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РЕФЕРАТ 

Кваліфікаційна робота присвячена розробці виробництва  ентероцинів, 

шляхом культивування ізольованого штаму Enterococcus  faecalis  14,  що за 18 

годин утворює 5,942 г/л бактеріоцину.  Ентероцин –  це білок, який має 

антимікробні властивості проти патогенних мікроорганізмів, а особливо проти 

Clostridium perfringens, що є збудником некротичного ентериту у курей. З метою 

використання даного мікробного білку як кормової добавки до комбікорму 

розрахована річна потужність виробництва, яка становить 16,9  культуральної 

рідини або 75,2 кг білку за рік. 

Виробництво ентероцину передбачає ряд допоміжних  робіт, які 

включають в себе підготовку аераційного повітря  для сушіння 

ультраконцентрату, підготовку та стерилізацію титрувальних агентів, 

приготування та стерилізацію поживних середовищ. До технологічного процесу 

виробництва ентероцину відносяться підготовка посівного матеріалу, виробнице 

культивування  та стадії виділення, які включають в себе центрифугування 

біомаси, ультрафільтрацію супернатанту, висушування ультраконцентрату, 

стабілізацію порошку ентероцину  з подальшим пакуванням. Технологія 

виробництва ентероцину зазначено в технологічній та апаратурній схемах 

кваліфікаційної роботи. 

Кваліфікаційна робота включає в себе 106  сторінок друкованого тексту, 

включаючи 18 таблиць та 9 рисунків, складається з вступу, десяти розділів, списку 

використаної літератури (130 найменувань) та графічної частини (2 листа формату 

А1 та 1 лист формату А3). 

Ключові слова: ентероцин, мікробний білок, антибіотикорезистентність, 

комбікорм, некротичний ентерит, ентерококи, Enterococcus  faecalis  14, 

ультрафільтрація, імуноферментний аналіз. 
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ВСТУП 

Реалії сьогодення демонструють велику потребу людства у якісних та 

безпечних харчових продуктах. Значна необхідність постає саме в продуктах 

тваринництва. За статистикою кожного року виробництво продуктів тваринного 

походження збільшується мінімум на 0,4% [1,2].  

У структурі валової продукції сільського господарства, тваринництво 

становить понад 38%. Найбільшу частину ринку цього сегменту 

агропромисловості займає птахівництво, оскільки воно є найбільш ефективною 

галуззю, найбільш мобільною та вигідною, яка може розвиватися на обмеженій 

території.  Висока біологічна скороспілість і високий відтворювальний цикл 

забезпечують динамічне  постачання свіжої висококалорійної продукції 

споживачам [1,3]. 

Але  досить гостро постає проблема щодо антибіотикорезистентності 

патогенних штамів мікроорганізмів, які мають згубну дію щодо поголів’я птиці. 

Одним з таких захворювань є некротичний ентерит [1,4]. 

В умовах ведення інтенсивного птахівництва некротичний ентерит зараз 

реєструється по всьому світу. Головним збудником некротичного ентериту 

птахів вважається бактерія Clostridium рerfringens.  Дана хвороба  у молодняку 

птиці перебігає за типом токсикоінфекції, супроводжується високим рівнем 

захворюваності та летальності (10­60 %) [4]. 

Якщо не боротися з даним захворюванням, падіж птиці може досягти 1 % 

від стада в день, а загальна втрата –  10­40 %. Ще більше збитків приносить 

прихована форма хвороби, адже її, як правило, не виявляють і не лікують, а 

продуктивність птиці тим часом різко зменшується [4]. 

Некротичний ентерит і до нині лікують різними антибіотичними 

препаратами, а також проводять профілактику за допомогою спеціалізованих 

комбікормів. Та за останніми дослідженнями показано неефективність відомих 

 

 

 
Змн.  Лист  № докум.  Підпис  Дата 

Арк. 
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антибіотиків щодо Clostridium рerfringens, як основного збудника даного 

захворювання. Таким чином, раніше лікування  та профілактику  проводили за 

допомогою віргініаміцину та бацитрацину, які нині є забороненими для боротьби 

з даним захворюванням [4]. 

Для уникнення хвороби, а також зменшення використання антибіотиків 

застосовують профілактичні дії, шляхом введення комбікормів з антибіотичними 

добавками. Такий підхід звісно зменшує навантаження на організм та дозволяє 

йому уникнути небажаного захворювання, але він не вирішує проблему 

виникнення антибіотикорезистентності. 

Сьогоднішній ринок пропонує велику кількість різних кормів з 

використанням антибіотиків, які за короткий термін стають неефективними. Але 

замінників або не представлено, або вони мають ряд недоліків, порівняно з 

антибіотиками [1]. 

Така ситуація на українському ринку доводить, що актуальним  є 

винайдення альтернативних препаратів, які можуть забезпечити здорове поголів’я 

птиці та, як результат, якісні харчові продукти. Одним з таких замінників може 

стати бактеріоцин ентерококів –  ентероцин, який має високу активність  проти 

бактерій Clostridium рerfringens і може забезпечити вихід відмінного продукту та 

задовольнити кінцевого споживача. 

Новизною  данної кваліфікаційної роботи  є впровадження ефективної 

технології культивування Enterococus  faecalis  14  для отримання ентероцину як 

альтернативи антибіотичним речовинам,  з подальшим  використанням його для 

профілактики некротичного ентериту та можливим  розширенням ринку 

комбікормів України. 
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РОЗДІЛ 1 

ХАРАКТЕРИСТИКА ЕНТЕРОЦИНУ 

Ентероцини –  антимікробні агенти, які відносяться до бактеріоцинів ІІ 

класу за їх молекулярною масою (кДа<10) [5]. 

В залежності від консенсусної послідовності (нуклеотидний або ж 

амінокислотний ланцюг, що періодично повторюється)  відносяться до 3 та 8 

груп. В перспективі розглядаються  як безпечні натуральні презерванти або, 

біоконсерванти, які відносяться до групи безпечних речовин або, так званої 

GRAS­групи (Generally regarded as safe) [5,6]. 

За структурою ці сполуки є циклічними пептидами, які є термостабільними 

та виявляють свою активність в широкому діапазоні рН (від 2 до 10). Оптимальне 

рН в межах від 4 до 6, дезактивація спостерігається при рН 11. Не є токсичними, 

мають слабку імуногенність. Проявляють гідрофобні властивості [7­9].  

Оскільки ентероцини є термостабільними бактеріоцинами, вплив високих 

температур не призводить до їхнього руйнування. Є повідомлення, що 

підвищенні температури до 80ºС за часом витримки 15 і 30 хвилин не впливає на 

показники активності [10]. 

Ентероцини діють наступним чином. Прийнято вважати, що ці сполуки 

зв’язують специфічний рецепторний білок на мембрані клітини­мішені. Коли 

встановлено міжбілковий зв'язок, в мембрані утворюються гідрофільні пори. Це 

призводить до відтоку цитоплазматичних компонентів, іонів, а також до 

розсіювання трансмембранного електричного потенціалу. Але досі не відомо, які 

саме процеси запускають утворення мембранних пор після того, як бактеріоцин 

пізнає рецептор. Про це повідомляється в статті 2019 року. Ентероцини 

викликають пошкодження цитоплазматичної мембрани грампозитивних, а за 

сучасними описами в літературі й грамнегативних бактерій [5,8­13]. 

Більшість ентероцинів пригнічують ріст таких бактерій як Listeria 
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monocytogenes,  L.  innocua,  Salmonella  enteritidis,  Enterococcus  faecalis, 

Staphylococcus  aureus,  Salmonella  typhimurium,  Escherichia  coli, Proteus  vulgaris, 

Morganella morganii та багато інших [14­16]. 

Також синтез ентероцинів їх продуцентами залежить від оптимального 

складу поживного середовища. Попри те, що для культивування ентерококів 

використовуються дешеві субстрати, їх хімічний склад має містити підвищений 

вміст джерел азоту, зважаючи на вищезазначену біохімічну природу ентероцину. 

Наприклад, ентероцин А, синтезований з Enterococcus  faecium  Aus0004, в 

якісному складі має більшість амінокислот: метіонін, серин, лізин, глутамат, 

ізолейцин, аспарагін, валін, лейцин, тирозин, аспартат, пролін, аргінін, аланін, 

треонін, гліцин, глутамін, фенілаланін та гістидин. За кількісним – 99 амінокислот 

[17]. 

Як джерела вуглецю використовуються полісахариди, які легко 

засвоюються мікроорганізмами, такі як глюкоза та сахароза. При використанні 

більш складних сахаридів, таких як галактоза, арабіноза і мальтоза, бактеріоцин 

майже або взагалі не синтезується. Вплив органічних та неорганічних солей мало 

досліджено. Проте деякі дослідження зазначають, що використання кислих солей 

та солей кальцію призводить до пригніченого синтезу ентероцину [7,11]. 

 
Рис.1.1. Загальна хімічна формула ентероцину [18] 
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Найвідомішими бактеріоцинами ентерококів є ентероцин А, В і Р. Також 

наявно багато досліджень про ентероцин SEK4, ентероцин CR35 та ентероцин AS­

48 та багато інших. Проте найбільш вивченим на сьогодні є ентероцин А [19]. 

Також існують бактеріоцини гетеродимери. Тобто в своєму складі мають 2 

або більше молекул мікробного білка. Прикладом такого бактеріоцину може бути 

ентероцин А+В, який в своєму складі має 2 пептиди (ентероцин А і ентероцин В). 

 
Рис.1.2. Загальні структурні формули ентероцину А та ентероцину В [19] 

Дані бактеріоцини, як вже вище зазначалось, використовуються як протидія 

широкому або вузькому спектру патогенних бактерій, в залежності від інгібуючої 

дії певного ентероцину. Нові види розробляють з метою подальшої заміни 

антибіотикам, для виробництва відповідних пробіотиків. Бактеріоцини 

проявляють антимікробну активність при піко­наномолярних концентраціях, що 

робить їх дуже привабливими в якості натуральних харчових консервантів. Таке 

використання бактеріоцинів може сприяти зменшенню вживання хімічних 

консервантів та фізичних обробок. На сьогоднішній день ентероцини тестують в 

[11, 20­24]: 

  харчовій галузі –  для подовження строку придатності продуктів 

(ферментаційні овочі, риба та м’ясо, молочні продукти);  

  фармацевтичній галузі –  для уникнення ризику контамінації та 

створення нових препаратів (захворювання кишково­шлункового тракту, шкірні 

інфекції, лістеріоз, лейшманіоз), в тому числі і пробіотиків; 

  ветеринарії – для створення нових кормових добавок та їх складових.  
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РОЗДІЛ 2 

ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТА ХАРАКТЕРИСТИКА 

БІОЛОГІЧНОГО АГЕНТА 

2.1. Обґрунтування вибору біологічного агента та поживного 

середовища для його культивування 

Використання традиційних мікробіологічних методів для пошуку 

батеріоциногенних штамів є малоефективним. Це пов’язано з тим, що спектри 

антимікробної дії та їх продукція залежить від умов культивування [25].  

Оскільки ентероцини мають досить високу антимікробну активність проти 

патогенних бактерій, пошуки структурних генів, які їх кодують, у продуцентів 

набули популярності. Для таких досліджень, зазвичай, використовують метод 

полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Такий аналіз проводиться для подальшої 

розробки генно­інженерного штамів, з метою отримання мікроорганізма, 

здатного до надсинтезу бажаного продукту. Станом на 2016 рік було показано, 

що гени даних бактеріоцинів, зокрема ентероцинів А, В, Р, L50A та L50B, дуже 

поширені серед штамів різного походження [25]. 

Типовими біологічними агентами  ентероцинів є бактерії роду 

Enterococcus. Наприклад, E. faecium T136, E. faecium PLBC21, E. faecium CTC492 

є продуцентами ентероцину А, E. faecium Р13 – ентероцину Р, E. faecalis UGRA10 

– ентероцину AS­48, E. lactis – ентероцину А, В та Р [26­29]. 

Для створення нових  рекомбінантних штамів використовують ПЛР, як це 

було зазначено вище. Такий метод передбачає використання пар праймерів для 

визначення структурних генів конкретних ентероцинів. Якщо необхідно 

створити новий штам для продукування ентероцину А, найчастіше 

використовують структурні гени E. faecium T136, як його типового продуцента 

[25,26]. 

