довищі необхідного для одержання 1,412 г/л антибіотику. Молекулярна маса 

окситетрацикліну становить 460. У 460 г окситетрацикліну міститься 28 г Ні-

трогену (N), тоді у 1,412 г окситетрацикліну вміст Нітрогену становить (1,412 

× 28) / 460 = 0,09 г. Далі рахуємо, скільки (NH4)2SO4 містить ця кількість Ніт-

рогену.  

В 132 г сульфату амонію є 28 г нітрогену (N), тоді 0,09 г Нітрогену бу-

де міститись у (132 × 0,09) / 28 = 0,42 г солі. Для одержання 1,412 г/л оксите-

трацикліну вміст сульфату амонію в середовищі повинен становити 0,42 г/л.  

Отже, загальний вміст сульфату амонію у середовищі, необхідний для 

синтезу біомаси (8 г/л) та окситетрацикліну (1,412 г/л), становить 3,8 + 0,42 = 

4,22. У складі поживного середовища вміст сульфату амонію становить 3 г/л, 

відповідно це (3*28)/80=1,05 г Нітрогену. Проте у складі також є дріжджовий 

екстракт, який теж містить азот у своєму складі. В складі дріжджового екст-

ракту є 10 % азоту, тому у 5 г дріжджового екстракту міститься відповідно 

5*0,1=0,5 г азоту. Таким чином загальний вміст азоту становитиме 1,05+0,5 = 

1,55 г Нітрогену. Загальна потреба у Нітрогені для синтезу 8 г/л біомаси та 

1,412 г/л тетрацикліну становить 0,8+0,09 = 0,89 
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Отже, джерело Нітрогену та Карбону забезпечує необхідну кількість 

для синтезу біомаси та окситетрацикліну обраним біологічним агентом. 

2.3. Фізіолого-біохімічні ознаки та морфолого-культуральні S. rimosus 

DSMZ 41439 

Streptomyces rimosus – це актинобактерія, яка відноситься до сімейства 

Streptomyces. Цей мікроорганізм є грампозитивною бактерією. Стрептоміцети 

порівняно з іншими бактеріями мають атиповий життєвий цикл, що нагадує 

цикл грибів. Цикл починається спорою. Проростання цих спор починається в 

сприятливих умовах середовища, наприклад за оптимальної температури, на-

явності екзогенних поживних речовин, аеробні умови та відсутність інгібіто-

рних ефектів від інших мікроорганізмів, з метою створення широкої розга-

луженої мережі мультинуклеоїдних гіфів, відомих як субстратний (первин-

ний) міцелій. Диференціація починається з формування спеціалізованих по-

вітряних гіф (вторинний міцелій), які ростуть у повітрі з поверхні колонії. Пі-

зніше ці повітряні гіфи проходять септацію в ненуклеодидних відділеннях і 

метаморфізуються в ланцюги спор (спорофори), які рідко фрагментують. Кі-

лькість спор в ланцюзі коливається від 3 до багатьох [13,14]. 

Streptomyces rimosus вирощують на середовищі Мурасіге-Скуга (MS 

medium), утворюючи споровий ланцюг у вигляді спірил, який переходить у 

білий повітряний міцелій [15]  
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Рис.2.1. Streptomyces rimosus [16] 

 

Рис 2.2. Мікроскопічне спостереження. Streptomyces rimosus Y8 під світловим 

мікроскопом (1000X) [16] 

Streptomyces rimosus є аеробною бактерією. Тип живлення хемооргано-

гетеротрофія. Для отримання енергії та як джерело вуглецю використовує ор-

ганічні сполуки. При культивуванні необхідний кисень для дихання. Джере-

лом вуглецю для них може бути глюкоза, арабіноза, маноза, фруктоза і це-

люлоза.  

Бактерію вирощують 7 днів при оптимальній для нього температурі 

28°С (мезофіл). Оптимальне pH для даного мікроорганізму є 

7,5(алкалофільний мікроорганізм). Оптимальна концентрація NaCl для виро-

бництва антимікробної активності та біомаси виробництва становить 10 г/л.  

 Streptomyces rimosus здатний продукувати різні типи ферментів, на-

приклад лецитиназа, амілаза, ліпаза, пектиназа, каталаза. Також проводити 

деградацію ексуліну, відновлення нітрату ксантину та гіпоксантину. Після 

проведення оксидазного тесту було досліджено зростання культури в прису-

тності хімічних інгібіторів 0,001% телурит калію, 7% NaCl, 1% фенол та 

0,01% азиду натрію [16] .  

2.4. S. rimosus DSMZ 41439 та його таксономічний статус 

Домен Бактерії 

Тип Актинобактерії 
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Клас Актинобактерії 

Порядок Streptomycetales 

Родина  Streptomycetaceae 

Рід           Streptomyces 

Вид Streptomyces rimosus [17]. 
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РОЗДІЛ 3. ТЕХНІКО-ЕКОНОМІЧНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ  

3.1. Потреба в окситетрацикліні у ветеринарному секторі України 

Окситетрациклін – антибіотик широкого спектру дії, який є достатньо 

ефективним проти широкого кола грампозитивних і грамнегативних бактерій 

і може бути використаний для успішного лікування ряду різних бактеріаль-

них інфекцій [18]. Механізм антимікробної дії тетрациклінів включає зв'язу-

вання з 16S рРНК в 30S рибосомальної субодиниці, яка інгібує приєднання 

аміноацил-тРНК до рибосомного комплексу мРНК і порушує синтез білка. 

На додаток до антибіотичної активності, тетрацикліни виявляють багато ін-

ших фармакологічних властивостей, наприклад, протизапальну, імуномоду-

люючу, нейропротекторну, протиракову та антиметастатичну [19]. 

Окситетрациклін є активним проти різних мікроорганізмів, включаючи 

грампозитивні бактерії, такі як Staphylococcus spp., Streptococcus spp., 

Actinomyces spp., Bacillus anthracis, Clostridium perfringes та tetani, Listeria 

monocytogenes та Nocardia, а також грамнегативні бактерії, такі як Brucella 

spp., Haemophilus spp., Bordetella spp., Bartonella spp., Pasteurella multocida, 

Shigella spp., Yersinia spp., Salmonella spp., E. coli. Він також ефективний про-

ти протозойних організмів (Protozoa), мікоплазм (Mycoplasma spp.), рикетсій 

(Rickettsia spp.) та хламідій (Chlamydia spp.). [20]. 

Згідно з державним реєстром ветеринарних препаратів [21], на ринку 

України представлено антибіотичні препарати, у складі яких наявний оксите-

трациклін. Ветеринарні препарати окситетрацикліну використовують для лі-

кування великої рогатої худоби, свиней, овець, кіз, собак і кішок при захво-

рюваннях:  

1) шлунково-кишкового тракту;  

2) органів дихання; 

3) сечостатевої системи; 
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4) шкіри, викликаних мікроорганізмами, чутливими до окситетрацик-

ліну [22]. 

Лікування великої рогатої худоби (ВРХ), телят, овець, кіз, свиней, со-

бак, кішок таким препаратом проводять внутрішньом'язово в дозі 1 мл пре-

парату на 10 кг маси тіла. Застосовують препарат окситетрацикліну з інтер-

валом 24 години, курс лікування - 3 - 5 діб. Зокрема, препарат окситетрацик-

лін використовують для лікування маститу, який у молочної худоби призво-

дить до зниження надоїв і якості молока, а отже завдає колосальних фінансо-

вих збитків молочним тваринникам [23]. 

За офіційними даними станом на 2022 рік,  загальна кількість сільсько-

господарських тварин (ВРХ, овець, кіз та свиней) складала 2644 тис. голів у 

тому числі корів 1544 тис. голів (дані взяті із Державної служби статистики 

України http://www.ukrstat.gov.ua/) [24]. Приймаємо до уваги, що 70 % моло-

чної худоби (1544 · 0,7 = 1081 тис. голів) здатні до зараження маститом через 

доїння [25, 26]. Також препарат окситетрацикліну бажано використовувати із 

профілактичною метою. Тому загальна кількість тварин на території України, 

що потребують до застосування ветеринарного препарату окситетрацикліну 

для усунення маститу складає 1081 голів. 

Таблиця 3.1 

Потреба окситетрацикліну 

Катего-

рія 

хворих 

Маса 1 

тва-

рини, 

кг 

Доза 

препа-

рату на 

добу, мл 

Вміст ок-

ситетра-

цикліну 

в 1 дозі 

препара-

ту, мг 

Курс 

ліку-

вання, 

діб 

Максима-

льна кіль-

кість ок-

ситетра-

цикліну на 

1 голову, г 

Кількість 

хворих 

тваринс-

таном на 

2022 рік, 

тис. голів 

Загальна 

потреба в 

окситет-

рацикліні 

на всіх 

хворих, кг 

Корови 550 55 200 4    0,8 1081 864,8 

Примітка. Для розрахунку було взято до уваги, що для лікування пропо-

нується препарат Окситетрациклін 200, що випускається у вигляді розчину 

http://www.ukrstat.gov.ua/
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для ін’єкцій (У 1 мл препарату міститься 200 мг окситетрацикліну гідрохло-

риду, що є діючою речовиною)  

Отже, відповідно до даних табл. 3.1 загальна потреба окситетрацикліні 

для лікування маститу у корів складає 864,8 кг 

3.2. Потужність проектованого виробництва окситетрацикліну 

Відповідно до Державного реєстру ветеринарних препаратів України 

[22], переважна частина із доволі невеликого переліку препаратів окситетра-

цикліну, що представлені на ринку нашої держави, є власного виробництва 

(див. табл. 3.2). На українських підприємствах виробляються як розчини для 

ін’єкцій, так і спреї для зовнішнього застосування у вигляді суспензій. 

Таблиця 3.2 

Ветеринарні препарати окситетрацикліну, зареєстровані в Україні 

Назва препарату Лікарська форма Виробник 

Мазь окситетрациклінова 

5% 
Мазь 

Індустріал Ветерінаріа, С. 

А.; АніМедіка Херстелунгс 

ГмбХ; АніМедіка ГмбХ, Іс-

панія 

Мазь окситетрациклінова 

1% 
Мазь 

Інтервет Продакшенс С. р. 

І., Італія 

ОКСИТЕТРАЦИКЛІН 200 

L. A. 
Розчин для ін’єкцій 

Дослідна станція епізоото-

логії ІВМ НААН; ТОВ 

«ДЕВІЕ», Україна 

Окситетрациклін 200 П. Д. Розчин для ін’єкцій 

Приватне підприєство «O.L. 

KAR-АгроЗооВет-Сервіс», 

Україна 

Окситетрациклін спрей 
Спрей для зовнішнього за-

стосування, суспензія 

ТОВ «Укрветпромпостач», 

Україна 

Враховуючи, що на ринку України офіційно представлено доволі ма-

лий обсяг препаратів окситетрацикліну, а також той факт, що в нашій держа-

ві від загального обсягу виробників 60 % підприємств виробляє подібний лі-

карський засіб, планується виробництво антибіотику для задоволення потреб 

тварин обсягом 5 %. Потрібно також звернути увагу на те, що для ефективно-



25 

 

го лікування слід чергувати лікарські препарати, аби не зростала резистент-

ність, пропонується. Отже, на обраний термін лікування потрібно: 

864,8 · 0,05 = 43,24 кг/рік 

Тому для забезпечення фармацевтичного ринку ветеринарних засобів 

України ефективним препаратом, потрібно одержувати 43,24 кг окситетраци-

кліну в рік. 

1.3. Об’єм ферментера та кількість виробничих циклів, необхідних для 

виробництва окситетрацикліну 

Потужність нашого виробництва антибіотику окситетрацикліну стано-

вить  Gгп = 43,24 кг/рік. Субстанцію антибіотику  отримують сухою. Акти-

номіцетний продуцент – Streptomyces rimosus sub sp. rimosus DSMZ 41439 

синтезує 1,412 г окситетрацикліну на 1 л культуральної рідини [4].  

За попереднім плануванням, обрана кількість субстанції буде виробля-

тися за Трд  = 193 робочих трудодні. Тому, виробничих циклів на рік є:       

Nцк = 24· Трд/Тцф = 24 · 193 / 116 = 39,93, а отже 40 циклів, 

де Tцф – цикл роботи ферментера,що включає тривалість виробничого 

біосинтезу (108 год) і час підготовки ферментера до роботи (8 год):  

 митя та огляд апарата (1,5 год);  

 перевірка на герметичність (1 год);  

 підігрів (0,5 год); 

 стерилізація апарату (1 год);  

 охолодження (1 год); 

 завантаження середовиша (1,5 год);  

 засів (0,5 год); 

 вивантаження культуральної рідини (1 год).  

Кількість продукту за цикл складає: 

Gцк = Gнт/Nцк = 43,24/40 = 1,081 кг/цикл. 

Із врахуванням сумарних втрат цільового продукту при виділенні (40 %), 

об’єм культуральної рідини, що буде зливатися за один цикл: 

Vкр =K1·Gцк·Сгп / Ркр(1-Есв) = 1,1·1,081·1/(1,412·(1-0,4)) =  1,4 м
3
,  
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де K1 – це коефіцієн запасу, який ми можемо приймати для нестериль-

них операцій  в коефіцієнті K1=1,1 –1,5.  

Можна зробити попередній висновок, що за виробничий цикл отриму-

ють Vкр =1,4 м
3
 культуральної рідини. 

 При одержані культуральної рідинни враховуємо її втрати в результтаті 

краплевиносу через колектор відпрацьованого повітря, що становлять від 10 

до 15%. 

1,4 м
3
 культуральної рідини (Vкр) можемо отримати y ферменте-

рі,робочий об’єм якого становить: 

Vг = Vкр / (1-Еф) = 1,4 / (1-0,1) = 1,5 м
3
, де Еф –втрати культуральної 

рідинни під час біосинтезу. 

Можливй геометричний об’єм ферментера при Кз = 0,6 

 Vмф = Vрф / Кз = 1,5/0,6 = 2,5 м
3 

Знаходимо найближчий за геометричним об’ємом стандартний ферме-

нтер Vф = 2,5 м
3
. 

Уточнюємо коефіцієнт заповненя 

Кзф = Vкр / Vф = 1,5 / 2,5 = 0,6 – не перевищує заданого значення. 

1.4. Розрахунок кількості стадій підготовки посівного матеріалу для біо-

синтезу окситетрацикліну 

Кількіст посівного матеріалу (доза) для ферментера = 10 % від об’єму 

поживного середовиша. 