Таким чином, у 2014 році було отримано рекомбінантні штами Pichia 
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pastoris X­33 та Kluyveromyces lactis GG799, трансформовані плазмідою pPICZαA. 

У дослідженні вказано порівняння між вказаними дріжджами та їх 

«попередником», E.  faecium  T136. Дослідження показало наступні результати: 

найвищій рівень синтезу ентероцину в P. pastoris X­33 – 0,0321 г/л за 12 год, в K. 

lactis  GG799  –  0,0018 г/л за 8 год. Порівняно з E.  faecium  T136, показники P. 

pastoris  X­33 були значно вищими. Щодо K.  lactis  GG799, рівень ентероцину 

співставний із рівнем ентерококу, оскільки концентрація білка була вища лише на 

0,0003 г/л, що свідчить про недоцільність використання цих дріжджів для 

подальшого використання у синтезі бажаного бактеріоцину [26]. 

На порядок кращі показники отримані в 2016 році. Порівнювали наступні 

біологічні агенти: Enterococcus hirae EHE 8, E. hirae EHE 10, E. hirae EHE 18, E. 

faecalis EFE 9, E.  faecalis EFE 15 та E.  faecalis EFE 21. Найвищу концентрацію 

ентероцину в E. faecalis показав штам E. faecalis EFE 15, 4,7 г/л за 18 год. Щодо E. 

hirae, за таких самих умов, найпродуктивнішим штамом став E. hirae EHE 8, 3,8 

г/л. Порівнюючи з дріжджами P. pastoris X­33 та K. lactis GG799 можна зробити 

висновок, що середовище та умови для культивування було підібрано дещо краще 

[26,30]. 

Станом на 2017 рік з меконію новонароджених був виділений ізольований 

штам  E. faecalis 14. Даний мікроорганізм було досліджено на антагоністичну дію 

проти Clostridium perfringens різних штамів. За результатами даного аналізу була 

визначена також концентрація ентероцину, що становило 5,942 г/л за 18 год [31]. 

У 2018 році була досліджена антимікробна дія E. faecalis UNAD 012. Також 

зазначалася протигрибкова дія щодо деяких фітопатогенних грибів. В результаті 

культивування на протязі 96 годин було досягнуто результат в 15,8 г/л ентероцину 

[32]. 

В 2021 році був виділений штам ентероцин­продукуючих бактерій E. 

faecalis SH2. Штам був ізольований від хворих на карієс людей. Після оптимізації 

умов культивування та підбору поживного середовища було встановлено, що за 

24 години штам продукує близько 10,5 г/л бактеріоцину ентерококів [33]. 
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Перший етап  вибору біологічного агенту базується на порівнянні їхніх 

показників біосинтезу ентероцину, що вказано в табл. 2.1. 

Таблиця 2.1. 

Порівняння показників біосинтезу ентероцину різними біологічними 

агентами 

Біологічний 

агент 
Склад поживного 
середовища, г/л 

Режим 

культивуванн

я 

Концентрація 

ентероцину, г/л  Література 

Pichia pastoris 
X­33 

Пептон – 20; 
Дріжджовий екстракт – 10; 
Дріжджова азотна основа 

без амінокислот – 13,4; 
Біотин – 0,0004; 
Гліцерин – 10; 

12 год 
рН=6 
30 ºС 

0,0321  [26] 

Enterococcus 
faecalis 14 

Пептон – 10; 
Мозково­серцевий екстракт 

– 17,5; 
Глюкоза – 2; 

NaCl – 5; 
Na2HPO4 – 2,5; 

18 год 
рН=7 
37 ºС 

5,942  [31] 

Enterococcus 
hirae EHE 8 

Пептон – 10; 
Мозково­серцевий екстракт 

– 17,5; 
Глюкоза – 2; 

NaCl – 5; 
Na2HPO4 – 2,5; 

18 год 
рН=7 
37 ºС 

3,8  [30] 

Enterococcus 
faecium 12а 

Пептон – 10; 
М’ясний екстракт – 10; 

Дріжджовий екстракт – 5; 
Глюкоза – 20; 
Твін­80 – 1; 

C6H5O7(NH4)3 – 2; 
Ацетат натрію – 5; 

MgSO4 x 7H2O – 0,1; 
MnSO4 x 4H2O – 0,05; 

K2HPO4 – 2; 

20 год 
рН=7 
37 ºС 

0,625  [34] 

 

За даними з табл.2.1. можна зробити висновок, що штам E.  faecalis  14 

синтезує найбільшу кількість ентероцину. Та слід зауважити, що зазначене 

середовище (BHI) використовується лише на виробниче культивування. Для 

накопичення біомаси використовують середовище МРС,  що здорожчує умовну 

вартість білку. 
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Другим біологічним агентом, за кількість бактеріоцину, є  E. hirae EHE 8. 

Даний штам також є ізольованим і культивує досить велику концентрацію 

ентероцину. Але, технологія синтезу мікробного білку співставна із попереднім 

штамом. Тобто використовуються 2 середовища для культивування: для 

виробничого – мозково­сердцевий бульйон (BHI), а для накопичення біомаси – 

МРС. 

E.  faecium  12а показав найнижчі показники типового продуцента. Його 

накопичення біомаси та виробничий біосинтез проходить на одному середовищі 

–  МРС.  Оскільки ентероцин може пригнічувати синтез біомаси свого ж 

продуцента, то за використання даного штаму не дивно, що за 20 годин 

культивування утворилась замала концентрація мікробного білку. 

Найменшу концентрацію продемонстрував рекомбінантний штам дріжджів 

Pichia pastoris X­33. Причиною, що могла спричинити таку низьку концентрацію, 

може слугувати погано підібрані умови культивування. Та слід зазначити, що в 

поживному середовищі присутня дріжджова азотна основа без амінокислот. 

Оскільки ентероцин є мікробним білком, саме замала кількість нітрогену могла 

посприяти такій малій концентрації цільового продукту. 

Доречно  провести аналіз вартості поживних середовищ, оскільки данні 

наведені в табл.2.1 відображають лише показники культивування. Таке 

порівняння необхідно зробити з метою перевірки рентабельності середовищ для 

культивування даних мікроорганізмів. Перерахунок представлено в таблиці 2.2. 

Таблиця 2.2 

Вартість поживних середовищ, використовуваних для вирощування 

біологічних агентів 

Продуцент  Компонент поживного 

середовища, г/л 

Ціна 

компонента, 

грн/кг 

Вартість 

компонента 

(грн) на 1 л 

середовища 

Джерело 

інформації 

Pichia pastoris 
X­33 

Пептон – 20  850  17  1 
Дріжджовий екстракт – 10  219,45  2,2  2 
Дріжджова азотна основа 

без амінокислот – 13,4  877,80  11,8  3 
Біотин – 0,0004  617,20  0,0002  4 
Гліцерин – 10  80  0,8  5 

Вартість 1 л поживного середовища – 31,8 грн 
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Закінчення табл.2.2 

Enterococcus 
faecalis 14 

Пептон – 10  850  8,5  1 
Мозково­серцевий 

екстракт – 17,5  200,5  3,5  6 
Глюкоза – 2  48  0,1  7 

NaCl – 5  5,20  0,03  8 
Na2HPO4 – 2,5  110  0,23  9 

Вартість 1 л поживного середовища – 12,36 грн 

Enterococcus 
faecalis EHE 

8 

Пептон – 10  850  8,5  1 
Мозково­серцевий 

екстракт – 17,5  200,5  3,5  6 
Глюкоза – 2  48  0,1  7 

NaCl – 5  5,20  0,03  8 
Na2HPO4 – 2,5  110  0,23  9 

Вартість 1 л поживного середовища – 12,36 грн 

Enterococcus 
faecium 12а 

Пептон – 10  850  8,5  1 
М’ясний екстракт – 10  1744,80  17,45  10 

Дріжджовий екстракт – 5  219,45  1,1  2 
Глюкоза – 20  48  0,1  7 
Твін­80 – 1  316  0,32  11 

Цитрат амонію –  2  525  1,05  12 
Ацетат натрію – 5  62  0,31  13 

MgSO4‧7H2O – 0,1  65  0,007  14 
MnSO4‧4H2O – 0,05  27,90  0,001  15 

K2HPO4 – 2  90  0,18  16 
Вартість 1 л поживного середовища – 29,02 грн 

Примітка:  ціни наведено станом на 22.05.2021:  1.  https://shop.hlr.ua/pepton­fermentativnyy­pan­gis­

12817.html,   2.  https://russian.alibaba.com/product­detail/best­price­yeast­extract­

60761737505.html?spm=a2700.8699010.normalList.1.5f9974bdCtR4VF&s=p  3.  https://russian.alibaba.com/product­

detail/yeast­nitrogen­base­without­amino­acids­

60819457463.html?spm=a2700.galleryofferlist.normal_offer.d_image.2328f0f05J21a0,  4. 

https://russian.alibaba.com/product­detail/supply­1­purity­cyanocobalamin­vitamin­b12­

1600109728380.html?spm=a2700.galleryofferlist.normal_offer.d_title.75b245ecujaMOM&s=p,    5. 

https://pischevik.in.ua/index.php?route=product/product&path=76&product_id=95,  6. 

https://catrosa.ru/catalog/mikrobiologiya/352767/  ,  7.  https://prom.ua/p570556706­glyukoza­farm.html,  8. 

https://prom.ua/p844126269­sol­pischevaya­ekstra.html,  9.  https://snabhim.com.ua/gidrofosfat­natriya­1­zameshch­

bezvodnyj?gclid=Cj0KCQjwx7zzBRCcARIsABPRscNxWHfEnW3jYVvEP­

JY16wGioQcUfBDZM4k3VJJy8AQpdb9aPqLpYwaAmRWEALw_wcB,  10.  https://www.amazon.com/HiMedia­

RM669­500G­Beef­Extract­Powder/dp/B00DYOAXZ6,  11.  https://www.aromasoap.com.ua/pav/polisorbat­80­ercasorb­

2080­tvin­80.html,  12.  https://mendeleevmarket.com/himreaktivy/ammoniy/citrat­ammonija/ammonij­limonnokislij­2­

zameshhennij­bv­ch.html,  13.  https://snabhim.com.ua/acetat­natr­yu­bezvodnij­

farm?gclid=Cj0KCQjwx7zzBRCcARIsABPRscPukpXJf7sbFA09aJrHgFJERi3dQOW5fwETq7oYTLKtHewy4CTQSbga

AqpvEALw_wcB,  14.  https://prom.ua/p756858204­magnij­sernokislyj­semivodnyj.html,  15. 

https://himfarminvest.com.ua/margantsa­sulfat, 16. https://marganec.prom.ua/p384765961­fosfat­kaliya­kalij.html  