 Тоді кількість поживного середовиша y ферментері буде: 

 Vпс1 = Vроб.1 / (1 + Xф) = 1,5 / (1 + 0,1) = 1,36 м
3
,  

де Xф = 0,1 – доза поживного середовища для ферментера. 

 Кільксть посівного матеріалу:Vпм1 = Vроб.1 – Vпс1 =1,5–1,36= 0,14 м
3
. 

 Для одержаня 0,14 м
3
 інокуляту в посівному апараті враховуемо втрати 

y результаті краплевносу через колектор відпрацованого повітря,які станов-

лять від 10 до 15%. 

 Тоді,кількість поживного середовиша та посівного матеріалу y посів-

ному апараті: 
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 Vроб.2 = Vпм1 / (1 – Епа) = 0,14 /(1 – 0,1) = 150 л. 

 Кільксть посівного матеріалу (доза) становить 10 % від об’єму пожив-

ного середовиша. 

 Тому кількість поживного середовиша y посівному апараті буде: 

 Vпс2 = Vроб.2 / (1 + Xпа) = 150 / (1 + 0,1) = 136л,  

де Xпа = 0,1 – доза інокуляту для посівного апарату. 

 Кількість посівного матеріалу для інокулятора: Vпм =Vроб2–Vпс2 = 

15–13 =14л. 

 Кількість посівного матеріалу Vроб2 = 150 л можна одержати під час 

культивування актиноміцетів в інокуляторі з геометричним об’ємом Vін2 = 

Vроб.2 / Кзап = 150 / 0.6 = 250 л. Приймаемо найближчий за об’емом станда-

ртний інокулятор Vсін = 250л та уточнюемо прийнятий раніше коефіцієнт 

заповненя. 

 Кзап2 = Vроб.2 / Vсін = 150 / 250 = 0.6. 

 Для одержання 14 л посівного матеріалу в інокуляторі враховуємо 

втрати y результаті краплевиносу через колектор відпрацьованого повітря 

(від 10 до 15%). 

 Тоді кількість поживного середовиша та посівного матеріалу y посів-

ному апараті становитиме: 

 Vроб3=Vпм2 / (1 – Еін)=14 /(1–0,1 =15 л. 

 Кільксть посівного матеріалу (доза) є 10 % від об’єму поживного сере-

довиша. 

 Тоді кількість поживного середовиша в інокуляторі буде: 

 Vпс3 = Vроб.3 / (1 + Xін) = 15/ (1 + 0,1) = 13,6 л,  

де Xін = 0,1 – доза інокуляту для посівного апарату. 

 Кільксть посівного матеріалу для інокулятора: Vпм3 = Vроб3 – Vпс3 = 

15–13,6 = 1,4 л. 

 Кількість посівного матеріалу Vроб.3 = 15 л отримуємо під час культи-

вуваня бактерій в інокуляторі з геометричнм об’емом Vін3 = Vроб3 / Кзап = 
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15/ 0,6 = 25 л. Приймаемо найближчий за об’ємом стандартний інокулятор 

Vсін = 30 л
 
та уточнюємо прийнятий раніше коефіцієнт заповненя. 

 Кзап3 = Vроб.3 / Vсін = 15 / 30 = 0,5. 

Кільксть інокуляту для засіву меншого інокулятора Vпм3 = 1,4 л одер-

жуємо культивуваням актиноміцеті у колбах на качаці. Для цього використо-

вують качалочні колби об’емом Vколб = 750мл та коефіціентом заповненя 

Кзк = 0,2. 

 Тоді кількість колб для отриманя посвного матеріалу: 

 Nколб = Vпм3 / (Vколб · Кзк) = 1360 / (750 · 0,2) = 9,1. 

 Отже, для одержання посівного матеріалу необхідно 10 качалочних 

колб. 

 Робимо висновок,що процес одержаня посівного матеріалу для забез-

печеня виробнчого біосинтезу окситетрацикліну у ферментері об’ємом 2,5 м
3
 

із коефіціентом заповненя 0,65 буде y три етапи. Узагальнена інформація 

щодо стадій виробництва окситетрацикліну наведена у табл. 3.3. 

Таблиця 3.3 

Об’єми апаратів для стадії підготовки посівного матеріалу та виробни-

чого біосинтезу окситетрацикліну 

№ 

стадії 

Геометричний 

об’єм  

ферментера, 

Vг, л 

Коефіцієнт 

заповнення, 

Кзап, частка 

Робочий 

об’єм  

ферментера, 

Vроб, л 

Об’єм  

поживного 

середовища, 

Vпс, л 

Об’єм  

посівного 

матеріалу, 

Vпм, л 

1 2 3 4 5 6 

1 2500 0,6 1500 1360 140 

2 250 0,6 150 136 14 

3 30 0,5 15 13,6 1,4 

4 0,75×10 колб 0,2 – 1,36 0,14 

Таким чином, за результатами вищенаведених розрахунків для біосин-

тезу окситетрацикліну S. rimosus sub sp. rimosus DSMZ 41439 приймаемо, що 

один ферментер об’ємом 2,5 м
3
, один посівний апарат об’емом 250 л і один 

інокулятор об’ємом 30л. 

Стадії культивування: 

 I стадія – вирощуваня у лабораторних умовах (у колбах на качалці); 
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II стадія – вирощуваня в інокуляторі об’ємом 30 л; 

III стадія – вирощування у посівному апараті об’ємом 250 л; 

IV стадія – виробничий біосинтез у ферментері об’ємом 2,5 м
3
. 
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РОЗДІЛ 4. БІОСИНТЕЗ ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ 

4.1. Шляхи катаболізму глюкози у S. rimosus sub sp. rimosus DSMZ 41439 

Джерелом вуглецю та енергії при вирощуванні Streptomyces rimosus є 

глюкоза [4].  

В електроній базі KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) зна-

ходимо інформацію про шляхи метаболізму, які функціонують у S. 

Rimosus.Споживання глюкози відбувається відповідно до гліколізу (шляху 

Ембдена-Меєргофа-Парнаса). Відповідно до схеми метаболізму представле-

ної у KEGG для даного виду, наведено схему перетворення глюкози (рис 4. 

1). 

Глюкоза із поживного середовища під дією фосфоенолпіруватзалежної 

фосфотрансферази (КФ 2.7.1.199) перетворюється на глюкозо-6-

фосфат.Фермент глюкозо-6-фосфатізомераза (КФ 5.3.1.9) каталізує взаемне 

перетвореня α-D-глюкозо-6-фосфту та β-D-фруктозо-6-фосфат З фруктозо-6-

фосфату під дією 6-фосфофрутокінази І (КФ 2.7.1.11) утворюеться фруктозо-

1.6-дифосфат, частина якого за допомогою фруктозо-1,6-дифосфатази ІІ (КФ 

3.1.3.11) зворотно перетворюється на попереднню сполуку. 

Фермент фруктозодифофатальдолаза, клас ІІ (КФ 4.1.2.13) здійснює пе-

ретвореня фруктозо-1.6-дифосфату на дві сполуки: гліцеральдегід-3-фосфат 

та діоксиацетонфофат. Фермент триозофосфатізомєраза (КФ 5.3.1.1) здійс-

нює ізомеризацію гліцеральдегід-3-фосфату та діоксиацетонфосфату Перет-

ворення гліцеральдегід-3-фосфату на 1,3-дифосфогліцерат здійснюється глі-

церальдегід-3-фосфатдегідрогеназою (КФ 1.2.1.12).  

Фермент фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3) здійснює перетворення 1,3-

дифосфогліцерату на 3-Фосфогліцерат, а фермент 2,3-дифосфатзалежна фос-

фогліцератмутаза (КФ 5.4.2.11) здійснює перетворення 3-фосфогліцерату на 

2-фосфогліцерат. 
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Фермент енолаза (КФ 4.2.1.11) здійснює перетворення 2-фосфогліцерату 

на фосфоенолпіруват. 

Заключною реакцією гліколізу є перетворення фосфоенолпіруват на 

піруват, що каталізуються ферментом піруваткіназою (КФ 2.7.1.40) [27].    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис 4.1. Катаболізм глюкози за шлях гліколізом 

Ферменти: 1 – фосфоенолпіруват-залежна цукрова фосфотрансфераза 

(КФ 2.7.1.199); 2 – глюкозо-6-фосфат ізомераза (КФ 5.3.1.9); 3 – АТФ-

залежна фосфофруктокіназа (КФ 2.7.1.11); 4 – фруктозодисфосфат альдолаза, 

(КФ 4.1.2.13); 5 – тріозофосфат ізомераза (КФ 5.3.1.1); 6 – гліцеральдегід-3-

фосфатдегідрогеназа (КФ 1.2.1.12); 7 – фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3); 8 – 

2,3-дисфосфогліцератзалежна фосфогліцератмутаза (КФ 5.4.2.11); 9 – енолаза 

(КФ 4.2.1.11); 10 – піруваткіназа (КФ 2.7.1.40). 
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4.2. Біотрансформація глюкози в окситетрациклін 

Джерелом вуглецю під час вирощування продуцента Streptomyces ri-

mosus є глюкоза, шо у свою чергу залучаеться до гліколізу, кінцевим інтер-

медіатом якого є піруват, який залучаеться до метаболізму за участі специфі-

чнної піруватдегідрогєнази Е1 (КФ 1.2.4.1) або дигідроліпоамід S-

сукцинілтрансферази (КФ 2.3.1.12) [27]. Ацетил-КоА залучається до циклу 

трикарбонових кислот (ЦТК). 

Анаплеротичнна реакція, яка функціонує у даного продуцента при рості 

на глюкоз є реакції карбоксилюваня фосфоенолпірувату під дією фосфоенол-

піруваткарбоксикіназа (КФ 4.1.1.32) [28].   

Загальним попередником окситетрацикліну є метилпрететрамід, що син-

тезується шляхом конденсації однієї малонамідної і восьми малонатних оди-

ниць. Попередниками біосинтезу окситетрацикліну є L-аспарагін та ацетил-

КоА [29]. 

Ацетил-КоА під дією ацетил-КоА карбоксилази (КФ 6.4.1.2) перетворю-

ється на малоніл-КоА. Фермент S-малонілтрансфераза (КФ 2.3.1.39) пертво-

рює отриману сполуку на малоніл-АПБ (АПБ – ацил переносний білок) [30]. 

Фермент аспартатамінотрансфераза (КФ 2.6.1.1) перетворює оксалоаце-

тат на L-аспартат, який за участі фермента аспарагінсинтази (КФ 6.3.5.4) пе-

ретворюється на L-аспарагін [31]. Фермент аспарагін-оксокислота-

трансаміназа перетворює аспарагін на 2-оксосукцинамат [29]. 

Із малоніл-АПБ утворюється малонамоїл-АПБ за участі амідотрансфера-

зи (КФ 6.3.5.-). Фермент мінімальна PKS кетосинтаза (KS/KS альфа) (КФ 

2.3.1.- 2.3.1.260 2.3.1.235) каталізує конденсацію малонамоїлу-АПБ, малоніл-

АПБ та похідної 2-оксосукцинамату з утворенням 18-Карбамоїл-

3,5,7,9,11,13,15,17-октаоксооктадеканоіл-АПБ. Фермент кеторедуктаза (КФ 

1.1.1.-) перетворює утворену сполуку на 18-Карбамоїл-9-гідрокси-

3,5,7,11,13,15,17-октаоксо-октадеканоїл-АПБ, що перетворюється на моно-

циклічний проміжний продукт нонакетаміду за участі біфункціональної цик-

лази (КФ 4.2.1.-). Наступним етапом є перетворення утвореного моноцикліч-
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ного проміжного продукту на трициклічний проміжний продукт нонаке-

таміду під дією циклази. Утворена сполука перетворюється на прететрамід 

без участі ферментів. Фермент C-метилтрансфераза (КФ 2.1.1.-) перетворює 

прететрамід на 6-метилпрететрамід. Фермент 6-метилпрететрамід 4-

монооксигеназа (КФ 1.14.13.232) каталізує перетворення 6-метилпрететрамід 

на 4-гідрокси-6-6-метилпрететрамід, який перетворюється на 4-кето-

ангідротетрациклін за участі 4-гідрокси-6-метилпрететрамід 12a-

монооксигенази (КФ 1.14.13.233). Фермент амінотрансфераза перетворює 4-

кето-ангідротетрациклін на 4-аміно-ангідротетрациклін. 4-аміно-

ангідротетрациклін N4-метилтрансфераза (КФ 2.1.1.335) перетворює 4-аміно-

ангідротетрациклін на ангідротетрациклін. Фермент ангідротетрациклін 6-

монооксигеназа (КФ 1.14.13.38) перетворює ангідротетрациклін на 12-

дегідротетрациклін. Починаючи із цієї сполуки відбувається розгалуження 

біосинтезу.  

Під дією 5a,11a-дегідротетрациклінредуктази (КФ 1.3.98.4) 12-

дегідротетрациклін перетворюється на тетрациклін, який за участі ферменту 

флавінредуктази (НАДН) (КФ 1.5.1.36) може перетворитися на хлортетра-

циклін.  

Під дією 5a,11a-дегідротетрациклін 5-монооксигеназа (КФ 1.14.13.234) 

12-дегідротетрациклін перетворюється на 5a,11a-дегідроокситетрациклін. 