https://shop.hlr.ua/pepton-fermentativnyy-pan-gis-12817.html
https://shop.hlr.ua/pepton-fermentativnyy-pan-gis-12817.html
https://russian.alibaba.com/product-detail/best-price-yeast-extract-60761737505.html?spm=a2700.8699010.normalList.1.5f9974bdCtR4VF&s=p
https://russian.alibaba.com/product-detail/best-price-yeast-extract-60761737505.html?spm=a2700.8699010.normalList.1.5f9974bdCtR4VF&s=p
https://russian.alibaba.com/product-detail/yeast-nitrogen-base-without-amino-acids-60819457463.html?spm=a2700.galleryofferlist.normal_offer.d_image.2328f0f05J21a0
https://russian.alibaba.com/product-detail/yeast-nitrogen-base-without-amino-acids-60819457463.html?spm=a2700.galleryofferlist.normal_offer.d_image.2328f0f05J21a0
https://russian.alibaba.com/product-detail/yeast-nitrogen-base-without-amino-acids-60819457463.html?spm=a2700.galleryofferlist.normal_offer.d_image.2328f0f05J21a0
https://russian.alibaba.com/product-detail/supply-1-purity-cyanocobalamin-vitamin-b12-1600109728380.html?spm=a2700.galleryofferlist.normal_offer.d_title.75b245ecujaMOM&s=p
https://russian.alibaba.com/product-detail/supply-1-purity-cyanocobalamin-vitamin-b12-1600109728380.html?spm=a2700.galleryofferlist.normal_offer.d_title.75b245ecujaMOM&s=p
https://pischevik.in.ua/index.php?route=product/product&path=76&product_id=95
https://catrosa.ru/catalog/mikrobiologiya/352767/
https://prom.ua/p570556706-glyukoza-farm.html
https://prom.ua/p844126269-sol-pischevaya-ekstra.html
https://snabhim.com.ua/gidrofosfat-natriya-1-zameshch-bezvodnyj?gclid=Cj0KCQjwx7zzBRCcARIsABPRscNxWHfEnW3jYVvEP-JY16wGioQcUfBDZM4k3VJJy8AQpdb9aPqLpYwaAmRWEALw_wcB
https://snabhim.com.ua/gidrofosfat-natriya-1-zameshch-bezvodnyj?gclid=Cj0KCQjwx7zzBRCcARIsABPRscNxWHfEnW3jYVvEP-JY16wGioQcUfBDZM4k3VJJy8AQpdb9aPqLpYwaAmRWEALw_wcB
https://snabhim.com.ua/gidrofosfat-natriya-1-zameshch-bezvodnyj?gclid=Cj0KCQjwx7zzBRCcARIsABPRscNxWHfEnW3jYVvEP-JY16wGioQcUfBDZM4k3VJJy8AQpdb9aPqLpYwaAmRWEALw_wcB
https://www.amazon.com/HiMedia-RM669-500G-Beef-Extract-Powder/dp/B00DYOAXZ6
https://www.amazon.com/HiMedia-RM669-500G-Beef-Extract-Powder/dp/B00DYOAXZ6
https://www.aromasoap.com.ua/pav/polisorbat-80-ercasorb-2080-tvin-80.html
https://www.aromasoap.com.ua/pav/polisorbat-80-ercasorb-2080-tvin-80.html
https://mendeleevmarket.com/himreaktivy/ammoniy/citrat-ammonija/ammonij-limonnokislij-2-zameshhennij-bv-ch.html
https://mendeleevmarket.com/himreaktivy/ammoniy/citrat-ammonija/ammonij-limonnokislij-2-zameshhennij-bv-ch.html
https://snabhim.com.ua/acetat-natr-yu-bezvodnij-farm?gclid=Cj0KCQjwx7zzBRCcARIsABPRscPukpXJf7sbFA09aJrHgFJERi3dQOW5fwETq7oYTLKtHewy4CTQSbgaAqpvEALw_wcB
https://snabhim.com.ua/acetat-natr-yu-bezvodnij-farm?gclid=Cj0KCQjwx7zzBRCcARIsABPRscPukpXJf7sbFA09aJrHgFJERi3dQOW5fwETq7oYTLKtHewy4CTQSbgaAqpvEALw_wcB
https://snabhim.com.ua/acetat-natr-yu-bezvodnij-farm?gclid=Cj0KCQjwx7zzBRCcARIsABPRscPukpXJf7sbFA09aJrHgFJERi3dQOW5fwETq7oYTLKtHewy4CTQSbgaAqpvEALw_wcB
https://prom.ua/p756858204-magnij-sernokislyj-semivodnyj.html
https://himfarminvest.com.ua/margantsa-sulfat
https://marganec.prom.ua/p384765961-fosfat-kaliya-kalij.html
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Щоб остаточно обрати найефективніший біологічний агент, необхідно 

розрахувати умовну вартість 1 г ентероцину і кількість утвореного ентероцину для 

кожного з продуцентів (табл.2.3). 

Таблиця 2.3 

Узагальнюючі данні 

Біологічний 

агент 

Вартість 1 л 

середовища, 

грн 

Концентрація 

ентероцину, 

г/л 

Умовна 
вартість 1 г 

ентероцину, 
грн/г 

Тривалість 

культивування, 

год 

Кількість 

утвореного 

ентероцину 

за годину, 

г/год 
Pichia pastoris 

X­33  31,8  0,0321  990  12  0,003 

Enterococcus 
faecalis 14  12,36  5,942  2,1  18  0,33 

Enterococcus 
hirae EHE 8  12,36  3,8  3,25  18  0,21 

Enterococcus 
faecium 12а  29,02  0,625  45,58  20  0,031 

 

Тож, за результатами порівнянна найкращим продуцентом є Enterococcus 

faecalis 14. Саме цей штам синтезує найбільшу кількість ентероцину за годину та 

є найдешевшим у виготовлені. 

Та слід звернути увагу на те, що даний штам не є генно­модифікованим. 

Це ізольовані мікроорганізми з меконію, тому така велика концентрація може 

викликати сумнів щодо дійсності цих результатів. 

Але, як вже вище зазначалося, є штами ентерококів, які мають навіть вищу 

синтезувальну здатність до ентероцину. Це такі штами як E. faecalis UNAD 012 

(15,8 г/л), E. faecalis SH2 (10,5 г/л), а також E. faecalis B3A­B3B (11,2 г/л). Дані 

штами також є ізольованими, що підтверджує можливість та дійсність отриманих 

результатів від E. faecalis 14 [32,33,35]. 

Слід зауважити, що вищезазначені надпродуктивні штами ентероцину не 

порівнюються з іншими, оскільки немає достатньої кількості досліджень, які б 

могли підтвердити їх надсинтезувальну здатність. А от бактеріоцин штаму E. 

faecalis 14 досліджується і до сьогодні. Досліджувалась генетична послідовність 
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та гени, які є відповідними за синтез та активність ентероцину даного біологічниго 

агента. Також,  намагались створити генно­модифікований мікроорганізм для 

синтезу ще більшої концентрації ентероцину, але максимальний вихід становив 

0,71 г/л, що є на порядок нижче ізольованого штаму [36­38]. 

Також, дослідження 2020­2021 року демонструють результати комбінацію 

ентероцину з іншими бактеріоцину. Наприклад, поєднання нізину або ентероцину 

DD14 з колістином показав синергетичний ефект проти стійких до колістин 

штамів E. coli, виділених від свиней [39]. 

Тож, можна зробити висновок, що інтерес до цього штаму нині лише 

набирає обертів, тому даний штам обираємо як основний біологічний агент для 

синтезу ентероцину. 

2.2. Морфолого­культуральні та фізіолого­біохімічні ознаки 

Enterococcus faecalis 

Грампозитивні, круглі або яйцеподібні клітини. Розмір: 0,6­2,0 на 0,6­2,5 

мкм. За типом живлення – хемоорганотрофи. Зазвичай вони трапляються попарно 

або  в ланцюгах різної довжини. Не утворюють ні спор, ні капсул. Не мають 

джгутиків – тому і нерухомі [40­43].  

Колонії ростуть на кров’яному або поживному агарі та утворюють круглі, 

гладкі та цілісні колонії. Більшість штамів є негемолітичними. Рідко штами цієї 

бактерії виявляють бета­гемоліз [40].  

 
Рис.2.1. Enterococcus faecalis на: А – кров’яному агарі; Б – жовчно­

ескуліновому агарі (BEA) [44,45] 

А  Б 
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Штами ростуть при 10 і 45 ºC, витримують нагрівання при 60 ºC протягом 

30 хв і вирощують у 6,5% NaCl при рН 9,6 та в 0,1% метиленового синього молока. 

По відношенню до кисню ­  факультативні анаероби. При зростанні, що 

відбувається в присутності 0,04% телуриту і в присутності 0,01% тетразолію, 

утворюють червоні колонії.  Також, культивування може відбуватись  в 

присутності 0,1% талового ацетату та 0,02% азиду натрію. Не потребує фолієвої 

кислоти для росту. Деякі штами можуть продукувати псевдокаталазу. Каталазо­ 

та оксидазонегативні [40,46]. 

Позитивні результати для реакції Фогеса­Проскауера, гідролізу гіппурату, 

гідролізу  ескуліну, піролідонілариламідази, аргініну дигідролази, вироблення 

кислоти з: гліцерину, манітолу, сахарози, трегалози, D­тагатози, рибози, 

галактози, D­глюкози, D­фруктози, D­маннози, N­ацетилглюкозаміну, саліцину, 

целобіози, мальтози, лактози, бета­гентіобіози, амігдаліну та арбутину. Утилізує 

піруват, цитрат, малат та серин [40]. 

Негативні результати щодо альфа­галактозидази, бета­глюкуронідази, 

бета­галактозидази, лужної фосфатази, вироблення кислоти з: еритритолу, D­

арабінози, L­арабінози, альфа­метил­ксилозиду, інозитолу, D­фукози, L­фукози, 

D­ та L­ ксилози, адонітолу, L­сорбози, дульцитолу, альфа­метил­D­маннозиду, 

альфа­метил­D­глюкозиду, мелібіози, інуліну, D­рафінози, глікогену, ксиліту, D­

туранози, D­ліксози, D­ або L­арабітолу та 5 –кетоглюконату. Змінні результати 

виробництва кислоти з: рамнози, сорбіту, мелезітози, крохмалю, глюконату та 2­

кетоглюконату [40]. 

2.3. Таксономічний статус Enterococcus faecalis 

Басонім: Streptococcus faecalis Andrewes and Horder 1906 [40]. 

Історичні синоніми: Micrococcus  ovalis  Escherich  1886,  Streptococcus 

liquefaciens Sternberg 1892, Micrococcus zymogenes MacCallum and Hastings 1899, 

"Enterocoque"  Thiercelin  1902,  Enterococcus  proteiformis  Thiercelin  and  Jouhaud 

1903, Streptococcus glycerinaceus Orla­Jensen 1919 [40,47,48]. 

За даними ABIS  ENCYCLOPEDIA  Enterococcus  faecalis  має наступний 

таксономічний статус [40]: 
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Домен:         Bacteria; 

Відділ:         Firmicutes; 

Клас:            Bacilli; 

Порядок:     Lactobacillales; 

Родина:       Enterococcaceae; 

Рід:              Enterococcus; 

Вид:             faecalis; 

 
Рис.2.2. Філогенетичний статус Enterococcus faecalis 14 [49] 
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РОЗДІЛ 3 

ТЕХНІКО­ЕКОНОМІЧНЕ ОБГРУНТУВАННЯ 

3.1. Потреба в ентероцині 

Станом на 2020 рік, птахівництво в Україні посягає величезну економічну 

нішу. Дана сфера тваринництва вирізняється серед інших подібних своєю 

продуктивністю та автоматизованістю. Виробництво продукції галузі 

птахівництва безпосередньо впливає на продовольчу безпеку країни. Це 

пояснюється тим, що ця сфера є основним виробником високоякісного 

тваринного білка, частка якого в раціонах українців сягає майже 40% за рахунок 

споживання яєць і м'яса птиці [50­52]. 

За статистикою, на 2019 рік українцями було спожито 1,4 млн т м’яса 

курятини та 11,63 млрд яєць. Тобто на 1 людину припадає близько 24,6 кг м’яса 

птиці та 270 яєць на рік [53,54]. 

З кожним роком виробництво продуктів птахівництва збільшується на 3­

4%. Це пов’язано з відносно дешевим вирощуванням курей та виготовленням 

харчової продукції в цілому. Як наслідок, виникає низка проблем у харчуванні 

поголів’я, а саме – харчові захворювання, що можуть призвести до загибелі. Для 

підтримання здоров’я птахів використовуються високоякісні комбікорми, в 

складі яких присутні антибіотики. Такими кормами проводять профілактику 

кокцидіозу, некротичного ентериту та інших харчових захворювань, 

викликаними патогенними бактеріями. Але, наразі, ефективність використання 

антибіотичних речовин для лікування ставиться під сумнів, оскільки у великої 

кількості згубних мікроорганізмів виникла резистентність [55]. 

Некротичний ентерит (синоніми: клостридіоз, клостридіозний ентерит) – 

гостре інфекційне захворювання птиці, що характеризується анорексією, 

депресією, порушенням оперення, діареєю, зниженням приростів і раптовою 

загибеллю. Збудниками захворювання є Clostridium  perfringens  типу А і С. 
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За статистикою, некротичним ентеритом заражуються від 10 до 40% поголів’я. 

Якщо не лікувати хворобу, смертність птиці може досягати до 50% від числа 

інфікованих.  Відмерлих  птахів слід негайно видаляти, оскільки вони можуть 

стати джерелом токсикозу або інфекції через канібалізм [54,53]. 

Для вирішення проблеми резистентності та підвищення ефективності, 

пропонується замінити антибіотики, які використовуються в комбікормах, 

наприклад: бацитрацин, віргініаміцин, лінкоміцин та інші. Гарною альтернативою 

буде бактеріоцин ентерококів –  ентероцин, який має високу антимікробну 

властивість щодо штамів Clostridium  perfringens.  Перевагами цього мікробного 

білку є: 

­  відсутність резистентності в патогенних мікроорганізмів; 

­  висока антимікробна дія до збудників харчових отруєнь; 

­  біологічна безпечність; 

­  швидке виведення з організму [31,55,56]. 