Фермент 5a,11a-дегідротетрациклінредуктаза (КФ 1.3.98.4) перетворює 

5a,11a-дегідроокситетрациклін на окситетрациклін [32]. 
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циніл-КоА-синтетаза бета-субодиниця (КФ 6.2.1.5); 18 – сукцинатдегідрогеназа (КФ 1.3.5.1); 19 –фумарат гідратаза, клас II (КФ 4.2.1.2); 20 – малатдегідрогеназа 

(КФ1.1.1.37); 21– фосфоенолпіруваткарбоксикіназа (КФ 4.1.1.32); 22 – ацетил-КоА карбоксилаза (КФ 6.4.1.2); 23 – S-малонілтрансфераза (КФ 2.3.1.39); 24 – аспар-

татамінотрансфераза (КФ 2.6.1.1); 25 – аспарагінсинтаза (КФ 6.3.5.4); 26 – аспарагін-оксокислота-трансаміназа; 27 – амідотрансфераза (КФ 6.3.5.-); 28 – мінімальна 

PKS кетосинтаза (KS/KS альфа) (КФ 2.3.1.- 2.3.1.260 2.3.1.235); 29 – кеторедуктаза (КФ 1.1.1.-); 30 – біфункціональна циклаза (КФ 4.2.1.-); 31 – циклаза; 32 – C-

метилтрансфераза (КФ 2.1.1.-); 33 – 6-метилпрететрамід 4-монооксигеназа (КФ 1.14.13.232); 34 – 4-гідрокси-6-метилпрететрамід 12a-монооксигенази (КФ 

1.14.13.233); 35 – амінотрансфераза; 36 – 4-аміно-ангідротетрациклін N4-метилтрансфераза (КФ 2.1.1.335); 37 – ангідротетрациклін 6-монооксигеназа (КФ 

1.14.13.38); 38 – 5a,11a-дегідротетрациклінредуктаза (КФ 1.3.98.4); 39 – флавінредуктаза (НАДН) (КФ 1.5.1.36); 40 – 5a,11a-дегідротетрациклін 5-монооксигеназа 

(КФ 1.14.13.234); 41 – 5a,11a-дегідротетрациклінредуктаза (КФ 1.3.98.4).  
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Рис. 4.2. Схема біотрансформації глюкози в окси-

тетрациклін S. rimosus sub sp. rimosus DSMZ 41439 
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РОЗДІЛ 5. ВИБІР ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ ТА ЇЇ ОБҐРУНТУВАННЯ 

5.1. Тип ферментера та обґрутування способу культивування актиномі-

цетів у ньому 

Умови і спосіб культивуваня безпосереднньо залежать від фізіолого-

біохімічнних особливосттей Streptomyces rimosus.  

1. Культивування S. rimosus можна здійснюватися поверхневим або 

глибинним способами. Однак глибинне культивування має свої переваги в 

порівнянні з поверхневим культивуванням на природних субстратах. Гли-

бинне культивування зазвичай здійснюється в контрольованих умовах, що 

дозволяє більш точний контроль параметрів культивування, таких як темпе-

ратура, pH, концентрація поживних речовин та інші, а також тривалість гли-

бинного культивування є меншою (108 год) порівняно із поверхневою (12 

діб). Відповідно, для отримання окситетрацикліну застосовується глибинний 

спосіб культивування [4, 7].  

2. Оскільки цільовим продуктом є антибіотик, який є вторинним мета-

болітом можливе лише періодичне культивування продуцента. 

3. Виробниче культивування та вирощування посівного матеріалу ви-

магають дотримання асептичних умов, оскільки це дозволяє запобігти кон-

тамінації і забезпечити безпечні умови для зростання та розвитку мікроорга-

нізмів. Одним із методів забезпечення асептичності є стерилізація обладнан-

ня, комунікацій, поживних середовищ і розчину титрувального агента. Сте-

рилізація обладнання, такого як інокулятори, збірники, реактори, ферменте-

ри, здійснюється для усунення мікроорганізмів та забезпечення стерильного 

середовища. 

4. S. rimosus є аеробним мікроорганізмом, тому при культивуванні не-

обхідна подача стерильного повітря та перемішування.  
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Перемішування проводиться за допомогою двох 6-лопатевих турбін 

Раштона наступних розмірів: d t (діаметр бака) = 215 мм; d i (діаметр робочо-

го колеса) = 86 мм; d i /d t = 0,4. Перемішування регулювали на 400 об/хв і ае-

рацію проводили, використовуючи фільтроване стерильне повітря зі швидкі-

стю 1 об/об/хв [4]. 

5. Чітко було помічено, що максимальна питома швидкість росту пос-

тупово зменшувалася тоді як функція концентрації глюкози збільшувалася. 

Для культури концентрація глюкози нижче 20 г/л була повністю спожита на-

прикінці культивування. Також відмічено незначне пригнічення синтезу ан-

тибіотика при використанні глюкози у концентрації більше ніж 20 г/л. Проте 

при внесенні додаткової глюкози у концентрації глюкози 8 г/л на 36 і 90 го-

дини культивування при зменшенні початкової концентрації глюкози спосте-

рігалося збільшення концентрації окситетрацикліну [4]. 

6. Середовище для культивування містить піноутворюючі речовини 

(дріжджовий екстракт 5 г/л), тому в конструкціях ферментера та інокулятора 

має бути передбачений механічний піногасник. 

Спосіб культивування та фізіолого-біохімічні властивості S. rimosus 

обумовлють вимоги відноснно ферментера, y якому має відбуваться культи-

вуваня даного продуцента.  

Для культивування використовується біореактор об’ємом 2,5 м
3
. Мо-

дель: DIN-BE із нержавіючої сталі 316L. Габаритні розміри, мм: 1700х4050 

[33]. Прилад оснащений механічним перемішувальним приладом.  

Аеробні умови культивування вимагають наявності перемішувального 

пристрою та барботера для подачі повітря. Біореактор оснащений перемішу-

вальним пристроєм, барботером та датчиком розчиненого кисню. 

Для підтримання температури ферментер оснащений сорочкою та дат-

чиком температури. Для піногасіння використовується механічний спосіб, 

який полягає у встановленні мішалки у верхній частині апарата. Мішалка 

обертається за допомогою команди від датчика і розбиває утворену піну. 
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Для контролю значення рН культуральної рідини в ферментері викори-

стовується датчик рН. Крім того, у ферментера є пробовідбірник.  

5.2. Підготовка повітря. Основні етапи 

 Оскільки продуцент окситетрацикліну – Streptomyces rimosus DSMZ 

41439 є аеробною бактерією [7], тому є необхіднність під час процесу біоси-

нтезу у безперевній подачі стерильнного повітря через барботер.  

 Підготовка стерильного аераційного повітря проходить таким чином: 

1. Атмосферне повітря забирається за допомогою турбокомпресора че-

рез забірну шахту, розташовану на висоті 2-3м від найвишої точки будівлі, 

що складає приблизно 10 м (враховуючи висоту поверху в 6 м, кількість по-

верхів - 1 та косий дах будівлі, що досягає 1,5 м). 

2. Використання фільтрів попереднього очищення повітря є важливим 

кроком для зниження кількості контамінантів, зокрема грубого аерозолю або 

пилу. Ці фільтри здатні утримувати тверді частинки, такі як пил, пилові клі-

тинки, волокна і інші частки, які можуть бути присутні в повітрі. 

3. Стиснення повітря у турбокомпресорі до тиску в діапазоні 0,35 - 0,5 

МПа призводить до підвищення його температури в діапазоні 120 - 250 ℃. 

Цей процес супроводжується збільшенням вмісту вологи на одиницю об'єму 

повітря. 

4. Для запобігання злипанню волокон і утворенню каналів, волога в по-

вітрі випадає в краплевловлювачі за допомогою охолодження повітря через 

теплообмінний апарат. 

5. Видалення конденсованої вологи у ресивері, що потрапила із комп-

ресора. 

6. Підігрів повітря у теплообміниках.  

7. Очишення повітря на головнних фільтрах. 

8. Індивідуальні фільтри третього рівня, які встановлені безпосередньо 

на кожному ферментері, забезпечують очищення повітря від мікроорганізмів 

на високому рівні. Вони функціонують як додатковий етап очищення після 

головних фільтрів повітря і здатні затримувати до 99,999% мікроорганізмів. 



38 

 

Це дозволяє забезпечити максимально чисте повітря в околиці ферментерів і 

уникнути забруднення процесу біосинтезу. Індивідуальні фільтри відіграють 

важливу роль у забезпеченні стерильних умов та якості продукції. 

Для стерилізації індивідуального фільтра, конструкція якого залежить 

від типу фільтрувального матеріалу, є найефективнішим способом викорис-

тання нагрівання вологою парою та витримування його протягом певного ча-

су за температури 28 °C. Цей процес дозволяє знищити мікроорганізми і за-

безпечити стерильність фільтру для подальшого використання. Важливо до-

тримуватись рекомендацій та протоколу стерилізації, щоб забезпечити на-

дійну і ефективну очистку фільтру [34]. 

Так, в мікробіологічних боксах та лабораторіях, де проводиться підго-

товка посівних культур для вирощування інокуляту у колбах на качалках, 

одним з методів стерилізації повітря є використання ультрафіолетових (УФ) 

променів за допомогою УФ-ламп. УФ-випромінювання в даному випадку ви-

користовується для знищення мікроорганізмів, які можуть бути присутні в 

повітрі, забезпечуючи біологічну безпеку під час роботи з мікроорганізмами. 

5.3. Вибір дезінфікуючих та мийних засобів 

Дезінфекція –  заходи знезаражуваня об'ектів зовнішннього середови-

ша, спрямованна на усунення або знищення мікроорганізмів, які можуть бути 

шкідливими для людей. Ці заходи мають на меті перервати шляхи передачі 

інфекційних захворювань від джерела інфекції до осіб, які можуть бути враз-

ливими до цих захворювань. Система знезаражування може включати повне, 

часткове або селективне знищення мікроорганізмів, залежно від конкретної 

ситуації та потреб [35]. 

Цілі проведення дезінфекції. 

Основною метою заходів з дезінфекції є профілактика поширення ін-

фекційних захворювань для формування і підтримання безпечних умов жит-

тя. 

Проведення дезінфекції має завданням переривання шляхів поширення 

інфекції від її джерела до інших об’єктів. 
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Види дезінфекції. 

Виділяють наступні види дезінфекції: 

 профілактичний, 

 осередковий, що підрозділяється на поточні і заключні комплекси 

заходів по знезараженню. 

Методи дезінфекції. 

Є чотири основні методи проведення дезінфекції: 

 Механічний метод – проводиться очищення повітря та повер-

хонь шляхом провітрювання,вентиляції,прання та очищення поверхонь. Та-

кож до цього методу належить фільтрація повітря, води, видалення зараже-

ного ґрунту.Механічний метод використовують в поєднанні з іншими мето-

дами(хімічний або фізичний).  

 Хімічний метод – дезінфекція за допомогою дезінфікуючих за-

собів, що вбивають хвороботворні організми і руйнують токсини. Для хіміч-

ної дезінфекції використовуються хлоровмісні і спиртові препарати, перекис 

водню, формалін. 

 Фізичний метод -  дезінфекція під час якої застосовують високо-

температурна обробку матеріалів та ультрафіолетове випромінювання. Цей  

метод є найефективнішим та екологічно безпечним. 

 Біологічний метод – застосовують для стічних вод,зливних спо-

руд,каналізаційних вод та для очищення септиків. Суть методу полягає в то-

му, що відбувається взаємодія різних мікроорганізмів.  

 Комбіновані методи –  два або більше вище сказаних методів 

для більше кращого результату. Зазвичай використовують механічний метод 

та хімічний чи фізичний.  

Засоби дезінфекції. 

Засоби дезінфекції розрізняються за призначенням і формою випуску. 

Серед основних вимог до сучасних засобів дезінфекції виділяють наступні: 

 високу ефективність, що забезпечує цільовий специфічний вплив 

агента в короткий термін; 
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 безпеку; 

 сумісність і нешкідливість для матеріалів оброблюваних повер-

хонь і виробів; 

 спеціалізовану очищаючу дію для органічних і неорганічних 

видів забруднення; 

 стабільність при використанні; 

 можливість контролю концентрації засобів дезінфекції в розчині 

[36]; 

Таблиця 5.1 

Дезінфікуючі та миючі засоби 

Назва засобу Діюча речовина Застосування 

«Ефір С-12» %: гідроксид натрію  (CAS 

№1310-73-2) -25; гіпохлорит на-

трію  (CAS №7681-52-9) - 5 

для очищення і дезінфекції будь-якого 

обладнання з нержавіючої сталі, викла-

дених кахлем стін і підлогових покрит-

тів 

«Контек ПроХ-

лор» 

Кальцій гіпохлорит <1 % (Cоntec 

ProChlor) масова концентрація 

активного хлору 0,19% 

використовують для проведення дезін-

фекцій повер-

хонь,інфетарю,обладнання,чистих кім-

нат на фармацевтичних та біотехноло-

гічних підприємствах.[37] 

«Клінідез» дихлорізоціанурова кислота з до-

даванням ПАР 

для дезінфекції технологічного облад-

нання та устаткування в харчовій, фар-

мацевтичній, мікробіологічній, біотех-

нологічній, парфюмерно-косметичної 

промисловості [38]. 

Миючий засіб 

«PUR-285» 

 

˗ ˗ ˗  

для видаленя тяжких білково-жирових 

забрудннень з поверхонь стін і підлоги, 

і виробничого обладнаня та інвентарю. 

[39] 

Миючий засіб 

«СІР 1073» 

 

˗ ˗ ˗  

для безрозбірного миття різноманітно-

го харчової промисловості. Ефективно 

очищає поверхні і внутрішні вузли об-

ладнання від органічних забруднень. 

[40] 
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Розрахунок необхідних об’ємів. Виробництво окситетрацикліну здійс-

нюється упродовж 190 днів. З метою забезпеченя чистоти виробничих при-

міщень, миття підлоги проводиться щодня, тобто 190 разів. Також, раз на 

місяць здійснюеться генеральнне прибираня (оброблюють стіни, підлогу, 

вікна тощо), тобто 7 разів. Для розрахунку приблизної площі оброблення 

мийними та дезінфікуючими засобами, необхідно врахувати плошу підлоги 

виробнничого примішення та плошу стін на висоті 2,5м. За допомогою отри-

маної площі оброблення ми розраховуємо кількість миючих і дезінфікуючих 

засобів, враховуючи рекомендовану дозу засобу на одиницю площі, яку вка-

зує виробник на упаковці.. Оптимальна площа підлоги цеху виробничого біо-

синтезу та вирошування інокулятту : 20 × 17 = 340 м
2
, плоша стін – ((20 × 2,5) 

+ (17 × 2,5)) × 2 = 185 м
2
, загальна плоша – 340 + 185 = 525 м

2
.  Загальна 

плоша поверхнні обробки миюччими засобами наведенна у табл. 5.2.  