Нинішній український ринок показує, що не всі компанії готові переходити 

на утримання птиці без використання антибіотиків, але є винятки. Таким 

прикладом може бути група компаній «Ovostar Union» (WSE:OVO). В 2020 році 

це єдиний з українських виробників яйця, який взяв участь в програмі Асоціації 

"Союз птахівників України" про відмову використання антибіотиків в 

птахівництві. Оскільки у даної компанії є інтерес щодо використання безпечних 

альтернатив антимікробних речовин, подальший розрахунок річної потреби буде 

приведений для даного виробництва [57,58]. 

Для порівняння та отримання розрахунків використовується комбікорм з 

вмістом лінкоміцину 2 г/тонну. Комбікорм з такою складовою застосовують для 

профілактики некротичного ентериту, та є самим ефективним серед інших 

комбікормів з антибіотиками даного спрямування. Для прикладу, вміст в такому 

кормі віргініаміцину має бути не менше 20 г/тонну, бацитрацину – 50 г/тонну [55]. 

Мінімальна інгібуюча концентрація лінкоміцину на штами Clostridium 

perfringens  становить 64 мкг/мл, ентероцину –  50 мкг/мл [56]. Кількість 

бактеріоцину, необхідну на 1 тонну комбікорму становить: 
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64 мкг/мл – 2 г 

50 мкг/мл ­ х 

х =
50 ∗ 2

60
≈ 1,7 г/тонну 

Комбікорм можна використовувати як для основного раціону, або для 

додаткового харчування. Оскільки Україна є аграрною країною, комбікорм за 

часту використовують як додатковий пункт до відгодівлі. Також, слід зазначити, 

що кількість споживаного комбікорму варіюється від віку та сезону. В літній 

період кількість комбікорму, що з’їдає одна куриця середнього віку за день 

становить 80 г, взимку цей показник доходить до 140 г [59,60]. Середня кількість 

комбікорму, який споживає одна куриця в день становить: 
80 + 140

2
= 110 г/добу 

Середня тривалість життя 1 курки­несучки на птахофабриці триває 1 рік. 

Такий комбікорм не використовують кожного дня. Для профілактики достатньо 

давати курям його 5 днів 1 раз на місяць [61]. Таким чином, кількість необхідного 

комбікорму для однієї птиці за її життєвий цикл становить: 

110 ∗ (12 ∗ 5) = 6600 г = 6,6 кг 

Станом на 2019 рік в «Ovostar Union» нараховується 6,7 млн голів курей 

[14]. Річна потреба комбікорму становить: 

6,7 ∗ 6,6 = 44220000 кг = 44220 т 

Узагальнюючи ці данні, вираховуємо річну потребу в харчовій добавці для 

комбікорму для «Ovostar Union» (табл.3.1) 

Таблиця 3.1. 

Річна потреба в харчовій добавці 

Продукт 

Норми 

витрати 

на 1 т 

сировини 

(г) 

Кількість 

комбікорму 

на курку за 

життєвий 

цикл (кг) 

Кількість 

поголів’я в 

«Ovostar 
Union» (млн) 

Річна 

потреба 

комбікорму 

(т) 

Річна 

потреба в 

харчовій 

добавці 

(кг) 
Ентероцин  1,7  6,6  6,7  44220  75,2 
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3.2. Розрахунок потужності виробництва 

За даними наведеними в пункті 3.1 в Україні є значна  потреба в 

комбіркомах з використанням замінників антимікробних речовин. В таблиці 3.2 

наведений перелік виробників кормових антибіотиків на ринку України, оскільки 

комбікормів з використанням бактеріоцинів в країні не представлено: 

Таблиця 3.2. 
Перелік кормових антибіотиків на ринку України 

Виробник, місто  Назва 

препарату 
Ціна за 1 кг 

(грн) 

Потреба на 1 т 

комбікорму 

(кг) 
ПП «О.L.KAR.­АгроЗооВет­
Сервис», Вінницька область   Біовіт­801  199  5,7 

«БіоТестЛаб», ООО, Київ  Амоксан­5002  1547  0,34 

«Бровафарма», ООО, Київська 

область  Бровасептол3  598  4 

ПП «Зооветпром», Харківська 

область  Доксоралвет4  5000  0,67 

ПП «Базальт», Київська 

область  Ніфулін5  292  1 

KRKA, Словенія  Ентероксил6  550  1,5 

INTERCHEMIE, Єстонія  Доксин­2007  1550  1 

Примітка: ціни наведено станом на 24.05.2021: 1 ­ https://prom.ua/p4950474­biovit­biovit.html, 
2 ­ https://veteco.com.ua/amoksan­500/, 3 ­ https://prom.ua/p640744446­brovaseptol­500g­brovafarma.html, 4 
­  https://prom.ua/p1253004044­doksoralvetporoshok­dlya­oralnogo.html,  5  ­  https://prom.ua/p909698259­
nifulin­1kg­bazalt.html,  6  ­  https://prom.ua/p1188750285­enroksil­poroshok­enroksil.html,  7  ­ 
https://prom.ua/p909700348­doksin­200­poroshok.html  

Аналізуючи таблицю 3.2 можна зробити висновок, що в Україні 

представлено небагато кормових антибіотиків, але які відрізняються за своєю 

активністю. З кожним роком використання одного і того ж препарату 

збільшується, оскільки виникає резистентність у патогенних мікроорганізмів. 

Тому необхідність в альтернативній кормовій добавці є досить високою. 

Річна потреба в ентероцині для «Ovostar Union» була зазначена раніше і 

становить 75,2 кг. За даними статті 2017 року, при культивування Enterococcus 

faecalis 14 було отримано 5,942 г/л мікробного білка [31]. 

https://prom.ua/p4950474-biovit-biovit.html
https://veteco.com.ua/amoksan-500/
https://prom.ua/p640744446-brovaseptol-500g-brovafarma.html
https://prom.ua/p1253004044-doksoralvetporoshok-dlya-oralnogo.html
https://prom.ua/p909698259-nifulin-1kg-bazalt.html
https://prom.ua/p909698259-nifulin-1kg-bazalt.html
https://prom.ua/p1188750285-enroksil-poroshok-enroksil.html
https://prom.ua/p909700348-doksin-200-poroshok.html
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Кількість культуральної рідини необхідної для отримання 75,2 кг 

ентероцину становить: 
75,2

5,942
= 12,7 м3 

Враховуючи сумарні втрати цільового продукту при виділенні (до 25%), 

необхідно отримати таку кількість культуральної рідини: 

𝑉кр =
12,7

1 − 0,25
≈ 16,9 м3 

3.3.  Розрахунок об’єму ферментера та кількості виробничих циклів 

Приймаємо, що для отримання 16,9 м3 культуральної рідини необхідно 230 

робочих трудоднів (Трд). Відповідно кількість культуральної рідини на добу (Vд) 

становитиме: 

Vд = Vкр/Трд = 16,9 /230 ≈ 0,074 м3 

Розрахуємо кількість культуральної рідини за один цикл, (Vкрц): 

Vкрц= K1 · Vд  · Тцф / 24 = 1,1*0,074*25/24 ≈ 0,085 м3, 

 де Tцф ­ цикл роботи ферментера, який включає: мийку та огляд – 1,5 год, 

перевірку на герметичність – 0,5 год, підігрів та стерилізацію апарату – 1,5 год, 

охолодження ферментеру – 1 год, завантаження поживного середовища – 1,5 год, 

засів культурою –  0,5 год, ферментацію –  25  год, та вивантаження –  0,5 год, і 

становить 39 години. К1–  коефіцієнт запасу, що враховує можливість 

нестерильних операцій (К1 = 1,1). 

Геометричний об’єм ферментера для отримання 0,085  м3  культуральної 

рідини, з коефіцієнтом заповнення 0,6 (ферментер без аерації) має становити: 

Vг = Vцк/Кзап =  0,085/0,6 ≈ 0,142 м3, 

 де Кзап – коефіцієнт заповнення ферментера. 

Отже, вибираємо стандартний ферментер об’ємом Vф = 0,15 м3 

Уточнюємо коефіцієнт заповнення: 

Кзф = Vцк/ Vф = 0,085/0,15 = 0,57 

 3.4. Розрахунок кількості стадій отримання посівного матеріалу  

За виробничий цикл отримують Vкр = 0,085 м3 культуральної рідини.  
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Кількість поживного середовища та посівного матеріалу перед виробничим 

біосинтезом з врахуванням втрат в результаті краплевиносу через колектор 

відпрацьованого повітря (10%) становитиме: 

Vроб.1= Vкр/(1­Eф) = 0,085/(1­0,1) = 0,095 м3, 

де Еф – втрати культуральної рідини під час біосинтезу. 

Виробничий біосинтез здійснюють у ферментері з робочим об’ємом Vроб.1= 

0,095 м3. 

При вибраному коефіцієнті заповнення Кзап= 0,6 можливий геометричний 

об’єм ферментера Vф.1 = 0,095/0,6 = 0,158 м3. Приймаємо найближчий за об’ємом 

стандартний ферментер Vсф = 0,15 м3 та уточнюємо прийнятий раніше коефіцієнт 

заповнення: 

Kзап.1=Vроб.1/Vсф =0,095/0,15≈ 0,63 

Уточнений коефіцієнт дозволяється для ферментерів без аерації.  

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

поживного середовища. Тоді кількість поживного середовища  у ферментері 

становитиме: 

Vпс1=Vроб.1/(1+Xф )=0,095/(1+0,1)≈0,086 м3 

де Хф – доза посівного матеріалу для ферментера. 

Кількість посівного матеріалу для ферментера становить: 

Vпм1=Vроб.1­Vпс1=0,095­0,086=0,009 м3  або 9л 

Для одержання 9 л інокуляту в інокуляторі враховуємо втрати в результаті 

краплевиносу через колектор відпрацьованого повітря (10%). Тоді кількість 

поживного середовища та посівного матеріалу в інокуляторі становить: 

Vроб.2= Vпм1/(1­Eф) = 9/(1­0,1) ≈ 10 л 

Можливий геометричний об’єм інокулятору Vін = 10/0,6≈16,6 л. Приймаємо 

найближчий за об’ємом стандартний посівний апарат Vсін  =15 л та уточнюємо 

прийнятий раніше коефіцієнт заповнення: 

Kзап.2=Vроб.2/Vсін =10/15=0,67 

Уточнений коефіцієнт заповнення перебуває у дозволених межах.  

Кількість поживного середовища в інокуляторі становитиме: 
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Vпс2=Vроб.2/(1+Xін )=10/(1+0,1)≈ 9,1 л 

Тоді кількість посівного матеріалу для інокулятора становить: 

Vпм2=Vроб.2­Vпс2=10­9,1=0,9 л 

9 л посівного матеріалу ми можемо отримати використовуючи колби 

об’ємом 750 мл та коефіцієнтом заповнення Кзк = 0,2. Кількість колб становитиме: 

Nколб=Vпм2/(Vколб×Kзап)=900/(750×0,2)=6 шт. 

Таким чином, для одержання посівного матеріалу необхідно 6 колб. 

Отже, процес одержання посівного матеріалу для забезпечення виробничого 

культивування у ферментері об’ємом 0,15 м3 з коефіцієнтом заповнення 0,6 буде 

проходити у 2 етапи. 
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РОЗДІЛ 4 

БІОСИНТЕЗ ЕНТЕРОЦИНУ 

4.1. Шляхи катаболізму глюкози у Enterococcus faecalis 14 

Оскільки шлях перетворення  глюкози штаму E.  faecalis  14  в Kyoto 

Encyclopedia  of  Genes  and  Genomes  не наведено, то катаболізм буде 

продемонстровано на спорідненому штамі E. faecalis ATCC 29212 [62]. 

Згідно з вищезгаданою бази даних катаболізм глюкози  в E.  faecalis 

проходить шляхом гліколізу.  Такий шлях свідчить про наявність ключових 

ферментів, а саме гексокінази, фосфофруктокінази та піруват кінази. Але 

доречно навести деякі особливості. 

Під дією ферменту глюкокінази (1, КФ.2.7.1.2) глюкоза перетворюється 

глюкозо­6­фосфат. В подальшому, отримана сполука, за допомогою ферменту 

глюкозо­6­ізомерази (2, КФ.5.3.1.9), трансформується  в фруктзо­6­фосфат. 

Фруктозо­6­фосфат переходить  в фруктозо­1,6­дифосфат під дією 6­

фосфофруктокінази (3, КФ.2.7.1.11), після чого трансформується під впливом 

фруктозо­дифосфат альдолази (4, КФ.4.1.2.13) у гліцеральдегід­3­фосфат. Дана 

сполука може переходити в дигідроксиацетонфосфат в присутності 

тріозофосфат ізомерази  (9,  КФ.5.3.1.1).  Під впливом  гліцеральдегід­3­фосфат 

дегідрогенази (5, КФ.1.2.1.12) попередня сполука переходить в 1,3­

дифосфогліцерат.  В свою чергу, дифосфогліцерат, під дією  ферменту 

фосфогліцерат кінази (6, КФ.2.7.2.3), трансформується в 3­фосфогліцерат. З цієї 

сполуки утворюється 2­фосфогліцерат, під  впливом ферменту фосфогліцерат 

фосфомутази (7, КФ.5.4.2.11). 2­Фосфогліцерат, за допомогою  енолази (8, 

КФ.4.2.1.11)  переходить в фосфоенолпіруват. Сполука трансформується в 

піруват за допомогою піруват кінази (9, КФ.2.7.1.40). Піруват, в подальшому, 

залучається до циклу трикарбонових кислот (ЦТК) [7]. 

Зазначена схема катаболізму продемонстровано на рис.4.1. 
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Рис.4.1. Схема катаболізму глюкози E. faecalis 

4.2.  Біотрансформація глюкози в ентероцин 

Ентероцин E.  faecalis 14 це гетеродимер, який складається з ентероцину 

DD14A  та ентероцину DD14B.  За амінокислотною послідовністю було 

досліджено, що дані ентероцини ідентичні ентероцинам 7А та 7В, а також MR10A 

та MR10B. Амінокислотну послідовність представлено на рис.4.2. 

 
Рис.4.2. Амінокислотна послідовність ентероцину E. faecalis 14 та його 

співставність з іншими ентероцинами [31] 

В статті зазначено, що головною складовою  для ентероцину DD14B  є 

наступні амінокислоти: ізолейцин, гліцин, глутамін, триптофан, треонін, аспартат, 
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глутамат, лізин. Для ентероцину DD14A це: ізолейцин, гліцин, глутамат, аланін, 

аспарагін, триптофан, лізин. 

Загальна кількість амінокислот, яка необхідна для синтезу цих двох 

пептидів наступна: метіонін, гліцин, аланін, ізолейцин, лізин, лейцин, валін, 

фенілаланін, триптофан, пролін, тирозин, глутамін, глутамат, аспарагін, треонін, 

аспартат. 

Та слід зазначити, що E.  faecalis  14  є метаболічним «інвалідом», який 

неспроможний синтезувати велику кількість амінокислот, які необхідні для 

утворення мікробного поліпептиду. Таким чином, продуцент не може синтезувати 

гліцин, ізолейцин, лейцин, валін, фенілаланін, триптофан, тирозин, глутамат та 

аспартат.  Невистачаючі елементи продуцент бере з середовища, на якому 

культивується. 

Синтез ентероцину показано на рисунку 4.3. Опис гліколізу наведено вище 

(п.4.1.). Пунктирні лінії зазначають відсутність необхідних ферментів для синтезу 

амінокислот. 

 
Рис.4.3. Схема синтезу ентероцину E. faecalis 14 
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Цикл трикарбоновиз кислот розпочинається з перетворення пірувату,  за 

допомогою 2­оксоглутарат редуктази (10, КФ.1.2.7.11), в ацетил­КоА. Отримана 

сполука під впливом цитрат синтази (11, КФ.2.3.3.1) трансформується в цитрат. 

Цитрат  взаємодіє із аконітат гідрітазою (12, КФ.4.2.1.3) і переходить у форму 

ізоцитрату. Отримана речовина перетворюється у 2­оксалоглутарат, за допомогою 

ізоцитрат дегідратази (13, КФ.1.1.1.42), а потім за впливом 2­оксоглутарат 

редуктази (14, КФ.1.2.7.11) сполука перетворюється в сукциніл­КоА. Після чого, 

під впливом сукциніл­КоА синтетази (15, КФ.6.2.1.4), утворюється сукцинат. За 

допомогою фумарат редуктази (16, КФ.1.3.5.4) попередня сполука 

перетворюється у фумарат, який в подальшому, під впливом фумарат гідротази 

(17, КФ.4.2.1.2), трансформується в малат. Сполука, за допомогою малат 

дегідрогенази (18, КФ.1.1.5.4) перетворюється у оксалоацетат, чим і закінчує ЦТК. 

Фенілаланін, тирозин, триптофан.  Для синтезу даних амінокислот в 

бактерії відсутні необхідні ферменти, але ентерокок може синтезувати 

попередника –  хоризмат.  Синтез попередника розпочинається з фруктозо­6­

фосфату, який під дією  транскетолази  (20, КФ.2.2.1.1.), перетворюється в 

еритрозо­4­фосфат. Трансальдолаза (21, КФ. 2.2.1.2) перетворює цю сполуку у 2­

дегідро­3­діокси­арабіногептонат­7­фосфат. Після чого,  3­дезокси­7­

фосфохептуланат синтаза (22, КФ.2.5.1.54) трансформує і утворює дегідрокінат. 

До реакції залучається 3­дегідрокінат синтаза (23, КФ.4.2.3.4),  яка синтезує 

хоризмат.  Фенілаланін, тирозин та триптофан  бактерія отримує з поживного 

середовища. 

Аланін  синтезується з пірувату за допомогою аланін­синтезуючої 

трансамінази (24, КФ.2.6.1.2). Але валін  та лейцин  не можуть синтезуватись, 

відсутні необхідні ферменти. Також, в бактерії не може синтезуватись гліцин. 

Тому ці амінокислоти біологічний агент також отримує с поживного середовища. 

Аспарагін, лізин, метіонін, треонін, ізолейцин. В бактеріальній клітині не 

може синтезуватись аспартат, оскільки відсутні необхідні ферменти. Але, з 

аспартату  синтезується інші амінокислоти. Тому, отримуючи аспарагін із 

поживного середовища є можливість синтезувати інші компоненти.  



32 
 

Аспарагін  утворюється під дією ферменту аспартат­аміачної лігази (25, 

КФ.6.3.1.1). Далі, йде ланцюг перетворень, з яких утворюється лізин, метіонін, 

треонін. Ізолейцин отримується з поживного середовища. 

Аспартат перетворюється в 4­аспартилфосфат під дією аспартат кінази (26, 

КФ. 2.7.2.4). Після чого, відбувається реакція трансформації у аспартат­4­

напівальдегід, під дією аспартат­семіальдегід дегідрогенази (27, КФ.1.2.1.11). 

Дану сполуку можна вважати попередником всіх зазначених амінокислот. Лізин 

синтезується наступним шляхом: з напівальдегіду під дією дигідродипіколінат 

синтази  (28, КФ.4.3.3.7) утворюється гідрокситетрагідродипіколінат.  Сполука 

перетворюється в тетрагідродипіколінат  під дією дигідродипіколінат  редуктази 

(29, КФ.1.17.1.8). Ацетил­L­амінооксопімелат  синтезується за допомогою 

тетрагідродипіколінат N­ацетил  трансферази (30, КФ.2.3.1.89). Далі,  до реакцій 

перетворень залучається амінотрансфераза (31, КФ.2.6.1.­) та синтезує ацетил­L­

діамінооксопімелат. Сполука трансформується, за допомогою N­

ацетилдіамінопімелат деацетилаза (32, КФ.3.5.1.47) в L­діамінооксопімелат. При 

дії діамінопімелат епімерази (33, КФ.5.1.1.7) утворюється мезо­діамінопімелат з 

якого утворюється лізин, під дією діамінопімелат декарбоксилази (34, 

КФ.4.1.1.20). 

Метіонін утворюється наступним чином: напівальдегід, під впливом 

гомосерин дегідрогенази  (35, КФ.1.1.1.3),  переходить в  гомосерин, що 

перетворюється в ацетил­L­гомосерин (36, КФ.2.3.1.31).  Отримана сполука 

перетворюється в гомоцистеїн за допомогою цистатіонін­гамма­синтази (37, 

КФ.2.5.1.48), а сам метіонін утворюється уже за впливом гомоцистеїн S­метил 

трансферази (38, КФ.2.1.1.10). 

З гомосерину утворюється фосфо­L­гомосерин, під дією гомосеринкінази 

(39, КФ.2.7.1.39). Далі, за реакціїї перетворень, синтезується треонін, за участю 

треонін синтази (40, КФ.4.2.3.1). 

Глутамат, глутамін, пролін. Глутамат не синтезується в клітині, а 

отримується з поживного середовища.  Під дією глутамін синтетази (41, 

КФ.6.3.1.2)  утворюється глутамін.  Пролін синтезується наступним чином: з 
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глутамату утворюється глутаміл­фосфат, під дією глутамат­5 кінази  (42, 

КФ.2.7.2.11). Після чого, подальше перетворення приводить до синтезу глутаман­

5­напівальдегіду, за допомогою глутамат­5­семіальдегід дегідрогенази (43, 

КФ.1.2.1.41). Пролін утворюється за участі піролін­5­карбоксилат редуктази (44, 

КФ.1.5.1.2). 
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РОЗДІЛ 5 

ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

5.1. Обґрунтування доферментаційних процесів та виробничого 

біосинтезу 

5.1.1. Обгрунтування способу культивування і типу ферментера 

Особливістю культивування клітин для утворення ентероцину є те, що на 

заключному етапі синтезу виділяється його мікробний білок  в культуральне 

середовище. Зважаючи на таку специфіку цільового продукту, вибір способу 

культивування припадає на глибинний спосіб. Слід також зазначити, що до 

такого методу  культивування призводить  той факт, що за такого способу 

біосинтезу зручно видаляти непошкоджений цільовий продукт із культуральної 

рідини без його значних втрат. 

Виробництво ентероцину відбувається періодичним методом, адже 

синтезується  культурою E.  feacalis  14 в стаціонарній фазі, і координується з 

виробництвом інших позаклітинних ферментів [31]. 

Для культивування особливу увагу слід приділяти забезпеченню необхідних 

оптимальних умов росту і біосинтезу E.  feacalis  14. Оскільки даний 

мікроорганізм відноситься до молочнокислих бактерій, основним кінцевим 

продуктом ферментації є молочна кислота.  Утворений «побічний» продукт 

підкислює поживне середовище, а зависока концентрації, яка накопичується в 

період ферментації,  може призводити до пригнічення  росту культури. Для 

забезпечення регуляції рівня рН в середовище необхідно вводити 

нейтралізатори. При синтезі біомаси для таких цілей використовується 6­% 

розчин NaOH, але задля унеможливити зайве підлуження також застосовується 

6­% розчин HCl.  Для біосинтезу ентероцину для стабілізації рН 

використовується натрій­фосфатний буфер. Відповідно температура для 

культивування підтримується на рівні 37˚С, а pH на значенні 7  [31,43].  
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E. feacalis 14 є факультативним анаеробом, тому вибір умов щодо доступу 

кисню під час ферментації залежить від його впливу на синтез цільового 

продукту. В разі аеробних умов ферменти, що забезпечують синтез ентероцину, 

мають нижчу активність ніж при анаеробних. Зважаючи на це, при виборі 

ферментера і обладнання необхідним є забезпечення умови відсутності кисню в 

середовищі [43]. 

Підготовка посівного матеріалу та виробничий біосинтез проводиться в 

суворо асептичних умовах. Це потрібне оскільки параметри культивування 

(температура культивування ­  37˚С, pH =7) сприяють розвитку й інших 

мікроорганізмів, які неприпустимі за умов такого біосинтезу. Для забезпечення 

асептичних умов проводиться ретельна стерилізація обладнання (інокулятори, 

збірники, ферментери), комунікацій та поживних середовищ для культивування. 

Оснащеність, геометричні параметри та інші необхідні  характеристики 

ферментера залежать від поставлених  умов, що відтворюють  оптимальне 

культивування цільового продукту. Цими умовами є спосіб культивування і 

фізіолого­біохімічні особливості продуцента, що зазначено вище. 