Кількість виробничих циклів для синтезу окситетрацикліну становить 

40. Якщо миття обладнання відбувається перед кожним циклом, то загальна 

кількість процесів миття за весь період виробництва становить 40 (додаткове 

миття після останнього циклу). Тоді загальнний об’ем митя: 

 

Таблиця 5.2 

Розрахунок загальної площі стін та підлоги виробничих приміщень 

Примішення Плоша підлоги, м
2 

Плоша стін, м
2 

Загальна плоша, м
2 

Цех виробнничого 

біосинтезу та виро-

шування інокуляту 

340 185 525 

Мікробіологічнна 

лабораторія 
15 30 45 

Примішення з кача-

лками 
10 25 35 

Загальна плоша 365 240 605 

 Загальні дані відносно розрахунку плоші митя та/або дезінфекцї за 

весь період виробнництва наведено у табл. 5.3. 
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Таблиця 5.3 

Об’єкт дезінфекції 

та/або миття 

Площа (об’єм) 

об’єкту, що підда-

ється обробці, м
2
 

(м
3
) 

Кількість процесів 

митя та/або дезін-

фекцї за весь період 

виробництва 

Загальна плоша 

(об’єм) митя та/або 

дезінфекцї об’єкту 

за весь період ви-

робництва, м
2
 (м

3
) 

Обладнання 41,12 11 1685,92 

Підлога 365 60 21900 

Стіни,двері,вікна 240 2 480 

Для вибору миючого та дезінфікуючого засобу важливо враховувати як 

вартість продукту, так і витрати на обробку потрібноі плоші виробнничого 

примішення. За методичними рекомендаціями, для обробки 1 м² площі необ-

хідно приблизно 100 мл робочого розчину мийного чи дезінфікуючого засобу.  

Підготовка виробничих приміщень включає такі етапи: вологе приби-

рання, дезінфекцію і ультрафіолетове опромінення підлог, стін, стелі, повер-

хонь обладнання та комунікацій для забезпечення чистоти. 

Підготовка виробничих приміщень розділяється на генеральну та 

щоденну.  Щоденне прибирання "чистих" приміщень здійснюється після 

кожної зміни за допомогою вологої методики. 

При виборі миючого та дезінфікуючого засобу необхідно враховувати 

вартість продукту, його ефективність, вимоги до безпеки та вплив на оточу-

юче середовище. Також рекомендується консультуватися з фахівцями у сфері 

санітарії та гігієни для отримання детальної інформації та рекомендацій. 

Якщо об'єми робочих розчинів для миття становлять приблизно 50% від за-

гального об'єму, то використовуємо цей відсоток для розрахунку об'єму мий-

ного чи дезінфікуючого засобу.Таким чинном за один цикл на митя фермен-

теру, інокуляторів, ректорів-зміщувачів і збірнника: 

41,12 × 0,5 = 20,56 м
3
  

Тоді за весь час виробницва препарату буде використано наступний 

об’ем розчину для митя та дезінфекціі: 

20,56 × 41 = 842,96 м
3 

За даними табл. 2.3, загальна плоша митя підлоги, стін, вікон та две-

рей: 

21900 + 480 = 22380 м
2 
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Таблиця 5.4 

Загальна характеристика основних дезінфікуючих та мийних засобів для 

виробництва окситетрацикліну 

Назва мийно-

го/дезніфікувал

ьного засобу 

Об’ект митя 

та/або дезін-

фекції 

Робочий 

розчин. 

Конц., % 

Загальна 

плоша (об’єм) 

миття та/або 

дезінфекціі 

об’єкту за 

весь період 

виробництва, 

м
2
 (м

3
) 

Кількість 

робочого 

розчину за 

весь період 

виробницт-

ва, л 

Витрата 

на 1 м
2
 

поверх-

ні, л 

«Ефір С-12» 

Обладнання 

2,0 452,32 842,96 0,5 

«Контек ПроХ-

лор» 
0,3 452,32 842,96 0,1 

«Клінідез» 0,5 22380 2238 0,5 

«PUR-285» Стіни, підлога, 

вікна, двері 

1,0 22380 2238 0,1 

«CIP 1073» 3,0 22380 4476 0,1 

5.4. Стерилізації поживного середовища. Особливості його підготовки 

 Виробничий біосинтез окситетрацикліну здійснюється у ферментері 

об’ємом 2,5 м
3
, що містить 1,3 м

3
 поживного середовиша. Інокулят отриму-

ють y три етапи: y колбах на качаллках, в інокуляторах об’емом 30 і 250 л. 

 Максимальний синтез окситетрацикліну (1412 мг/л за 108 год) досяга-

ється за умов росту  бактеріального штаму S. rimosus DSMZ 41439 на середо-

вищі такого складу (г/л):  

 Глюкоза 31,0; 

 Дріжджовий екстракт 5,0;  

 (NH 4)2SO4 3,0;  

 KH2PO4 2.0;  

 K2HPO 4 1.0;  

 MgSO4  7H2O 0.5 [7]. 

Для стерилізації середовиша для вирошування посівного матеріалу в 

колбах на качалках використовуватиметься автоклав, оскільки його об'єм є 

невеликим (1300 мл). Для вирощування в інокуляторах і виробничого біосин-

тезу стерилізація відбуватиметься безпосередньо у самих апаратах при рН 
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значенні 4...4,5. У технологічній схемі передбачено допоміжні роботи для пі-

дготовки 6%-го розчинну солянної к-ти та 6%-го стерильного розчину гідро-

ксид натрію. Ці розчини використовуватимуться в процесі стерилізації і ре-

гулювання рН середовища. 

Для того, щоб визначити спосіб приготування допоміжних розчинів 

(соляної к-ти і лугу) і визначиттися з необхдними для цього колбами чи реак-

торами, розрахуемо кільксть таких компонентів, необхідну для приготуваня 

середовиша на кожних з чотирьох стадій виробництва (табл. 5.5).  

Дані, наведені у табл. 5.5, говорять про те, шо розчинни титрувальнних 

агентів для виробнничого біосинтезу необхідно готувати у реакторах 

об’емом 5 л.  

Таблиця 5.5 

Розрахунок вмісту та особливості приготування деяких  

компонентів поживного середовища 

Об’єм  

середовиша, 

 л 

HCl (6%) NaOH (6%) 

Об’єм, 

мл 
Особливість приготуваня Об’єм, мл Особливість приготуваня 

1,36 - 

У реакторі на 5 л 

- - 

13,6 27,2 27,2 У колбі об’ємом 100 мл 

136 272 272 У колбі об’ємом 500 мл 

1360 2720 2720 У реакторі на 5 л 

5.4.1. Вирощування інокуляту в колбах на качалках 

Після проведеного аналізу складу поживного середовища для вирощу-

вання S. rimosus DSMZ 41439, можна розділити його на наступні композиції 

в залежності від режиму стерилізації компонентів та їх взаємодій: 

Композиція А: глюкоза, дріжджовий екстракт (режим стерилізаціі: 112 

°С, 30 хв).   

Композиція Б: (NH 4)2SO4, KH2PO4, K2HPO4, (режим стерилізаціі: 131 

°С, 40 хв).  

Композиція В: MgSO4  7H2O (режим стерилізаціі: 131 °С, 40 хв).  

  



45 

 

Таблиця 5.6 

Розрахунок вмісту компонентів для приготування 1360 мл середо-

вища 

Компонент 

поживного 

середовища 

Вміст, 

г/л 

Кількість,яка потріб-

на для 

приготування 1360 мл 

середовища, г 

Композиція 
Композиції – 

їх об’єм, V, мл 

Глюкоза 31 42,2 

А 600 Дріжджовий екстракт 5 6,8 

Вода 551 мл 

(NH 4)2SO4 3 4,08 

Б 600 
KH2PO4 2 2,72 

K2HPO4 1 1,36 

Вода 590 мл 

MgSO4 · 7H2O 0,5 0,68 
В 160 

Вода 160 мл 

Всього 1360 

Дріжджовий екстракт і глюкоза (композиція А) які є термолабільними, 

стерилізують у м'якому режимі стерилізації. Солі композицій Б і В піддають 

стандартній температурі стерилізації. Фосфати композиції Б стерилізують 

окремо, щоб уникнути утворення нерозчинних фосфатів магнію. Всі компо-

зиції А, Б і В стерилізують в автоклаві. Додатково готують 40% розчин глю-

кози об'ємом 65 мл для підживлення, який також стерилізується в автоклаві 

при температурі 112 °C протягом 30 хвилин. 

5.4.2. Процес вирощування інокуляту в посівних апаратах  

Вирощування інокуляту у посівному апараті об’ємом 30 л 

Стерилізація 13,6 л поживнного середовиша, необхідного для цієі ста-

дії, здійсннюється у відповідному посівному апараті та реакторі, залежно від 

режимів стерилізації, тому потребує перескладання склад композицій пожив-

ного середовища:  
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Композиція А: глюкоза, дріжджовий екстракт (режим стерилізацї: 112 

°С, 30 хв).  

Композиція Б: (NH4)2SO4, KH2PO4, K2HPO4, MgSO4  7H2O (режим сте-

рилізаці: 131 °С, 40 хв, рН 4.0–4.5).  

Умови стерилізації композиції Б є жорсткішими, ніж для композиції А, 

тоді рекомендується проводити стерилізацію композиції Б в посівному апа-

раті. Це дозволить забезпечити належну стерильність цієї композиції, зокре-

ма, під час розчинення солей в окремому реакторі перед подачею до посівно-

го апарату.Оскільки солі стерилізуються при рН 4,0...4,5 можливість утво-

рення нерозчинного осаду при взаємодії компонентів відсутня.  

Таблиця 5.7 

Розрахунок вмісту компонентів для приготування 13,6 л середови-

ща 

Компонент 

поживного 

середовища 

Вміст, 

г/л 

Кількість,яка потріб-

на для 

приготування 13,6 л 

середовища, г 

Композиція 
Композиції – 

їх об’єм, V, мл 

Глюкоза 31 422 

А 4000 
Дріжджовий екстракт 5 68 

Вода 3600 мл 

Конденсат 400 мл 

(NH 4)2SO4 3 40,8 

Б 9600 

KH2PO4 2 27,2 

K2HPO4 1 13,6 

MgSO4 · 7H2O 0,5 6,8 

Вода 8640 мл 

Конденсат 960 мл 

Всього 13600 
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Вирощування інокуляту у посівному апараті об’ємом 250 л 

Стерилізація 136 л поживного середовища, необхідного для цієї стадії, 

здійснюється у відповідному посівному апараті та реакторі, залежно від ре-

жимів стерилізації, склад композицій є аналогічним попередній підстадії.  

Композицію Б стерилізують в посівному апараті, оскільки вона вимагає 

більш жорстких умов стерилізації порівняно з композицією А. У цьому випа-

дку солі розчиняють у окремому реакторі, а потім отриманий розчин пода-

ється в посівнний апарат, де проводится стерилізація (при рН 4.0-4.5). Такий 

підхід забезпечує відповідні умови для досягнення стерильності композиції 

Б.  

Таблиця 5.8 

Розрахунок вмісту компонентів для приготування 136 л середови-

ща 

Компонент 

поживного 

середовища 

Вміст, 

г/л 

Кількість, яка  

потрібна для 

приготування 136 л 

середовища, г 

Композиція 
Композиції - 

їх об’єм, V, л 

Глюкоза 31 4220 

А 40 
Дріжджовий екстракт 5 680 

Вода 31100 мл 

Конденсат 4000 мл 

(NH 4)2SO4 3 408 

Б 96 

KH2PO4 2 272 

K2HPO4 1 136 

MgSO4 · 7H2O 0,5 68 

Вода 85515 мл 

Конденсат 9600 мл 

Всього 136 
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5.4.3. Виробничий біосинтез у ферментаторі об’ємом 2,5 м
3
 

Стерилізація 1,36 м
3
 поживного середовища, необхідного для цієї ста-

дії, здійснюється у відповідному посівному апараті та реакторі, залежно від 

режимів стерилізації. Середовище ділять на такі композиції:  

Композиція А: глюкоза, дріжджовий екстракт (режим стерилізацї: 112 

°С, 30 хв).  

Композиція Б: (NH4)2SO4, KH2PO4, K2HPO4, MgSO47H2O (режим стери-

лізацї: 131 °С, 40 хв, рН 4.0–4.5).  

Композицію Б стерилізують у посівному апараті, оскільки вона вимагає 

більш жорстких умов стерилізації порівняно з композицією А. У цьому випа-

дку, солі, що складають композицію Б, розчиняють у окремому реакторі, а 

потім отримана розчинена композиція подається в посівний апарат для про-

ведення стерилізації (при рН 4,0-4,5). Такий підхід забезпечує необхідні умо-

ви для забезпечення стерильності композиції Б.  
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Таблиця 5.9 

Розрахунок вмісту компонентів для приготування 1,36 м
3
 середо-

вища 

Компонент  

поживного  

середовища 

Вміст, 

г/л 

Кількість, яка  

потрібна для  

приготування 1,36 м
3
 

середовища, кг 

Композиція 
Композиції – 

їх об’єм,V, л 

Глюкоза  31 42,2 

А 
400 

Дріжджовий екстракт 5 6,8 

Вода 311000 мл 

Конденсат 40000 мл  

(NH 4)2SO4 3 4,1 

Б 
960 

KH2PO4 2 2,72 

K2HPO4 1 1,36 

MgSO4 · 7H2O 0,5 0,68 

Вода 855140 мл 

Конденсат 96000 мл  

               Всього 1360 

Отже, технологічнна схема, крім стадій підготовки поживного середо-

виша, включае такі додаткові стадіі:  

− приготуваня 6% розчину хлоридної кислоти для підкислення середо-

виша при стерилізації його в посівнонму апараті об’емом 30, 250 л та ферме-

нтаторі 2,5 м
3
;  

− приготуваня та стерилізація 6% розчину натрію гідроксид для стабі-

лізацї рН середовиша перед початком культивуваня в посівному апараті 

об’емом 30, 250 л та ферментаторі 2,5 м
3
; 

Крім того необхідно передбачити такі реактори:  

− для приготування 6% НCl (5 л);  

− для приготування та стерилізації 6% NaOH (5 л);  

− для приготування та стерилізації композиції А (10, 63, 630 л);  

− для розчинення та змішування солей композиції Б (10 л; 100 л; 1 м
3
). 
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РОЗДІЛ 6. ВИРОБНИЧИЙ БІОСИНТЕЗ ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ ТА 

ОБЛАДНАННЯ ДОФЕРМЕНТАЦІЙНИХ ПРОЦЕСІВ.  

СПЕЦИФІКАЦІЯ 

 Специфікація обладнаня, зображеного на апаратурнній схемі (див. гра-

фічна частина), наведенна в табл. 6.1. 

Таблиця 6.1 

Специфікація обладнання ділянки допоміжних робіт та виробничого біо-

синтезу окситетрацикліну 

Позиція Найменування 
Кіль-

кість 
Технічна характеристика (виробник) 

1 2 3 4 

ПЗ-1 Повітрозабірник 1 
Повітробірник Dani В3 12-1 («Dani»). 

Температура повітря до 100 ° C; тиск до 
12 бар; матеріал: сталь [41]. 