Особливий вплив на оснащення ферментера при культивуванні E.  feacalis 

14 має система забезпечення безкисневих умов. Тобто, є необхідність у створенні 

повної відсутності повітря, а також забезпечити відведення надлишку утвореного 

вуглекислого газу з середовища.  Безкисневі умови створюють за допомогою 

інертного газу, таких як азот, неон, аргон, гелій та ін.  Для створення 

безповітрянних умов пропонується використовувати саме азот, оскільки він 

доступний та ефективний при створенні таких умов для біосинтезу. 

Також, слід звернути увагу на те, що  E.  feacalis  14  –  це факультативний 

анаероб, а отже може жити і в аеробних умовах. За літературними джерелами було 

здійснено порівняння культивування ентерококів в присутності та відсутності 

кисню. Як виявилось, при анаеробному культивуванні мікроорганізм синтезує 

дещо більшу біомасу та більшу  кількість пептидів, ніж в кисневих умовах. В 

статтях наведено припущення, що при безкисневому культивуванні бактерії 

знаходяться в стресових умовах, тому можуть почати синтезувати більшу біомасу. 
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Тому, для культивування самої біомаси та синтезу ентероцину  доречно 

застосовувати саме безкисневі умови, хоча бактерія може рости в присутності 

кисню [63]. 

Контроль за відтворенням безкисневого культивування  здійснюється  за 

допомогою інтегрованої в ферментер автоматизованої системи обладнанням, що  

включає  в себе датчики розчиненого кисню, відведення вуглекислого газу, 

системи подачі азоту та газоаналізатор. 

Для  створенні  рівномірного розподілу поживного середовища та 

мікроорганізмів в апараті за глибинних умов культивування періодичним методом 

обов’язковим є встановлення перемішуючого пристрію з невеликою  частотою 

обертів. Причиною такого вибору –  необхідність в обмеженій аерації під час 

культивування.  Використання пневматичних та ерліфтних перемішуючих 

пристроїв  при таких умовах біосинтезу недоцільні. Такі пристрої 

використовуються для створення аеробих умов культивування, чого категорично 

уникають при культивування бактеріоцинів. Для перемішування рекомендується 

застосовувати доволі просту за конструкцією мішалку – лопатеву. Такі мішалки 

нині використовуються у тих технологіях, коли необхідність в інтенсивній аерації 

відсутня. Перевагою лопатевої мішалки є простота та низька вартість. 

Для уникнення утворення піни внаслідок пропускання інертного газу через 

об’єм середовища, в апараті необхідно встановити мішалку в якості механічного 

піногасника. Це є більш доречним, оскільки хімічні піногасники потребують 

постійної закупки, що є менш економічно вигідним рішенням. 

Окрім контролю концентрації газових утворень, необхідним є і підтримання 

оптимальної температури культивування і  рівня pH  середовища. Тобто, 

ферментеру потрібно мати модулі контролю та управління температури та pH. 

5.1.2. Обґрунтування вибору стадії підготовки аераційного повітря 

Для культивування біомаси та ентероцину штами E.  faecalis  зазвичай 

вирощують в анаеробних умовах. Тому потреба підготовки аераційного повітря 

відсутня. Для культивування біомаси та синтезу ентероцину застосовується 

продування інертним газом, а саме азотом, як це зазначалось вище (п.5.1.1). 
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Для такого продування використовуються балони з азотом. Газ подається в 

ферментер та інокулятор через спеціальні індивідуальні фільтри, які 

заповнюються надтонкими мембранами чи волокнами, затримується до 99,999% 

мікроорганізмів. 

5.1.3. Вибір мийних та дезінфікуючих засобів  

Виробництво ентероцину, шляхом культивування E.  faecalis  14 

відбувається впродовж 230 днів, що передбачає підготовку наступного 

обладнання: ферментер об’ємом 150  л, інокулятор на 15    л, а також  бокс та 

лабораторне устаткування (термостат, холодильник, автоклав,  апаратура для 

проведення різних видів контролю). 

Габаритні розміри основного обладнання наведено у табл. 5.1. 

Таблиця 5.1 

Габарити обладнання для виробництва ентероцину з культури Enterococcus 

faecalis 14 

 

Виробництво включає наступні приміщення: цех виробничого біосинтезу, 

лабораторне приміщення для проведення різноманітних операцій, де знаходяться 

автоклави, бокс, термостати, холодильники, апаратура для проведення різних 

видів контролю.  

Оптимальна площа виробничого приміщення, в якій встановлено ферментер 

(150 л), інокулятор (15 л), автоклав та інше обладнання становить 10,45 × 5,2 = 

54,35 м2. Висота стін, що миється – 2,5 м. Загальна площа стін –  124,25 м2. Площа 

підлоги – 54,35 м2. 

На рис. 5.1 наведено приблизний план приміщення для виробництва 

препарату для силосування з культурою E.  faecalis  14. План враховує діаметри 

обладнання та відстань між апаратами (не менше 1 м) і від стін (не менше 1,5 м). 

Обладнання  Геометричний об’єм, м3  Діаметр, см 
Ферментер  0,15  2200 
Інокулятор  0,015  750 

Всього  0,165   
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Рис. 5.1. План виробничого приміщення для виробництва ентероцину з культури 

Enterococcus faecalis 14 

А – цех виробничого культивування, Б – лабораторія, В – бокс. 

Площа цеху виробничого культивування (А) становить 6,95×5,2 = 36,15 м2. 

Площа лабораторії (Б) становить 3,5×5,2=18,2 м2. Таким чином, загальна площа 

виробничого приміщення становить 54,35 м2. 

Необхідно провести розрахунок площі стін для миття. З урахуванням висоти 

стін, яку необхідно помити (2,5 м), загальна площа стін для миття становитиме: 

((5,2×4)+(10,45×2)+(2×4))×2,5=124,25 м2  

Узагальнені дані щодо площі приміщень наведено у табл. 5.2. 

Таблиця 5.2 

Розрахунок загальної площі приміщень для виробництва ентероцину з 

культури Enterococcus faecalis 14 

Приміщення  Обладнання 
Площа 

приміщення, 

м2 

Площа 

стін, м2 

Цех виробничого 

біосинтезу (А) 
Ферментер об’ємом 150 л, 

інокулятор на 15  л  36,15  60,75 

Лабораторія (Б) 

Автоклави, бокс (В), термостати, 

холодильники, апаратура для 

проведення контролю, хімічний 

посуд, та інше. 

18,2  63,5 

Всього  54,35  124,25 
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Далі, на основі  наведених вище даних, необхідно провести розрахунок 

кількості мийних та дезінфікувальних засобів для миття приміщень та 

обладнання. 

Обладнання необхідно мити та дезінфікувати перед кожним виробничим 

циклом, тобто 221 раз на рік (кількість циклів на рік).  

Підлогу необхідно мити та дезінфікувати кожного дня по одному разові – 

всього 230 разів (відповідно до кількості трудоднів).  

Стіни, двері та вікна миють та дезінфікують раз на місяць в якості 

генеральних прибирань. Кількість генеральних прибирань становитиме 8 разів.  

Узагальнені дані щодо розрахунку площі миття та/або дезінфекції наведено 

в табл.5.3. 

Таблиця 5.3 

Розрахунок загальної площі миття та/або дезінфекції оброблюваного 

об’єкту за весь період виробництва ентероцину з культури Enterococcus 

faecalis 14 

Об’єкт 

миття та/або 

дезінфекції 

Площа (об’єм) 

оброблюваного 

об’єкту, м2 (м3) 

Кількість 

процесів миття 

та/або 

дезінфекції за 

весь період 

виробництва 

Загальна площа (об’єм) 

оброблюваного об’єкту 

за весь період 

виробництва, м2 (м3) 

Обладнання  0,165  221  36,47 

Підлога  54,35  230  12500,5 

Стіни, двері, 

вікна 
124,25  8  994 

 

Найважливішими критеріями підбору миючих та дезінфікуючих засобів є їх 

активна діюча речовина у складі. Оскільки мікроорганізми здатні викликати 

резистентність впродовж довгого використання одного засобу, слід вчасно 
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заміняти їх на інші для унеможливлення звикання. Тому, при підборі, необхідно 

дивитись на склад та обирати різні мийно­дезінфікуючі засоби за хімічним 

складом діючої речовини. Також, важливими факторами є ефективність миючих 

засобів, їх вартість та безпечність використання [63].  

Безпечність використання впливає на фактор працездатності персоналу. Цей 

фактор призводить до обмежень складу засобів для миття та дезінфекції. 

Основними компонентами таких засобів  є: фосфати, фосфонати, поверхнево 

активні речовини: детергенти,  триклозани, хлор, формальдегіди, тощо. Відомості 

про їх токсичність обмежуються окремими дослідженнями, в яких переважно 

приділяється увага подразнюючому та алергенному потенціалу. Відомо, що 

організм людини реагує навіть на невелику концентрацію токсичних речовин. 

Наприклад, після потрапляння  в організм детергенти пошкоджують активність 

ферментів і, таким чином, порушують фізіологічні функції організму. Тому дуже 

важливо забезпечити підприємство нешкідливими для  здоров’я  мийно­

дезінфікуючими засобами [65]. 

Щодо ціни миючих засобів, є чинники які корелюють даний показник: 

­  засоби даної категорії є висококонцентрованими, а для роботи в 

більшості випадків використовуються 1­5% розчини. Тому при 

визначенні доцільності покупки необхідно враховувати ціну вже 

готового до застосування розчину; 

­  професійні засоби мають вузьконаправлену  дію, отже, володіють 

надзвичайно високою ефективністю в рішенні певного спектру завдань, 

що істотно знижує їх витрати; 

­  більшість продуктів поставляється відносно великими обсягами (5 і 20 

літрів), тому їх вартість дещо нижча за рахунок економії на фасування, 

тари та ін [66]. 

Ефективність миючих засобів визначає низка фізико­хімічних 

властивостей. В залежності від вимог до засобу це може бути: стабільність, 

емульгуюча здатність, змочуваність, піноутворення та ін [67]. 
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Отже, враховуючи вищенаведене для ефективного і економічно вигідного 

очищення внутрішніх поверхонь CIP –  мийкою, можна використати наступні 

миючі засоби: 

­  Каустична сода (їдкий натр, NaOH) являє собою безбарвну 

кристалічну речовину.  Добре розчиняється у  воді. Водні   розчини  мають  лужну  

реакцію.  Гарячі  (1­2) %  розчини каустичної  соди  добре  обмилюють   жири,   

гідролізують   білки, розщеплюють  вуглеводи.  Засіб належить до 

високонебезпечних речовин (2 клас небезпеки по ГОСТ 12.1.007).  При 

використанні необхідний спецодяг. Рекомендується використовувати    1­2  %  

розчини температурою  55 + /­  5  Сº  для циркуляційного миття технологічного 

обладнання та комунікацій [68]. 

­  «Фамідез® CIP Ac 220» ­  сильнокислотний непінний засіб для 

видалення комплексних органічних та мінеральних  відкладень з поверхі 

технологічного обладнання з неіржавіючої сталі, алюмінію, полімерних 

матеріалів (полістирол, поліпропілен, ПВХ) методом циркуляційного миття, 

розпилення чи замочування. Основні діючі речовини: кислота ортофосфорна 5­

15%, кислота гліколева 5­15%.  Має низьке піноутворення, хороші мийні 

властивості, працює у воді будь­якої твердості. Робоча концентрація становить 

1% [69]. 

­  «ОНІКО»  ­  це висококонцентрований слаболужний та малопінний 

миючий засіб, що представляє собою оптимізовану суміш ПАР та 

комплексоутворюючих речовин, водорозчинне, біорозкладне, з використанням 

активного хлору. Робоча концентрація становить 1,2%  [70]. 

Подальша обробка підлоги, стін, дверей та вікон здійснюється 

дезінфектантами щоб забезпечити умову бактеріального обнасінення  

КУО/см2  ˂ 1×103. Забезпечити їх ефективну і економічно вигідну дезінфекцію 

здатен лише хімічний метод. 

Оскільки для виробництва ентероцину необхідно обрати щонайменше 3 

дезінфікуючих засобів, слід обрати такі засоби, які максимально між собою 
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будуть мати різні активно­діючі речовини, для унеможливлення розвитку 

резистентності. 

Отже, на основі цих даних можемо обрати наступні дез.засоби: 

­  «Фамідез® Комбі» ­  комбінований концентрат  з високою миючою 

здатністю на основі бігуанідину і четвертинної амонієвої. Містить 

інгібітор корозії, практично без запаху, не має сенсибілізуючої дії. 