Ф-2 
Фільтр грубої очистки пові-

тря 
1 

Фільтр грубо очистки повітряя. Вироб-
ник: «TION». Фільтрувальний матеріал: 
синтетичне волокно класу G4; маса, кг: 
0,269; Е=80-90%; Розмір уловлюваних 

забруднювачів, мкм: 5 [42]. 

К-3 Компресор 1 

Компреср ВК50Р-7,5 з прямим приво-
дом. Виробник: «Remeza».  Максималь-

ний робочий тиск 8 бар; потужність, 
кВт: 30-90 [43]. 

Т-4 
Теплообмінник-

охолоджувач 
1 

Конденсатр (теплообміник) KFL ELK 4 
(«ЄВРОКУЛ»). Продуктивнність: 2950 
м

3
/год; габарити, мм: 475х497х170; по-

тужнність: 4,24 кВт [44].   

Р-5 Ресивер 1 

Рессивер ПЗВ 500-600-11-01 («Zelko»). 
Об’єм, л: 500; максимальнний тиск: 11 
бар; габаритнні розміри, мм: 2125х600 

[45]. 

Т-6 Теплообмінник-нагрівач 1 

Теплобміник типу «труба в трубі», ви-
роблений компанією «Єврохіммаш», 
має максимальний робочий тиск 0,6 

МПа (або 6 бар) і робочу температуру 
до 150 °C [46] 

Ф-7 Головний фільтр очистки 1 

Компактний кищеньковий фільтр класу 
G4, виробником якого є «New Filter», 

має наступні характеристики: максима-
льна температура, яку він може здати: 
до 80 ℃; фільтрувальний матеріал, ви-

користаний в цьому фільтрі: мікроскло-
волокно; ефективність фільтрації: біль-

ше 95% [47]. 
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Продовження табл. 6.1 

ІФ-8, ІФ-

22, ІФ-33 
Індивідуальний фільтр 3 

Фільтр у стальному корпусі PF. Фільт-

руючий матеріал: боросилікатне волок-

но; матеріал корпуса: нержавіюча сталь 

1.4301; робочий тиск: 16 бар; максима-

льна температура: 150 °С; ступінь очи-

щення повітря фільтром: 99,999 % [48]. 

Д-9, Д-

11, Д-15, 

Д-18, Д-

24, Д-28 

Ваговий дозатор для подачі 

компонентів  
6 

Дозатор ваговий автоматичний шнеко-

вий обліковий ДВП-3У. Максимальна 

продуктивність, кг/хв: 30; похибка: 2 %; 

потужність, не більше: 1 кВт; габаритні 

розміри, мм: 650 х 780 х 1300 [49]. 

РЗ-10 

Реактор-змішувач для при-

готування та стерилізації 

композиції А 

1 

Реактор-змішувач об'ємом 10 літрів ви-

готовлений компанією «Єврохіммаш». 

Він оснащений сорочкою та лопатевою 

мішалкою з наступними характеристи-

ками: швидкість обертання лопатевої 

мішалки: 100 обертів на хвилину; поту-

жність двигуна: 0,75 кіловат; максима-

льна температура: 250 ℃; габаритні ро-

зміри: 420 х 350 х 450 мм [50]. 

РЗ-12 
Реактор-змішувач для при-

готування композиції Б 
1 

Реактор-змішувач об’ємом СЕон 10 л. 

Виробник «Єврохіммаш». Оснащений 

сорочкою, лопатевою мішалкою: 100 

об/хв; потужність двигуна, кВт: 0,75; 

макс. температура: 250 ℃; габаритні ро-

зміри, мм: 420 х 350 х 450 [50]. 

І-13 Інокулятор 1 

Інокулятор Biostat® Cplus об’ємом 30 л. 

Виробник: «Sartorius». Матеріал: нер-

жавіюча сталь AISI 304; оснащений ба-

рботером, сорочкою, датчиком pH, pO2, 

температури; пробовідбірником, мано-

метром; турбінною мішалкою: 200 

об/хв; максимальний допустимий тиск: 

6 бар; габаритні розміри, мм: 750 х 1000 

х 1900[51]. 

Д-14, Д-

19, Д-25, 

Д-29 

Об’ємний дозатор для по-

дачі води  
4 

Електронний проточний дозатор, виро-

блений компанією «mBev», призначе-

ний для точного відмірювання води. Він 

має наступні характеристики: мінімаль-

ний крок дозування: 0,1 літр; максима-

льне дозування: 9999 літрів; похибка 

дозування: ±2-5%; робочий тиск: 0-1,5 

МПа [52]. 

РЗ-16 

Реактор-змішувач для при-

готування та стерилізації 

композиції А 

1 

Реактор-змішувач СЕон об’ємом 63 л. 

Виробник «Єврохіммаш». Оснащений 

сорочкою, лопатевою мішалкою: 100 

об/хв; потужність двигуна, кВт: 0,75; 

макс. температура: 250 ℃; габаритні ро-

зміри, мм: 1000 х 930 х 2600 [50]. 
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Продовження табл. 6.1 

Н-17 

Насос відцентровий для пе-

рекачування композиції А 

від РЗ-16 до І-24 

1 

Насос відцентровий Wetron. Виробник: 

Китай. Матеріал корпусу: чавун. Потуж-

ність – до 0,75 кВт, частота обертання 2900 

об/хв (холостий хід), продуктивність Qmax 

= 200 л/год [53]. 

РЗ-20 
Реактор-змішувач для при-

готування композиції Б 
1 

Реактор-змішувач об'ємом 100 літрів виго-
товлений компанією «Єврохіммаш». Цей 

реактор-змішувач оснащений сорочкою та 
лопатевою мішалкою зі швидкістю обер-

тання 100 обертів на хвилину. Потужність 
двигуна складає 0,75 кіловат. Максималь-
на температура, яку він може витримати, 
становить 250 ℃. Габаритні розміри реак-
тора-змішувача складають 1000 х 930 х 

2800 мм [50]. 

Н-21 

Насос відцентровий для пе-

рекачування композиції Б 

від РЗ-20 до І-25 

1 

Відцентровий насос SPRUT GPD 25/4S-

180. Виробник «Storgom». Потужність: 62 

Вт. Максимальна температура: 110 ℃. 

Продуктивність: 3000 л/год [54]. 

І-23 Інокулятор 1 

Інокулятор DIN-AE об'ємом 250 л, вироб-
лений компанією Pfaudler з Німеччини, є 
пристроєм, який використовується для 

введення посівного матеріалу у ферменте-
ри або реактори для проведення мікробіо-
логічних процесів. Основні характеристи-
ки цього інокулятора включають: матері-

ал: нержавіюча сталь 304; оснащення: бар-
ботер, сорочка, датчики pH, pO2, темпера-
тури, пробовідбірник, манометр; турбінна 
мішалка: 320 об/хв; максимальний допус-

тимий тиск: 6 бар; габаритні розміри: 
800х2810 мм [55] 

РЗ-26 

Реактор-змішувач для при-

готування та стерилізації 

композиції А 

1 

Реактор-змішувач об’ємом СЕон 630 л. 

Виробник «Єврохіммаш». Оснащений со-

рочкою, лопатевою мішалкою: 100 об/хв; 

потужність двигуна, кВт: 2,2; макс. темпе-

ратура: 250 ℃; габаритні розміри, мм: 1380 

х 1380 х 2770 [50]. 

Н-27 

Насос відцентровий для пе-

рекачування композиції А 

від РЗ-26 до ФР-35 

1 

Відцентровий насос VODOMET JET100, 

CPM158. Виробник: Словенія. Матеріал: 

нержавіюча сталь  AISI 304. Продуктив-

ність, до: 6,6 м
3
/год; відносний тиск, бар: 

4; потужність: 1,1 кВт; максимальна тем-

пература: 135 ℃ [56]. 

РЗ-30 
Реактор-змішувач для при-

готування композиції Б 
1 

Реактор-змішувач СЕон об’ємом 1 м
3
. Ви-

робник «Єврохіммаш». Оснащений сороч-

кою, лопатевою мішалкою: 100 об/хв; по-

тужність двигуна, кВт: 2,2; макс. темпера-

тура: 250 ℃; габаритні розміри, мм: 1410 х 

1410 х 3470 [50].
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Закінчення табл. 6.1 

Н-31 

Насос відцентровий для пе-

рекачування композиції Б 

від РЗ-30 до ФР-35 

1 

Відцентровий насос SPRUT GPD 25/4S-

180. Виробник «Storgom». Потужність: 

62 Вт. Максимальна температура: 110 

℃. Продуктивність: 3000 л/год [54]. 

РЗ-32, 

РЗ-33 

Реактори-змішувачі для пі-

дготовки 6 %-их розчинів 

титрувальих агентів 

2 

Реактор-змішувач серії A2000 об'ємом 5 

літрів виробництва компанії «Amar 

Equipments» з Індії. Цей реактор-

змішувач оснащений сорочкою та тур-

бінною мішалкою зі швидкістю обер-

тання в діапазоні від 100 до 1450 обер-

тів на хвилину. Максимальна темпера-

тура, яку цей реактор-змішувач може 

витримати, становить 300 ºС. Габаритні 

розміри реактора-змішувача (з контро-

льною панеллю) складають 410 х 1100 

міліметрів [57]. 

ФР-35 Ферментер 1 

Ферментер DIN-BE об'ємом 2,5 м
3
 ви-

робництва компанії «Pfaudler» з Німеч-

чини. Цей ферментер виготовлений з 

нержавіючої сталі 304 і оснащений бар-

ботером, сорочкою та датчиками для 

вимірювання pH, pO2 та температури. 

Він також має пробовідбірник і мано-

метр. У ферментері встановлена турбін-

на мішалка зі швидкістю обертання 320 

обертів на хвилину. Максимальний до-

пустимий тиск для цього ферментера 

становить 6 бар. Габаритні розміри фе-

рментера складають 1700 х 4050 міліме-

трів [58]. 

Н-36 

Насос відцентровий для пе-

рекачування культуральної 

рідини від ФР-35 у збірник 

1 

Відцентровий насос CTI AA. Виробник: 

«Tapflo». Матеріал корпусу: нержавіюча 

сталь AISI 316L. Максимальна темпера-

тура: 90 ℃. Максимальний тиск, бар: 6. 

Продуктивність, до: 12 м
3
/год [59]. 
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РОЗДІЛ 7. ВИРОБНИЦТВО ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ. ОПИС ТЕХНО-

ЛОГІЧНОЇ СХЕМИ  

Технологічна схема біосинтезу окситетрацикліну Streptomyces rimosus 

DSMZ 41439 складається з допоміжних робіт і основного технологічного 

процесу. Допоміжні роботи включають підготовку стерильного аераційнного 

повітря, приготуваня титрувальних розчиннів хлоридної кислоти та гідрок-

сиду натрію, приготуваня і стерилізацію підживлювального розчину глюко-

зи, приготування, підготовку і стерилізацію поживних середовиш. Основний 

технологічнний процес включае підготовку посівного матеріалу та виробн-

ничий біосинтез. 

 Технологічну та апаратурну схеми біосинтезу окситетрацикліну наве-

дено у графічній частині проекту. 

ДР 1. Аераційне повітря. Його підготовка  

 ДР 1.1. Забір атмосферного повітря 

 Для забору атмосферного повітря використовується спеціальний при-

стрій, який називається повітрозабірником. (ПЗ-1) з найвищої точки, яка зна-

ходиться на висоті 10 метрів. Це може бути реалізовано на будівлі з одним 

поверхом, де висота поверху становить 6 метрів, а також є наявність косого 

даху з висотою близько 3-4 метри. Обладнання для стиснення та очищення 

повітря розташовують на цій висоті для забезпечення забору повітря з най-

вищого рівня. 

 ДР 1.2. Очистка повітря від грубих часток 

 Попередне очишеня повтря здійснюється за допомогою фільтра (Ф-2), 

який забезпечує ступінь очищення до 90%. Цей фільтр затримує частинки з 

діаметром 50 мікрометрів, допомагаючи покращити якість повітря перед по-

дальшою обробкою. 
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ДР 1.3. Стиснення повітря 

 Стискання повітря виконується за допомогою компресора (К-3). Це не-

обхідно для забезпечення аерації процесу та подолання гідравлічного тиску, 

що створюється стовпом рідини у ферментері. Умови процесу стискання по-

вітря включають тиск на рівні 0,35 МПа та температуру до 250℃.  

ДР 1.4. Видалення зайвої вологи і охолодження повітря  

 Стиснене повітря, яке утворюється під час компресування, направля-

ється до теплообміника-охолоджувача (Т-4), де воно охолоджуеться до тем-

пиратури 25-30℃. Після цього зайву вологу видаляють за допомогою ресси-

вера (Р-5), де також усувається пульсація руху повітря. На цьому етапі пока-

знник вологості зменшується до 60%. Такі дії дозволяють підготувати стис-

нене повітря для подальшого використання у технологічному процесі з необ-

хідними параметрами.  

ДР 1.5. Нагрівання повітря 

 Охолоджене повітря, яке отримане після проходження теплообмінника-

охолоджувача, направляється до теплообмінника-нагрівача (Т-6), де його на-

грівають до температури 45-50℃. На цьому етапі показник вологості додат-

ково зменшується до 50%. Такі дії дозволяють отримати повітря з необхід-

ною температурою та вологості для подальшого використання у технологіч-

ному процесі. 

 ДР 1.6. Очишення повітря у головному фільтрі 

 Нагріте повітря, після проходження теплообмінника-нагрівача (від ДР 

1.5), направляється до головного фільтра очистки (Ф-7), який розташований 

біля ферментаційних відділень. На цьому етапі проводиться високоякісна 

очистка повітря, і ступінь очищення досягає 95%. Це допомагає забезпечити 

чистоту повітря, що використовується в технологічному процесі ферментації. 

 ДР 1.7. Очищення повітря в індивідуальному фільтрі 

 Повітря (від ДР 1.6) через трубопроводи подаеться безпосереднньо в 

індивдуальні фільтри (ІФ-8, ІФ-22, ІФ-34) кожного з біореакторів до ТП 4.5, 

ТП 4.6, ТП 5.1. Ступінь кінцевої очисттки повітря = 99,999% та КУО < 1. 
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ДР 2. Титрувальні розчинни. Приготуваня 

 ДР 2.1. Приготуваня 6%-го розчину хлоридної кислоти 

ДР 2.1.1. Приготуваня 6%-го розчину HCl для підкисленя середовиша  

Аби приготувати 3,22 л 6%-го розчину хлоридної кислоти у реактор-

зміщувач (РЗ-32) об’ємом 5 л подають за допомогою лічильника 2,7 л питної 

води i вносять за допомогою мірнного циліндра на 500мл при постійнному 

перемішувані 522 мл 37%-ого розчину HCl.  