Пропонується використовувати робочу концентрацію 0,2% при витримці 

15 хв [70]. 

­  «ДЕЗОХЛОРИН» ­ це рідкий, концентрований дезінфікуючий засіб, який 

добре розчиняється у воді. Водні розчини прозорі, мають характерний 

легкий запах хлору. Основна діюча  речовина ­  натрію гіпохлорит та 

суміш оксидантів. Пропонується використовувати робочу концентрацію 

0,1% при витримці 30 хв [72].  

­  «AKUTOL sept» ­ діюча речовина ­ 1,6­Біс (5­ (п­хлорофеніл) бігуанідіно) 

гексан диглюконат. В межах 0,5% при витримці в 15 хв має  швидко 

виражену бактерицидну дію відносно грампозитивних і грамнегативних 

бактерій, грибів та вірусів [73]. 

Рекомендується 100 мл робочого розчину дез.засобу до обробки 1 м2 

поверхонь. 

Узагальнена характеристика витрат мийних та дезінфікувальних засобів 

Виробництво препарату для силосування з культурою Enterococcus  faecalis  14 

наведена в таблиці 5.4. 

5.1.4. Особливості підготовки та стерилізації поживного середовища 

В першу чергу, композиції розбиваються залежно температурного режиму 

стерилізації. Це пояснюється тим, що температура стерилізації солі буде 

зависокою для глюкози, так як вона буде карамелізуватись. Також,  оскыльки 

підготовку посівного матеріалу проводять на середовищі МРС,  треба зазначити 

присутність в середовищі фосфатних солей та катіонів магнію. Для 

унеможливлення утворення нерозчинного осаду, необхідно розділити звичайні  
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Таблиця 5.4 
Узагальнена характеристика витрат мийних та дезінфікувальних засобів для виробництва ентероцину 

Назва 

мийного/дезінфіку

вального засобу 

Об’єкт миття 

та/або 

дезінфекції 

Концентра­
ція 

робочого 

розчину, % 

Загальна площа 

(об’єм) миття та/або 

дезінфекції об’єкту 

за весь період 

виробництва, м2 

Кількість 

робочого 

розчину за 

весь період 

виробництва, 

л 

Вартість 1 л/кг 

мийного або 

дезінфікува­
льного засобу, 

грн 

Вартість 1 

л робочого 

розчину, 

грн 

Загальна вартість 

миття та/або 

дезінфекції за 

весь період 

виробництва, грн 

Каустична сода1  Обладнання  1  36,47  7294  45  0,45  3396,6 
Фамідез® CIP Ac 

2202  Обладнання  1  36,47  7294  89  0,89  6717,72 

ОНІКО3  Обладнання  1,2  36,47  7294  35,8  0,43  3245,64 

Фамідез® Комбі4 
Стіни, 

підлога, 

вікна, двері 
0,2  13494,5  1349,5  408  0,82  1195,4 

ДЕЗОХЛОРИН5 
Стіни, 

підлога, 

вікна, двері 
0,1  13494,5  1349,5  29,8  0,03  437,34 

AKUTOL sept6 
Стіни, 

підлога, 

вікна, двері 
0,5  13494,5  1349,5  195,84  0,98  1428,64 

Примітка: ціни наведені станом на 5.11.20: 1 ­ https://prom.ua/p659273745­kausticheskaya­soda­rosiya.html?&primelead=Mi43Mw,  

2  ­  https://prom.ua/p1050652475­famidez­cip­220.html  ,  3  ­  https://prom.ua/p1175453602­professionalnoe­moyuschee­sredstvo.html,  4  ­ 

https://ua.medsolve.com.ua/meditsinskim­uchrezhdeniyam/dezinfektsiya/famidez­kombi­1­l­a­h1­0008.html,  5  ­  https://prom.ua/p1166281260­

dezinfikuyuchij­zasib­oniko.html, 6 ­ https://prom.ua/p917095489­akutol­sept.html?&primelead=Ng 

https://prom.ua/p659273745-kausticheskaya-soda-rosiya.html?&primelead=Mi43Mw
https://prom.ua/p1050652475-famidez-cip-220.html
https://prom.ua/p1175453602-professionalnoe-moyuschee-sredstvo.html
https://ua.medsolve.com.ua/meditsinskim-uchrezhdeniyam/dezinfektsiya/famidez-kombi-1-l-a-h1-0008.html
https://prom.ua/p1166281260-dezinfikuyuchij-zasib-oniko.html
https://prom.ua/p1166281260-dezinfikuyuchij-zasib-oniko.html
https://prom.ua/p917095489-akutol-sept.html?&primelead=Ng
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солі від фосфатних. Тому, пропонується розділити поживне середовище на такі 

композиції: 

Композиція А: глюкоза, казеїновий пептон, м’ясний екстракт, дріжджовий 

екстракт. Режим стерилізації: 112°С впродовж 30 хв. 

Композиція Б:  CH₃COONa, C6H5O7(NH4)3,  MgSO4‧7H2O,  MnSO4‧4H2O, 

Твін­80. Режим стерилізації: 131°С впродовж 40 хв. 

Композиція В: K2HPO4. Режим стерилізації: 131°С впродовж 40 хв. 

Оскільки середовище не змінюється до виробничого біосинтезу, то склад 

композицій залишається незмінним, лише їх об’єм збільшується близько 10 раз. 

Для виробничого біосинтезу використовується BHI­бульйон, який 

поділяється на наступні композиції (принцип поділу залишається незмінним): 

Композиція А:  глюкоза, пептон, мозково­серцевий екстракт. Режим 

стерилізації: 112°С впродовж 30 хв.  

Композиція Б: NaCl, Na2HPO4. Режим стерилізації: 131°С впродовж 40 хв. 

5.2. Обґрунтування стадій виділення і очищення ентероцину 

Оскільки ентероцин є екзометаболітом, тому немає необхідності робити 

дезінтіграцію клітин. Це пояснюється тим, що основна концентрація 

бактеріоцину знаходиться зовні клітини. 

Основним критерієм підбору стадій виділення є мета використання 

цільового продукту. Наприклад, продукти аграрного комплексу не потребують 

високої очистки як компоненти фармацевтичного направлення. Ціллю 

застосування ентероцину є його споживання у вигляді харчової добавки у 

комбікормах для курей­несучок, що направлені на профілактику некротичного 

ентериту. Тому, використання високоочисної апаратури не є доцільним. Випуск 

форми препарату не є принциповим, але задля підвищення строку придатності, а 

також стабільності активності бактеріоцину слід обирати сухий препарат. 

Слід звернути увагу на фізико­хімічні властивості бактеріоцину, а також 

на те,  що в культуральній рідині утримуються залишки поживного середовища, 

продукти метаболізму та клітини самого продуцента. Тому, основними стадіями 

виділення та очистки ентероцину є: 
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1.  Відділення біомаси 

2.  Концентрування 

3.  Сушіння 

5.2.1. Обгрунтування відділення біомаси Enterococcus  faecalis  від 

ентероцину 

Першим етапом виділення бактеріоцину є відділення клітин Е. faecalis  від 

культуральної рідини та отримання супернатанту, що містить ентероцин. Для 

відділення бактеріальних клітин використовують вакуум­фільтрування, 

флотацію, центрифугування тощо. 

Для відділення клітин від культуральної рідини можна застосовувати 

флотацію. Використання даного способу для відділення клітин Е. faecalis  від 

культуральної рідини є недоцільним, оскільки він призначений для згущення 

більших і важчих клітин дріжджів і мікроміцетів. Крім того, ступінь очищення 

культуральної рідини від клітин за допомогою даного способу невисокий, що 

унеможливлює його використання у технології отримання препарату на основі 

бактеріоцину [74,75]. 

Не доцільно використовувати вакуум­фільтрування як відділення біомаси від 

культуральної рідини, оскільки це трудомісткий процес. Таким способом дуже 

важко виділити цільовий продукт, оскільки разом з ним фільтруються й інші 

мікроелементи. Тому, перед фільтрацією зазвичай застосовують додаткову 

обробку, а саме коагуляцію для кращого відділення. Існує кілька видів коагуляції: 

теплова, органічними і неорганічними кислотами, неорганічними сольовими 

електролітами. У процесах виділення ентероцину неможливо використовувати 

коагуляцію, оскільки є висока ймовірність значного зниження  активності 

мікробного білку. Також, даний спосіб безперечно є трудомістким, оскільки пори 

фільтрів забиваються, що потребує часу на їх додаткове очищення [8,76]. 

Найбільш доцільним у технології виробництва бактеріоцинів є застосування 

методу центрифугування. Центрифугування –  осадження зважених в рідині 

частинок із застосуванням відцентрової сили. Даний метод потребує більш 

дорогого устаткування, ніж фільтрування. Тому він виправдовує себе, якщо:  
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а) суспензія фільтрується повільно;  

б) поставлене завдання максимального звільнення культуральної рідини від 

клітин;  

в) необхідно налагодити безперервний процес сепарації в умовах , коли 

фільтри розраховані тільки на періодичне дію 

Даний метод найбільш доцільний для реалізації процесу відділення біомаси 

від культуральної рідини у виробництві бактеріоцину, оскільки відсутній 

негативний вплив фізичних та хімічних факторів на активність ентероцину, а 

також здійснюється максимальне звільнення від клітин продуцента [77,78]. 

5.2.2. Вибір способу виділення ентероцину з супернатанту 

У цей час найбільше поширення одержали наступні методи попереднього 

концентрування: екстракція, висолювання, ультрафільтрація та інші. 

Екстракція передбачає використання в технології різних селективних 

розчинників, за допомогою яких буде видобуватись цільовий продукт. Головним 

недоліком даної технологіє є використання різних речовин, що, з великою 

ймовірністю, матимуть негативний вплив на мікробний білок. Наприклад, етанол 

та технічний ізопропіловий спирт, які застосовуються як екстрагенти, 

денатурують білки, що призведе до осадження та втрати активності препарату. 

Також, недоліком екстракції є те, що окрім необхідного продукту вона виділяє і 

супутні речовини, що призводить до додаткової стадії очищення цільового 

продукту. Тому, не доречно використовувати таке концентрування для видобутку 

ентероцину [79,80].  

Метод висолювання застосовують для високомолекулярних сполук з 

використанням різних реагентів. Процес полягає у осадженні ВМС шляхом 

додавання електролітів. Дану технологію не можна застосовувати для 

ентероцину, оскільки він має малу молекулярну масу (4,4 кДа) [71]. 

Найбільш вживаним способом концентрування бактеріоцинів є 

ультрафільтрація. Ультрафільтрація — це фільтрування під надлишковим тиском 

крізь ультрафільтр, виготовлений із напівпроникної мембрани. Основними 

перевагами є то, що даний метод забезпечує очищення від баластних домішок і 
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збільшує активність бактеріоцину. До недоліків можна віднести забивання пор, 

що потребує постійної промивки. Незважаючи на це, дана технологія є 

найкращою  для застосування, оскільки вона не призводить до денатурації та 

зниження активності білка, а навпаки, підвищує останній показник [82,83]. 

5.2.3. Вибір способу сушіння та сушарки 

Білкові препарати висушують різними методами. Одні з найбільших 

поширених є конвективне висушування, контактне, інфрачервоне, ліофільне та 

високочастотне. Також, на практиці застосовують комбіновані методи, 

наприклад, конвективно­терморадіаційний спосіб висушування. 

При сушінні інфрачервоними променями напрямки потоку вологи  і потоку 

тепла є протилежними, що дещо знижує швидкість сушіння. До недоліків даного 

методу відносяться: 

­ підгорання поверхневого шару сировини; 

­ за рахунок проникнення променів ззовні в середину відбувається 

дефундування вологи у внутрішні шари сировини, що погіршує фізико­хімічні 

властивості готового продукту. 

До переваг можна віднести економічність даного методу, але зважаючи на 

нюанси щодо втрат цільового продукту та ймовірного зниження антимікробної 

активності, даний метод не є доцільним [84,85]. 

Сублімація –  це процес випаровування твердого тіла, тобто перетворення 

його безпосередньо в газоподібний стан без проміжного проходження через 

рідкий, і є процесом зневоднювання чи сушіння матеріалу в замороженому стані. 