 ДР 2.2. Стерилізація і приготуванняі 6%-го розчину гідроксид натрію 

 ДР 2.2.1. Стерилізація і приготування  6%-го розчину NaOH для підлу-

жненя поживного середовиша  

 Для приготуваня 29 мл 6%-го рочину натрію гідроксид на технічних 

вагах зважують 1,74 г кристалчного ідкого натру. Наважку помішають у кол-

бу на 50 мл i за допомогою мірного циліндра на 50 мл додають 29 мл питноі 

води, переміщують до повного розчиненя, закривають ватно-марливою проб-

кою. Стерилізують в автоклві при 131 ℃ (0,15 МПа) 40 хв. 

ДР 2.2.2. Стерилізація і приготуваня  6%-го розчину гідроксид натрію 

для підлужненя поживного середовиша у посівному апараті об’ємом 250 л 

 З метою підготовки 290 мл 6%-го розчину NaOH на технічних вагах 

зважують 17,4 г кристалічнного ідкого натру. Наважку помішають у колбу 

об'ємом 500 мл. За допомогою мірного циліндра об'ємом 500 мл додають 290 

мл питної води до колби. Потім перемішують до повного розчинення і закри-

вають ватно-марлевою пробкою. Отриману суміш стерилізують в автоклаві 

при 131 ℃ (0,15 МПа) протягом 40 хв. 

ДР 2.2.3. Стерилізація і приготування і 6%-го розчину NaOH для під-

лужнення поживного середовища у посівному апараті об’емом 2,5 м
3
 

Для підготовки 2,9 л 6%-го розчину натрію гідроксид на технічних ва-

гах зважують 174 г кристалічного їдкого натру. Наважку поміщають у реак-

тор-змішувач (РЗ-33) об’ємом 5 л. Потім за допомогою лічильника додають 

2,9 л питної води. Отриману суміш стерилізують у реакторі при 131 ℃ (0,15 

МПа) протягом 40 хв. 
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ДР 3. Приготування i стерилізація поживних середовищ 

ДР 3.1. Приготування i стерилізація поживного середовища для виро-

шування інокуляту в колбах на качалках. 

Для приготування середовища з метою вирощуваня посівного матеріа-

лу у колбах на качалкахнеобхідно використати такі кількості компонентів, як 

вказано в Таблиці 5.6 розділу 5. Розрахунки були заокруглені для практичної 

зручності.  

ДР 3.1.1. Приготуваня і стерилізація композиції А 

На технічнгих терезах зважують45 г глюкози, 6,5 г  дріжджового екст-

ракту. Наважки помішають у колбу об’ємом 1 л, доливають питну воду 

(0,551 л), перемішують, закривають ватно-марлевим корком і стерилізують в 

автоклавіі при 112 ºC (0,05 МПа) протягом 30хв. 

 ДР 3.1.2. Приготування і стерилізація композиціі Б 

На технічних терезах зважують 3,9 г (NH4)2SO4, 2,6 г KH2PO4, 1,3 г 

K2HPO4. Наважки поміщають у колбу об'емом 1 л. Додають 0,59 л питної во-

ди і перемішують. Після цього колбу закривають ватно-марлевим корком і 

стерилізуют в автоклаві протягом 40 хв при температурі 131 ºC і тиску 0.15 

МПа. 

ДР 3.1.3. Приготування і стерилізаця композиції В 

0.65 г MgSO4 ·7H2O зважують на технічних терезах. Потім цю наважку 

поміщають у колбу об'ємом 250 мл. Додають 0,1 л питної води і перемішу-

ють. Після цього колбу закривають ватно-марлевим корком і стерилізують в 

автоклаві протягом 40 хв при температурі 131 ºC і тиску 0,15 МПа.  

ДР 3.1.4. Змішування композицій А, Б і В 

У колбу об’ємом 2 л в асептичних умовах зливають простерилізовані 

композиції А (від ДР 3.1.1), Б (від ДР 3.1.2) і В (від ДР 3.1.3). після завер-

шення процесу здійснюють мікробіологічний контроль. 

ДР 3.2. Приготування і стерилізація поживного середовиша для виро-

щування інокуляту y посівному апаратті об’ємом 30 л. 
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Для вирощування інокуляту потрібно 13,6 л поживного середовища. З 

цього об'єму, 10% (1400 мл) буде посівним матеріалом, а ще 10%  - це крап-

левинос під час стерилізації поживного середовища в інокуляторі, що стано-

вить загальну кількість 1,36 л.  

Розрахунок необхідни кількостей компонентів для приготування сере-

довища для вирощування посівного матеріалу в інокуляторі на 30 л наведен-

ний у табл. 5.7 (розділ 5). Дані розрахунків заоокруглено для практичної зру-

чнності. 

ДР 3.2.1. Приготування і стерилізація композиції А 

На ваговому дозаторі (Д-9) зважують 450 г глюкози, 65 г  дріжджового 

екстракту. Наважки переносять у реактор-змішувач на 10 л (РЗ-10), додають 

через лічильник 4,6 л води питної. Після включення перемішуючого при-

строю, до сорочки реактора подають пару для досягнення температури 40℃, 

що сприятиме кращому розчиненню компонентів. Отриманний розчин пода-

ють самоплинном у попередньо простерилізований інокулятор (І-13) об'ємом 

30 л. Додають 6%-й розчин HCl (від ДР 2.1.1) до досягнення рН 4,0-4,5. Після 

цього проводять стерилізацію при температурі 131 ºC (0,15 МПа) протягом 

40 хвилин. 

ДР 3.2.2. Приготування іiстерилізація композиції Б 

На ваговому дозаторі (Д-11) зважують 39 г (NH4)2SO4, 26 г KH2PO4, 13 

г K2HPO4, 6,5 г MgSO4 · 7H2O. Наважки поміщають у реактор-зміщувач (РЗ-

12) об’ємом 10 л, додають через лічильник питну воду (6,97 л) та вмикають 

перемішуючий пристрій. Для кращого розчиненя компонентів у сорочку реа-

ктора дають пару, щоб досягти температури у реакторі на рівні 40℃. Отрима-

ний розчин подають самоплинном у попереднньо простерилізованний іноку-

лятор (І-13) об’ємом 30 л, подають 6 %-ий розчин НСl (від ДР 2.1.1) до дося-

гнення рН 4,0-4,5 і стерилізують при 131 ºC (0,15 МПа) протяом 40 хв. 

ДР 3.3. Приготуваня і стерилізація поживного середовища для виро-

щування інокуляту у посівному апараті об’емом 250 л. 
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Для вирощування інокуляту потрібно 136 л поживного середовища (10 

% від об’єму поживного середовища – це посівний матеріал (14 л), а також 

10% складе краплевинос, який утвориться при стерилізації поживного сере-

довища в інокуляторі – сумарно 13,6 л). 

Розрахунок потрібних кількостей компоненнтів для приготування сере-

довиша для вирощування посівного матеріалу у колбах на качалках наведе-

ний у табл. 5.8 (розділ 5). Дані розрахунків заокруглено для практичної зруч-

ності. 

ДР 3.3.1. Приготування і стерилізація композиції А 

На ваговому дозатор (Д-15) зважують 4495 г глюкози, 650 г  дріжджо-

вого екстракту. Наважки переносять у реактор-змішувач на 63 л (РЗ-16), до-

дають через об’ємний дозатор (Д-14) 47 л води питноі, вмикають переміщу-

ючий пристрій і стерилізують при 112 ºC (0,05 МПа) протягом 30 хв. Отри-

маний простерилзований розчин перекачуують відцентровим насосом (Н-17) 

у попередньо простерилізований інокулятор (І-25) об’ємом 250 л.  

ДР 3.3.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

На ваговому дозаторі (Д-18) зважують 390 г (NH4)2SO4, 260 г KH2PO4, 

130 г K2HPO4, 65 г MgSO47H2O. Наважки помішають у реактор-змішувач (РЗ-

20) об’ємом 100 л. Для отримання розчину в реакторі додають питну воду 

(69,66 л) через об'ємний дозатор (Д-19) та вмикають перемішуючий пристрій. 

Пару подають для покращення розчинення компонентів у сорочці реактора, з 

метою досягнення температури 40°C. Отриманий розчнн перекачують від-

ценнровим насосом (Н-21) у попередньо простерилізовний інокулятор (І-25) 

об'ємом 250 л. Додають 6%-ний розчин НСl (з ДР 2.1.1) до досягнення рН 

4,0-4,5 і проводять стерилізацію при 131 ºC (0,15 МПа) протягом 40 хвилин. 

 

ДР 3.4. Приготуваня і стерилізація поживного середовища для ферме-

нера об’ємом 2,5 м
3
. 

Для вирощування інокуляту потрібно 1,36 м
3
 поживного середовища 

(10 % від об’єму поживного середовища – це є посівнний матерал (140 л), а 



60 

 

також 10% складає конденсат, що утворюється при стерилізаціі поживного 

середовиша в інокуляторі – сумарно 136 л). 

Розрахунок необхідних кілкостей компоненнтів для приготування се-

редовиша для вирошування посівного матерііалу у колбах на качалках наве-

дений у табл. 5.9 (розділ 5). Дані розрахунків заокругленно для практиччної 

зручності. 

ДР 3.4.1. Приготування і стерилізація композиції А 

На ваговому дозаторі (Д-24) зважують 44,95 кг глюкози, 6,5 кг  дріж-

джового екстракту. Наважки переносять у реактор-змішувач на 630 л (РЗ-26), 

додають через об’ємний дозатор (Д-25) 470 л води питної, вмикають перемі-

шуючий пристрій і стерилізують при 112 ºC (0,05 МПа) протягом 30 хв. 

Отриманий простерилізований розчин перекачують відцентровим насосом 

(Н-29) у попередньо простерилізований ферментер (ФР-41) об’ємом 2,5 м
3
.  

ДР 3.4.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

На ваговом дозаторі (Д-28) зважують 3,9 г (NH4)2SO4, 2,6 г KH2PO4, 1,3 

г K2HPO4, 650 г MgSO4 · 7H2O. Наважки поміщають у реактор-змішувач (РЗ-

30) об’ємом 1 м
3
. Через об'ємний дозатор (Д-29) додають питну воду в обсязі 

750 літрів, після чого вмикають перемішуючий пристрій. Для поліпшення ро-

зчинення компонентів у сорочці реактора подають пар, щоб досягти темпера-

тури 40°C. Отриманий розчин перекачують відцентровим насосом (Н-31) у 

попередньо простерилізований ферментер (ФР-35) об'ємом 2,5 м
3
. До розчи-

ну в ферментері додають 6%-й розчин HCl (від ДР 2.1.1) з РЗ-32, поки не до-

сягнуть рН в діапазоні 4,0-4,5. Після цього проводять стерилізацію при тем-

пературі 131°C (0,15 МПа) протягом 40 хвилин. 

ТП 4. Підготовка посівного матеріалу 

 ТП 4.1. Підтримання колекційної культури 

Колекційну культуру Streptomyces rimosus DSMZ 41439 зберігають у 

пробірці на скошенному шільному агаризованному середовиші (2 – 4 ℃), яке 

містить мальтозо-глюкозний агар із дріжджовим екстрактом [4]. Для підтри-

мки культури у життєздатному стані, проводять пересіви на свіже поживне 
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середовище 3-4 рази на місяць. Дотримання правил асептики є важливим ас-

пектом при всіх роботах з колекційними культурами. Це допомагає запобігти 

забрудненню та зберегти чистоту культури, забезпечуючи оптимальні умови 

для росту і розмноження мікроорганізмів. 

ТП 4.2. Одержання робочої культури 

 Колекційну культуру S. rimosus DSMZ 41439 розсівають на чашки Пет-

рі із мальтозо-глюкозним агаром із дріжджовим екстрактом щоб отримати 

ізольованні колоній. Вирощуютьь у термостаті при температурі 28 ℃ [17] (48 

год). 

 ТП 4.3. Вирощуваня інокуляту у пробірках на агаризованних середови-

шах 

 Отриманні ізольовані колоніі S. rimosus DSMZ 41439 з чащок Петрі (від 

ТП 5.2) пересівають петлею у пробірки зі скошенним мальтозо-глюкозним 

агаром із дріжджовим екстрактом. Для засіву однієї пробірки використову-

ється одна ізольована колонія, які знаходятся на відстанні не менше 1 см од-

на відодної. Вирощування проводять протягом 48 годин при температурі 28 

℃. Кожні 4 години з пробірок віддбирають проби для проведення мікробіоло-

гічнного контролю. 

ТП 4.4. Вирощування інокулятту в колбах на качалках 

 В асептичнних умоваах у колбу об’ємом 2 л зливаютть стерильну ком-

позицю А (від ДР 3.1.1) вносять простерилізованну композицю Б (від ДР 

3.1.2), вносять простерилізовану композицію В (від ДР 3.1.3) перемішують і 

розливають по 150 мл у 9 стерильних  качалочних колб об’ємом 750 мл. 

 У пробірку з робоччою культурою S. rimosus DSMZ 41439 (від ТП 4.3) 

додають 5 мл фізіологічного розчину і перемішують, щоб розподілити кліти-

ни. Стерильнною піпеткю відбирають отриману суспензіію бактерій і вно-

сятть її у качалочнні колби з поживним середовищем. Для засіву однієї колби 

використовують актиноміцетну суспензію, яка була отримана з однієі пробі-

рки. 
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Культивуютть на качалках (200 об/хв) при температурі 28 ℃ упродовж 

54 год, pH 6,8-7,0. Після завершення процесу культивування визначають 

концентрацію біомаси, яка повинна становити 3,8 – 4,0 г/л, і здійснють мік-

робіологічнний контроль. Після проведення мікробіологічнного контролю 

культуралну рідину зливають у засіівну колбу об’ємом 2 л. 

ТП 4.5. Вирощуваня в інокуляторі об’ємом 30 л 

 В інокулятор (І-13) із простерилізованою композицією Б (від ДР 3.2.2), 

самоплином подають композицію А (від ДР 3,2.1), вмикають перемішуюий 

пристрій, подають 6%-ий розчин NaOH (від ДР 2,2,1) до досягненя pH сере-

довища за показнником датчика pH до 6,8-7,0. Через засівну колбу вносять 

посівний матеріал (від ТП 4.4). Культивуютть при температурі 28 ℃ і концен-

трацї розчинненого кисню (рО2 = 20 – 30 % від насиченя повітря) упродовж 

54 год. Підтриманя рО2 на заданому рівні здійснюють регулюваннм швидко-

сті перемішування і рівня аерацї (витрати стерильного аераційного повітря). 

 Кожні 4 год із інокулятора беруть проби культуральної рідини для про-

веденя мікробіологічного контролю та виначення концентрації біомаси, що 

має становити 3,8 – 4,0 г/л. 

ТП 4.6. Вирощування в інокуляторі об’ємом 250 л 

У посівний апарат (І-23) із простерилізованою композицією Б (від ДР 

3.3.2), відцентровим насосом (Н-21) від реактора-змішувача (РЗ-20) подають 

композицію А (від ДР 3.3.1), вмикають перемішуючий пристрій, подають са-

моплином 6%-й розчин NaOH (від ДР 2.2.2) pH середовиша за показнником 

даттчика pH до 6,8-7,0. Самоплином подають посівний матеріал від І-13 (від 

ТП 4.5). Культивують при температурі 28 ℃ і концентрації розчиненого кис-

ню (рО2 = 20 – 30 % від насичення повітря) упродовж 54 год. Підтриманн рО2 

на заданому рівні здійснюють регулюванням швидкості перемішування і рів-

ня аерації (витрати стерильного аераційного повітря). 

Кожні 4 год з інокулятора відбирають проби культуральної рідини для 

проведення мікробіологічного контролю та визначення концентрації біомаси, 

яка повинна становити 3,8 – 4,0 г/л. 
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ТП 5. Виробничий біосинтез 

ТП 5.1. Виробничий біосинтез у ферментері об’ємом 2,5 м
3 

У виробничий ферментер (ФР-35) об’ємом 2,5 м
3
 із простерилізованою 

композицією Б (від ДР. 3.4.2) відцентровим насосом (Н-31) від реактора-

змішувача (РЗ-30) подають композицію А (від ДР 3.4.1), вмикають перемі-

шуючий пристрій, подають від реактора-змішувача (РЗ-33) самоплином 6%-

ий розчин NaOH (від ДР 2.2.3) pH середовища за показником датчика pH до 

6,8-7,0. Через трубу перетискуваня подають з інокулятора (І-23) посівний ма-

теріал (від ТП 3.6). Культивують при температурі 28 ℃ і концентрації розчи-

неного кисню (рО2 = 20 – 30 % від насичення повітря) упродовж 108 год. Пі-

дтримання рО2 на заданому рівні здійснюють регулюванням швидкості пере-

мішування і рівня аерації (витрати стерильного аераційного повітря). 

Кожні 4 год із ферментера відбирають проби культуральної рідини для 

провдення мікробіологічного контролю, взначення концентрації біомаси (7,6 

– 8,0 г/л)  та концентрації окситетрацикліну (1412 мг/л). По накопиченню ок-

ситетрацикліну (1412 мг/л) процес біосинтезу закінчується. 

По закінченню процесу біосинтезу культуральнну рідину перекачують 

відцеттровим насосом (Н-36) у цех виділення цільового продукту. 
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РОЗДІЛ 8. ВИРОБНИЦТВО ОКСИТЕТРАЦИКЛІНУ. КОНТРОЛЬ 

ПРОЦЕСУ 

Упродовж процесу культивування регулярно ( 4 години) з ферментера 

відбирають проби культуральної рідинни за допомогою пробовідбірника. Ці 

проби використовуються для проведення мікробіологічного контролю, оцін-

ки стерильності поживного середовища, визначення концентрації біомаси і 

окситетрацикліну, а також вмісту джерела вуглецю (глюкози) і азоту (суль-

фату амонію та дріжджового екстракту). Це дозволяє вести постійний конт-

роль якості процесу культивування і вчасно виявляти будь-які відхилення або 

проблеми. 

8.1. Мікробіологічний контроль 

 контроль стерильзності поживних середовиш. Для 

мікробіологічного контролю стерильності поживних середовищ проводиться 

розсіванням проб простерилізованого поживного середовища на чащки Петрі 

з відповідним агаризованими поживними середовищем. Для виявлення гри-

бів і дріждів використовуємо сусло-агар (СА), а щоб виявити бактерій – 

м’ясо-пептонний агар (МПА).  

Приготування чашок Петрі. У завчасно простерилізовані в сухожаро-

 шафіі чашки Петрі розливаютть  по 20-30 мл розплаленого на киплял-

 водній бані поживне середовище. Чашки кладуть на рівні поверхні для 

рівномірного застигання агару, залишають і витримують протягом 2-3 днів за 

температури 30 °С кришками внизу. 

Посіви проводять шляхом відбору стерильнною піпеткою 0.1 мл з 

об’ема проби простерилізованног і на 

поверхню відповдного поживного середовища. Внесину пробу рівно розподі-

ляють по поверхні середовища із поміччю простерильзованого шпателя Дри-

гальського. Чашки з посівами загортають y папір i поміщають y термостат 

для інкубац  при температурі 32-34 °С протягом 1-2 діб для МПА та при  
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температурі 24-26 °С протягом 3-5 діб для СА [60]. 

Мікробіологічний контроль чистоти культури. Мікробіологічний кон-

ттроль здійснюється двома шлхами: прямий висів на агаризовані поживні се-

редовища і мікроскопіюваня.  

Прямий висів роблять посівом культуральної рідини до ізолованих ко-

лоній на чашки Петрі з м’ясо–пептоним агаром (МПА) для проявлення бак-

терій, і глюкозо– картопляним агаром (ГКА) або сусло–агаром (СА) – грибів 

та дріжджів. Для перевірки росту Streptomyces rimosus культуральну рідину 

також висівають на середовище Мурасіге-Скуга (MS medium), на якому для 

даного виду характерне утворення спорового ланцюга у вигляді спірил, який 

переходить у білий повітряний міцелій (рис. 8.1) [15].  

  

Рис. 8.1.Ріст S. rimosus на агаризованих середовищ [15] 

Мікроскопіювання проводиться в світлому мікроскопі з імерсйною си-

стемою. Для приготування припарату на чисте знежрене предметне скло, в 

асептичнх умовах, із допомогою стерильної петлі наносять невелику крапли-

ну культуральної рідини. Краплю розподіляють по склу за допомогою бакте-

ріальної петлі, створюючи мазок діаметром близько 1 см. Мазок сушуть при 

кімнатнй температурі до повного випаровування вологи без допомоги нагрі-

ваня. Потім на повністю сухий препарат вносять 1-2 краплини імерсійного 

масла скляною паличкою. По завршенні роботи ватою, яка є змочена етило-

вим спртом, знімають залищки масла з імерсйного об'ектива. Під час мікрос-
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копіювання, якщо у зразку відсутня стороння мікробіота, можна побачити 

клітини S. rimosus (рис. 8.2). 

 

Рис 8.2. Мікроскопічне спостереження. S. rimosus під світловим мікрос-

копом (1000X) [16] 

8.2. Ріст і синтез цільового продукту. Основні показники 

8.2.1. Концентрація біомаси 

Концентрацію біомаси визначали ваговим методом. 20 мл культураль-

ної рідини відбирали із колб або біореакторів та збирали в попередньо зва-

жену центрифужну пробірку загальною об’ємом 50 мл (Falcon, США). Зразки 

центрифугували при 5°C за швидкості центрифугування 5000 об/хв протягом 

15 хв. Супернатант використовували для визначення концентрації глюкози, 

Нітрогену та окситетрацикліну. Відділену біомасу двічі промивали дистильо-

ваною водою, центрифугували і промиті клітини сушили у вакуумній шафі 

при 40°C протягом 24 год і потім використовували для визначення сухої маси 

клітин, шляхом зважування [4]. 

8.2.2. Активність окситетрацикліну 

Активність окситетрацикліну кількісно визначали за допомогою мето-

ду дифузії на агар [7]. Основою методу є здатність окситетрацикліну дифун-

дувати в агар та інгібувати ріст тест-штаму Bacillus subtilis NRRL-B543.  

Матеріали та обладнання  
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1 Тест-культура. Відбирають 3−5 ізольованих колоній зі схожою мор-

фологією діаметром не менше 1 мм, вирощених на SDA впродовж 24–48 год.  

2 Живильні середовища та реактиви.  

2.1 Модифікований агар Мюллера - Хінтон ; 

2.2 Стерильний фізіологічний розчин натрію хлориду (0,85 -0,9 %); 

2.3 Стерильна дистильована вода ; 

3 Обладнання та посуд : 

3.1 Мікробіологічні петлі, 0,001 мл;  

3.2 Стерильні пробірки;  

3.3 Стерильні чашки Петрі;  

3.4 Стерильні серологічні піпетки (1,0 мл, 5,0 мл та 10,0 мл) ;  

3.5 Дозатор для серологічних піпеток;  

3.6 Мікродозатори фіксованого та змінного об'єму зі стерильними од-

норазовими накінечниками;  

3.7 Спектрофотометр;  

3.8 Вортекс - шейкер;  

3.9  Термостат, 35 ° С;  

3.10 Штангенциркуль або кронциркуль;  

3.11 Металевий пробійник;  

3.12 Диско - дозаторний пристрій або стерильний пінцет.  

4 Диски з промисловим антибіотиком для побудови калібрувального 

графіку. 

Хід роботи  

1 Підготовка чашок Петрі  

1.1 В стерильні чашки Петрі та пробірки внести фіксований об’єм (16 

мл) розплавленого модифікованого агару Мюллера-Хінтон (МХ) та в пробір-

ку – 4,5 мл. 

1.2 Чашки Петрі витримують в термостаті впродовж 24 год при 35 °С 

для перевірки стерильності.  

2 Приготування інокуляту  
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2.1 Висіяти тест-культуру на МХ для отримання ізольованих колоній. 

Інкубувати 18–24 год при 37 °С;  

2.2 Обрати 3-5 колоній з однаковою морфологією, які за допомогою 

стерильної петлі перенести в пробірку з 5,0 мл стерильного фізіологічного 

розчину;  

2.3 Перемішати на вортексі 15−20 с ; 

2.4 Виміряти коефіцієнт пропускання суспензії при довжіні хвилі λ = 

530 нм на спектрофотометрі. Коефіцієнт пропускання Т(%)=85 % відповід-

ність інокуляту 1x10 
6
 – 5x10 

6
 клітин/мл ;  

2.5 Приготований інокулят використановпродовж 15−30 хв.  

3 Інокуляція живильного середовища  

3.1 В пробірку з розплавленим та охолодженим до 37− 40 °С живиль-

ним середовищем внести інокулят (1 частина інокуляту : 9 частина середо-

вища). Вміст пробірки перемішати на вортексі, вилити на поверхню агару в 

чашці Петрі, рівномірно розділити по поверхні та зачекати до застигання. 

4 Визначення концентрації антибіотика  

4.1 Метод дифузії в агар  

4.1.1 Простерилізованим та охолодженим пробійником зробити лунки у 

товщі агару, відстань між центрами лунок повинна бути не менше 24 мм. В 

лунки внести зразки супернатанту отриманого у п. 4.2.1, чашки залишити 

при кімнатній температурі на 2 год для дифузії зразка;   

4.2.2 Чашки витримати у термостаті при 35 °С протягом 24−48 год.  

5 Результати  

5.1 Визначення діаметрів зон затримки росту  

5.1.1 Результати реєструють через 24 год, якщо ріст є незадовільним - 

через 48 год. Газон тест-культури повинен бути суцільним, однакової щіль-

ності на всій поверхні чашки Петрі, отримані зони затримки росту мають бу-

ти рівномірно круглими;  

5.1.2 Чашки у перевернутому положенні поміщають на темну матову 

поверхню. Реєстрацію результатів проводять у відбитому світлі. При вимі-
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рюванні зон затримки росту потрібно орієнтуватись на зону повного пригні-

чення видимого росту, діаметр зон вимірюють з точністю до 1,0 мм. Бажано 

користуватись для цього штангенциркулем або кронциркулем;  

5.1.3 При реєстрації результатів не слід звертати уваги на окремі мікро-

колонії на краю зони або в її межах;  

Діаметр зони інгібування перетворювали в концентрацію окситетраци-

кліну мг/л за допомогою стандартної біологічної кривої між логарифмом різ-

них концентрацій антибіотиків і середніми діаметрами зони інгібування B. 

subtilis NRRL-B543. Калібрувальна крива будується за показниками отрима-

ними відповідно до описаного вище способом [4, 61]. 

8.2.3. Визначення концентрації окситетрацикліну 

Для кількісного визначення антибіотику відцентрифугований зразок 

культуральної рідини (супернатант) фільтрують через міліпористий фільтр 

0,46 мкм і визначають рідинним хроматографом Shimadzu LC-5A (Shimadzu, 

Японія) з використанням колонки Lichrosphere 60 RP-Select B (5 мкм) з сумі-

ші метанолу, ацетонітрилу та щавлевої кислоти у співвідношенні 0,8:1,0:3,2 у 

рухомій фазі. Швидкість потоку становить 1 мл/хв, антибіотик виявляють за 

допомогою УФ-детектора SPD-2A (Shimadzu) при 350 нм, а концентрацію 

розраховували за допомогою інтегратора C-R6A (Shimadzu). Автентичний 

окситетрациклін використовується як стандарт в діапазоні від 1 до 1000 

мкг/мл [62]. 

8.2.4. Джерела Карбону і Нітрогену. Їх концентрація 

Концентрація джерела Карбону 

Концентрацію глюкози в культуральній рідині вимірювали за допомо-

гою аналізатора глюкози (Biochemical Analyzer 2700, Yellow Springs 

Instruments, OH, USA) [4]. 

YSI іммобілізує субстрат-специфічні ферменти між двома селективни-

ми, інтерферуючими мембранами і з'єднують мембранний компонент з пла-

тиновим електродом, що призводить до високоспецифічного вимірювання 

для даного субстрату. 
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Із ферментера відбирається проба культуральної рідини об’ємом 100 

мл. Зразок добре перемішується та фільтрується через паперовий фільтр для 

відділення біомаси. З фільтрату відбирається 3 мл розчину, закріплюють 

фільтр з діаметром пор 0,22 мкм і дозують досліджуваний розчин у пробірки 

по 5 мл зразка. Зразок поміщують у пристрій і записують отриманий резуль-

тат. 

Ферментний зонд оснащений тришаровою мембраною, що містить ім-

мобілізований фермент глюкозооксидази в середньому шарі. Лицьова части-

на зонда, вкрита мембраною, розташована в буферному зразковому модулі, 

куди інструмент вводить пробу глюкози. Глюкоза дифундує через першу 

мембрану. При контакті з іммобілізованою глюкозооксидазою вона швидко 

окислюється, утворюючи перекис водню (H2O2). 

Глюкоза + О2= H2O2 + Глюконо-1,5-лактон 

H2O2, у свою чергу, проходить через внутрішню мембрану і окислю-

ється на платиновому аноді, виробляючи електрони. Динамічна рівновага 

досягається тоді, коли швидкість вироблення H2O2 і швидкість, з якою H2O2 

залишає іммобілізований ферментний шар, є постійними і позначаються 

стійкою реакцією. Потік електронів лінійно пропорційний стаціонарній кон-

центрації H2O2 і, отже, концентрації субстрату. Все це відбувається за лічені 

секунди, в результаті чого цикл аналізу вибірки становить 60 секунд. Прилад 

наведено на рис. 8.3 [63, 64]. 



71 

 

 

Рис. 8.3. Біохімічний аналізатор YSI 2700 [64]. 

Визначення концентрації джерела Нітрогену 

У складі поживного середовища два джерела Нітрогену – амоній суль-

фат та дріжджовий екстракт.  

Вміст аміного азоту у ферментаційному бульйоні визначали за методом 

формольного титрування Соренсона [65]. Метод формольного титрування 

Соренсона ґрунтується на взаємодії формальдегіду з вільними аміногрупами, 

що присутні в амінокислотах. Під час реакції формальдегід зв'язується з амі-

ногрупою, утворюючи метиленову похідну амінокислоти. В результаті ці 

аміногрупи втрачають свої основні властивості. Вільні карбоксильні групи, 

що залишаються, титруються розчином лугу, зазвичай 0,1 М розчином гідро-

ксиду натрію (NaOH). Луг реагує з карбоксильними групами, утворюючи со-

лі кислотних груп, і змінюючи колір індикатора, що вказує на кінцеву точку 

титрування: 
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Аміногрупи при цьому втрачають основні властивості, а вільні карбок-

сильні групи відтитровують розчином лугу [66]: 

 

Необхідні матеріали: 

- 0,1 М соляна кислота 

- 0,1 М гідроксид натрію 

- рН-метр 

- Бюретка -2 

- Стакан 

- Мішалка 

Пробопідготовка. Для аналізу необіхідно отримати 20 мл відфільтро-

ваної від біомаси культуральної рідини. Зважаючи на відбір зразку із біома-

сою безпосередньо із ферментера об’єм проби становитиме 30 мл. Відібрану 

пробу необхідно пропустити через нейлонний фільтр. Отриманий фільтрат 

використовується для визначення вмісту джерела азоту. 

Хід роботи. 20 мл культурального фільтрату, вносять в чисту конічну 

колбу, додавали 5 мл HCHO і зберігали протягом 2 хв. Потім додавали кілька 

крапель індикатора фенолфталеїну та титрували додаючи 0,3 мл 0,1 М NaOH. 

Кінцевою точкою титрування є поява постійного блідо-рожевого кольору. 

Титрування повторювали для відповідних значень, і результати виражається 

в мг /мл [66, 67]. 
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Вміст амонійного азоту визначається за допомогою колориметричному 

тесті, який базується на використанні реактиву Неслера [68]. У тесті на амо-

нійний азот реагент Несслера (K2HgI4) реагує з аміаком, присутнім у зразку 

(у сильно лужних умовах) для отримання жовтого кольору. Інтенсивність ко-

льору знаходиться в прямій залежності від концентрації аміаку [69]. 

2K2HgI4 + NH3 + 3KOH → Hg2OINH2 + 7KI +2H2O 

Набір для визначення концентрації амонійного азоту MQuan містить 

тест-смужки, 2 пляшки реактиву Несслера та одну тестову посудину. Інші 

реагенти: стандарт іонної хроматографії амонію, 1000 ppm (EM-19812). Щоб 

забезпечити постійну високу якість тест-смужок MQuant®, Merck використо-

вує сертифіковані стандартні рішення для налаштування та перевірки тестів і 

вірності еталонних кольорів. Ці стандартні розчини простежуються безпосе-

редньо до первинних еталонних стандартів NIST і PTB 

Хід роботи. Реакційні зони змочують простим зануренням у досліджу-

ваний розчин. Потім надлишок рідини струшують. Після закінчення заданого 

часу реакції (максимум дві хвилини) забарвлення зони реакції порівнюють з 

колірною шкалою на упаковці для визначення концентрації [70]. 
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РОЗДІЛ 9. ЕКОЛОГІЗАЦІЇ ВИРОБНИЦТВА. АНАЛІЗ ПЕРСПЕКТИВ 

ВПРОВАДЖЕННЯ СИСТЕМИ  

9.1. Рідкі відходів виробництва окситетрацикліна. Характеристика  

9.1.1. Розрахунок об’ємів відходів 

Візьмемо наприклад, що біотехнологічне виробництво окситетрациклі-

ну проходить протягом 90 днів. Для того,щоб забезпечити чистоту виробниц-

тва, проводять щоденне прибирання ,тобто 90 разів. Генеральне прибирання 

проводиться раз на місяць, тобто 3 рази. При обробці обладнання застосову-

ють розчини  миючих засобів «PUR-285» (2%) і «Ефір С-12»  (1%), загальні 

об’єми яких за весь термін виробництва складають по 145,5 л кожен. З метою 

обробки стін, вікон та підлоги використовують робочі розчини таких засобів 

як «Контек ПроХлор» (3%), «Терралін протект U» (0,1%) і «Клінідез»(0,2%), 

об’ємні кількості яких складають 1570, 1570, і 1250 л відповідно. 

Таблиця 9.1 

Характеристика рідких відходів виробництва окситетрацикліну 

Назва рідких відхо-

дів 
Складові рідких відходів 

Приблизний об’єм 

відходів на 1 цикл 

виробництва, л 

Клас небе-

зпеки 

2% розчин «PUR-

285» 

Формальдегід; натрію гіпох-

лорид; лимона кислота; каті-

онні, аніонні, неіоногенні 

ПАР 

145,5 II 

1% розчин «Ефір С-

12» 
Гідроксид натрію – NaOH 145,5 II 

3% розчин «Контек 

ПроХлор» 

Формальдегід та глутаровий 

альдегід гліколевий ефір ал-

когольетоксилат, запашка, 

барвник і вода 

1570 II 

0,1% розчин «Терра-

лін протект U» 

Бензалконій хлорид, 2-

дифенілетанол, третинні амі-

ни, інгібітори корозії, ПАР і 

вода 

1570 III 

0,2% розчин «Кліні-

дез» 

Дихлорізоціанурова кислота, 

ПАР 
1250 III 

 Загальний об’єм: 4681  
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9.1.2. Рідкі відходи та їх утилізація 

Традиційні фізико-хімічні методи переробки стічних чи каналізаційних 

вод призводить до утворення значної кількості твердих відходів. Деяка час-

тина їх накопичується вже в первинній стадії осадження, інші ж обумовлені 

приростом біомаси за рахунок біологічного окислення вуглецевмісних ком-

понентів в стічних водах. Тверді відходи спочатку перебувають у вигляді рі-

зних суспензий із вмістом твердих компонентів від 1 до 10%. Через це проце-

сам виділення, переробки нафти і ліквідації мулу стоків слід приділяти особ-

ливу увагу під час проектування і експлуатації будь-якого підприємства з пе-

реробки стічних вод. 

У найзагальніших рисах його, технічні методи обробки мулу зводяться 

до досягнення певного ступеня зневоднення. Вибір процесу чи послідовності 

процесів у будь-якому технологічному ланцюжку утилізації мулу визнача-

ється способом про його ліквідацію, найпридатнішою конкретної виду мулу і 

слабким місця її переробки. Кожен тип мулу має різні властивості в проце-

сах, як, наприклад, перекачування, хімічна обробка чи фільтрування. Тому 

"вибір способу переробки визначається переважно економічними показника-

ми процесу, залежними від типу мулу [71]. 

9.2. Газоподібні відходи виробництва антибіотику. Характеристика 

9.2.1. Розрахунок об’ємів відходів 

Для проведення біотехнологічного виробництва окситетрацикліну має 

бути постійна безперервна подача стерильного аераційного повітря. Саме 

тому, на етапах підготовки посівного матеріалу в інокуляторах та виробничо-

го біосинтезу антибіотику у ферментері, будуть утворюватися газоподібні 

повітряні відходи. Тривалість підготовки інокуляту складає 108 годин (6480 

хвилин), а термін виробничого біосинтезу антибіотику – 108 годин (6480 

хвилин). Безперервна подача кисню в апарати здійснюється зі швидкістю 1 

л/л КР·хв. На проектованому підприємстві встановлюють 2 інокулятори та 1 

ферментер. Тому, приблизний об’єм відпрацьованого повітря складає: 30 · 

3240 + 250 ·3240 + 2500 · 6480 = 17 107 200 л (17,107 м
3
). 
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9.2.2. Газоподібні відходти та їх утилізація  

Газоподібні відходи біотехнологічного виробництва окситетрацикліну 

очищують за допомогою аерозольного фільтру. Повітряний потік, що підда-

ється очищенню, по черзі проходить через дві секції 2 і 3 корпусу 1, в якій 

кожній герметично встановлені відповідні ступені грубого очищення 4 і 5 та 

ступені надтонкого очищення 6 і 7. Далі, після проходження  цих секції, 

очищений потік виходить із аерозольного фільтра. Щоб очистити  повітряне 

середовище з більшим забрудненням і наявністю часток аерозолю великого 

розміру ступінь грубого очищення 4 і 5 кожної секції 2 і 3 виконаний із не-

тканого об'ємного фільтрувального матеріалу, який складається із поліестру. 

Спектр часток перед ступенем надтонкого очищення 6 і 7 кожної секції 2 і 3 

включає переважно частинки субмікронного розміру. Для їхнього очищення 

ступені надтонкого очищення 6 і 7 виконані із гофрованого ультратонкого 

фільтрувального матеріалу, котрі складається із мікроскловолокна. Саме за-

вдяки цому ресурс роботи і пилоємність фільтра збільшуються. Результатом 

даного процесу є підвищення ефективності очищення потоку повітря, що є 

його важливою перевагою. Схематичне зображення обраного фільтру наве-

дено на рис. 9.2. 
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 а) б) 

Рис. 9.1. Схематичне зображення фільтру аерозольного, що склада-

ється із двох секцій: загальний вигляд (а), одна із секцій корпусу (б) [72]. 

9.3. Тверді відходи виробництва та їх характеристика  

9.3.1. Розрахунок об’ємів відходів 

Твердими відходами на виробництві вважають пакувальні тари від 

мийних та дезінфікуючих розчинів, компоненти поживних середовищ для 

вирощування посівного матеріалу та виробничого біосинтезу. Для пакування 

компонентів поживного середовища застосовують полівінілхлорид – матері-

ал,який не перероблюють з іншими типами пластику. Каністри із поліпропі-

лену,в яких знаходяться дезінфікуючі та миючі засоби, зазвичай піддаються 

вторинній переробці. Проте не всі такі каністри піддаються даній переробці. 

Виробники мають зазначати, що вторинне використання тари заборонено.  
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Таблиця 9.2 

Характеристика твердих відходів виробництва антибіотику 

Назва твер-

дих відходів 

Компоненти твер-

дих відходів 

Приблизний 

об’єм відходів на 1 

цикл виробництва, 

кг 

Клас 

небезпеки 

Пакувальна 

тара для миючих на 

дезінфікувальних 

засобів 

Поліпропілен, полі-

етилен 
0,4 IV 

Пакування 

для компонентів по-

живних середовищ 

Поліпропілен, полі-

етилен, полівінілхлорид 

(PVC-3) 

0,6 IV 

 Загальний об’єм: 1  

 

3.3.2. Тверді відходи та їх утилізація  

Біодеградація пластику організмами є одним з методів повної утилізації 

пластмас. Під час цього процесу організми використовують ферменти, які 

здатні розщеплювати хімічні зв'язки полімерних матеріалів. Розпад полімер-

ного ланцюга відбувається за допомогою утворення дикетонних структур. 

Однією з переваг біодеградації пластику є те, що такий процес не за-

вдає значної шкоди навколишньому середовищу у вигляді побічних продук-

тів. У порівнянні з іншими методами переробки, які можуть призводити до 

забруднення атмосфери або накопичення отрутохімікатів, біодеградація пла-

стику є більш екологічно безпечним варіантом [73]. 
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РОЗДІЛ 10. НАУКОВОТЕХНІЧНОЇ ЛІТЕРАТУРИ ТА НОРМАТИВНО-

ТЕХНІЧНОЇ ДОКУМЕНТАЦІЇ. АНАЛІЗ 

1. ДСТУ EN 1262:2007 Речовини поверхнево-активні. Метод визна-

чання рН розчинів чи дисперсій 

2. ДСТУ ISO 4312:2005. Речовини поверхнево-активні. Оцінювання 

окремих видів дій під час прання. Методи аналізу та випробування чистого 

контрольного зразка бавовняної тканини 

3. ДСТУ 2156-93. Безпечність промислових підприємств. Терміни 

та визначення 

4. ДСТУ 4239:2003 Матеріали та вироби текстильні і шкіряні побу-

тового призначення. Основні гігієнічні вимоги 

5. ДСТУ ISO 14010-97 Керівні вказівки по здійсненню екологічного 

аудиту. Загальні принципи 

6. ДСТУ ISO 14005:2015 Системи екологічного управління. Наста-

нови щодо поетапного запровадження системи екологічного управління, ви-

користовуючи оцінювання екологічних характеристик 

7. ДСТУ ISO 9000:2015 Системи управління якістю. Основні поло-

ження та словник термінів 

8. ДСТУ ISO 14001:2015 Системи екологічного управління. Вимоги 

та настанови щодо застосовування 

9. ДСТУ ISO 14004-97. Системи управління навколишнім середо-

вищем. Загальні настанови щодо принципів управління, систем та засобів за-

безпечення.  

10.  ДСТУ ISO 14011-97. Настанови щодо здійснення екологічного 

аудиту. Процедури аудиту. Аудит систем управління навколишнім середо-

вищем.  
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11. ДСП 9.9.5.-080-02. Правила влаштування і безпеки роботи в ла-

бораторіях (відділах, відділеннях) мікробіологічного профілю. 

12. Про стандартизацію і сертифікацію: Закон України від 10 трав. 

1993 р. №46-93. 

13. Державні реєстри дезінфекційних засобів за 2018-2021 р.р., за-

реєстрованих в Україні. 
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Метаболізм аланіну, аспартату та глутамату 
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