Спосіб застосовується для дуже чутливих до нагрівання матеріалів, наприклад, 

біологічних фармацевтичних препаратів та деяких харчових продуктів. Але 

ентероцин є термостабільним, тому ця перевага методу не виправдовується для 

цільового продукту. Недоліками сублімаційного сушіння в порівнянні з 

атмосферним конвективним чи звичайним контактним вакуум–сушінням є висока 

вартість установки, складність її експлуатації і значна витрата електроенергії на 

роботу холодильної установки і вакуум–насос [86­88]. 
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При конвективному сушінні тепло передається від джерела теплової енергії 

до поверхні матеріалу, що піддається сушінню за допомогою теплоносія. Такий 

тип сушіння використовується у розпилювальної сушарки. Як теплоносій 

використовують повітря, інертні гази, димові гази, перегріту пару. Перевагами 

даного методу є його простота та швидкість висушування. До недоліків можна 

віднести завелику температуру сушіння та габаритне обладнання. Але ентероцин 

є термостабільним білком, як це вже зазначалось вище, тому даний недолік не є 

проблемою для збереження фізико­хімічної активності препарату. Тому, для 

висушування цільового продукту обираємо саме цю технологію [88,89]. 

Оскільки зазначено перелік теплоносіїв, логічно обрати найоптимальніший 

варіант. Повітря можна брати з навколишнього середовища, попередньо 

підготувавши його для позбавлення різних домішків та пилу. Інертні гази, на 

відміну від повітря, треба постійно закуповувати, що є головним мінусом даного 

теплоносія. Димові гази мають неприємний запах, а також забруднюють 

навколишнє середовище, що є важливим недоліком. Тому, найкращим варіантом 

є повітря, адже обладнання для його підготовки треба закупити 1 раз на 

багатостроковий термін та періодично обслуговувати, а сам теплоносій можна 

відбирати безкоштовно з атмосфери, не завдаючи ніякої шкоди. 

5.2.4. Обгрунтування вибору стабілізатору 

Існує велика різноманітність упаковок яка має певні функції та створена із 

різних матеріалів. Для обгрунтованого вибору на цій стадії опираємось на 

кількість необхідного ентероцину на 1 тону комбікорму. 

Як зазначалось вище (п.3.1) на 1 тону корму для курей несучок необхідно 

1,7 г ентероцину. Оскільки бактеріоцин має певну активність, то з часом вона 

може знижуватись і тому, окрім упаковки, доцільно підібрати стабілізатор. 

Для стабілізації бактеріоцинів використовується велика кількість 

стабілізаторів, таких як хлорид натрію, сульфат амонію та інші солі. Але 

недоліком таких стабілізаторів є те, що вони становлять 90% від загальної 

кількості препарату. Тобто за перерахунком, на 1,7 г бактеріоцину для стабілізації 

необхідно додати 15,3 грама солі [90].  
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Нині для стабілізації пропонується використовувати поліетиленгліколь. За 

результатами досліджень 2017 року було визначено, що для стабілізації 

бактеріоцину, необхідна кількість поліетиленгліколю в 2,5 рази менша за ту ж 

саму кухонну сіль. Тобто за перерахунком, на 1,7 г бактеріоцину необхідно 

використати близько 5,44 г сухого поліетиленгліколю [90]. 

Хоча використання такого стабілізатору є дещо дорожчим, порівняно з 

сіллю, але він є більш ефективним та збільшує тривалість активності білку, що є 

більш доречним для застосування у кормовій промисловості [90]. 

5.2.5. Обгрунтування упаковки, об’єму пакування 

Для зазначеного об’єму можна використовувати флакони з 

закручувальною кришкою. Такі флакони виробляють зі скла та пластику. 

Перевага пластикових флаконів закладається в їх вартості, а також стійкості до 

пошкоджень. Скляні флакони є дорожчими, а також можуть легко розбитись при 

транспортуванні [91,92]. 

За розрахунками – об’єм пакування близько 7 г у пластикові флакони на 10 

мл. 

5.3. Обгрунтування допоміжних робіт для стадії виділення та 

очищення  ентероцину 

Для стадії сушіння як теплоносій обрано повітря.  Тому, до допоміжних 

робіт слід внести підготовку аераційного повітря.  Оскільки на даній стадії 

ультраконцентрат бактеріоцину висушується за високих температур – 

використання надочищенного, компресованого  повітря недоцільно.  Цільовий 

продукт відділений від поживного середовища, тому ріст мікроорганізмів на 

сухому порошку – малоймовірно.  

Повітря  для даної стадії  достатньо піддати грубій очистці, щоб 

позбавитись від усіх механічних домішок та пилу. На виході отримується 

очищене близько на 80% повітря, що задовольняє процес виробництва 

ентероцину. Після грубої очистки повітря необхідно нагріти на 145±5 ºС, щоб 

його можна було використовувати як теплоносій.  
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5.4. Підбір технологічного обладнання для післяферментаційних 

стадій з урахуванням матеріальних потоків по стадіях 

Виходячи з опису післяферментаційних процесів необхідно скласти 

таблицю стадій з врахуванням втрат на кожному кроці виробництва ентероцину. 

Особливо важливим моментом є  етап ультраконцентрування, оскільки на цій 

стадії очищення спостерігається найбільша кількість втрат цільового продукту. 

Підбір обладнання із врахуванням матеріальних потоків представлено в таблиці 

5.5. 
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Таблиця 5.5. 

Підбір технологічного обладнання з врахуванням матеріальних потоків по стадіях 

№  Назва стадії 

(операції) 
Матеріальні 

потоки на стадії 
Кількість по стадіях  Необхідне 

обладнання Надійшло 
 

Втрати, 

(Разом 

25 %) 

Вийшло 

1  2  3  4  5  6  7 
ТП 2. Зберігання культуральної рідини 

1  ТП 2. Зберігання 

культуральної рідини  КР  95 л  ­  95 л  Збірник КР 110 л 

ТП 3. Відділення біомаси  
2  ТП 3.1 

Центрифугування 

культуральної рідини 

Біомаса 
 

0,95 кг ­  
АСБ, з 

урахування

м 90% 

вологості  
9,5 кг 

0,4 кг  9,1 кг 

Проточна центрифуга 

продуктивністю 100 
л/год (розрахунок на 

1 годину роботи) 

Супернатант  85,5 л 
(95­9,5)  ­  ­ 

Збірник фугату 

об’ємом 100 л перед 

УФ установкою 
  ТП 4. Концентрування і очищення ентероцину 
3  ТП 4.1 

Ультрафільтрація 

ентероцину 
(приймаємо ступінь 

концентрування  
Kуф= 10). 

Супернатант  85,5 л  ­ 
 

­    

Ультраконцентрат  8,6 
(85,5/10) 

1,7 л 

(20%) 
6,9 л  Збірник перед 

сушаркою на 10 л 
Пермеат      76,9 л  

(85,5­8,6) 
На знешкодження  
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Завершення табл.5.5. 

1  2  3  4  5  6  7 
ТП 5. Сушіння ентероцину 

4 
 

ТП 5.1. Сушіння у 

розпилювальній 

сушарці 

Ультраконцентрат  6,9 л  ­  ­  Розпилювальна 

сушарка, номінальна 

потужність 5 л/год 

Висушений 

ентероцин 
(вологість 5%) 

­  0,14 л 

(2%) 
0,338 кг 
 ((6,9­
0,14)*0,05) 

Ємність на 0,5 л 

ТП 6. Стабілізація ентероцину 
5  ТП 6.1. Змішування 

ентероцину з 

стабілізатором 

Висушений 

ентероцин 
(вологість 5%) 

0,338 кг 
 

­  ­  V­подібний змішувач, 

продуктивністю 2 л 

 
 

Стабілізатор 

(поліетилен­гліколь) 
1,054 кг  0,02 (2%)  1,372 кг 

(1,193+0,338) 
Ємність на 2 л 

ПМВ 6. Пакування, маркування, відвантаження 
6  ПМВ 6.1. 

Фасування, 

пакування, 

маркування порошку 

ентероцину 
 

Суміш ентероцину з 

стабілізатором 
(вологість 1,6%) 

1,372 кг 
 

­  ­  Автоматизована 

дозувально­
упаковачна лінія 

пластикових 

флаконів, 

продуктивністю 1800 

флаконів за год. 

Упакований в 

флакони (по 8 г) 

ентероцин 

­  0,03 (2%)  1,342 кг  = 

192 флаконів 
(1,275 кг у 

перерахунку 

на АСР) 
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РОЗДІЛ 6 

СПЕЦИФІКАЦІЯ ОБЛАДНАННЯ 

Специфікацію обладнання, зображеного на апаратурній схемі (див. 

графічна частина), наведено у табл. 6.1. 

Таблиця 6.1. 

Специфікація стадій виробництва та виділення ентероцину Enterococcus 
faecalis 

Позиція  Найменування  Кількість  Технічна характеристика 
1  2  3  4 

І­1  Інокулятор  1 

Інокулятор Biostat®  Cplus  CC  об'ємом 15  л, 

габарити (д×в×г, см): 100 х 109 х 75, сталь AISI 
316L. Оснащений сорочкою, системою 

механічного перемішування  (20­1000  об/хв), 
системою автоматичного регулювання рН. 
Виробник: "Sartorius Stedim Biotech" (Франція)1 

Н­2 
Н­4 
Н­9 

 

Насос 

перистальтични

й  
3 

Перистальтичний насос серії IP, продуктивність 

40­500 л/год. Корпус – алюміній, тиск – макс. 13 

бар. Виробник: «Crane Co.» (США)2 

ФР­3  Ферментер  1 

Ферментер  BLBIO­150SJ, об'ємом 150 л, 

габарити (д×в×г, cм): 1400×820×2200, сталь 

AISI  316L. Оснащений сорочкою, системою 

механічного перемішування  (50­1000 об/хв), 
системою автоматичного регулювання рН.  
Виробник: " BLBIOUSA" (США)3 

ПЗ ­ 5  Повітрозабірник  1 
Обладнаний металефою сіткою для видалення 

механічних забруднень. Виробник: «Darco» 

(Польща)4 

Ф ­ 6 
 

Фільтр грубої 

очистки повітря  1 

Карманний фільтр G3­G4. Комплектація:  зміні 
фільтруючі  елементами з поліефірного 

синтетичного волокна. Затримуювальна 
здатність ­ 80%. Виробник: ТОВ "АЛЬТЕР ЕЙР" 

(Україна)5 

Т­7 
 

Теплообмінник­
нагрівач  1 

Мідноалюмінюєвий теплообмінник в 

трьохрядному виконанні, з крапле­вловлювачем 

і піддону з патрубками для відводу конденсату, 

теплоносій­пара або вода. Матеріал ламелей – 
алюміній. Товщина ламелей 0,2 мм, крок 2,5 мм. 

Виробник ООО «ОЛЛТАН плюс» (Україна)6 
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Закінчення табл.6.1. 

Позиція  Найменування  Кількість  Технічна характеристика 
1  2  3  4 

ЗБ­8 
Збірник 

культуральної 

рідини 
1 

Об’єм 110 л. Матеріал нержавіюча сталь AISI 316. 

З сорочкою. Виробник (на замовлення):  ТОВ 

«ENERGY SAVING SOLUTIONS» (Україна)7 

Ц­10  Центрифуга  1 

Промислова проточна центрифуга СЕРА Z 81.  
Габарити (д×ш×в, мм) – 950×500×1500, ротор для 

сепарації з нержавіючої сталі 1.4571/1.4462, 

проток –  100­2000 л/год, швидкість –  до 16000 

об/хв, геометрична місткість –  8 л. Виробник: 

«BIORUS» (Росія)8 

УФ­11  Ультрафільтраці

йна установка  1 

Система ультрафільтрації УФ­201:  габарити 

(д×ш×в, мм) –  749.3×548.6×1300, матеріал – 
нержавіюча сталь 316L, швидкість подачі – 37,85 
л/хв, мембрани –  поліефірсульфон з відсіканням 
по 5 кДа. Виробник: «BioTechno Group» (Росія)9 

З­12  Збірник для 

концентрату  1 
Об’єм 10 л. Матеріал нержавіюча сталь AISI 316. 

Виробник (на замовлення):  ТОВ «ENERGY 

SAVING SOLUTIONS» (Україна)7 

Н­13 
Насос 

перистальтични

й 
1 

Перистальтичний насос PTL05,  продуктивність 

2,5­10 л/год. Корпус – алюміній, тиск – макс. 4 бар. 
Виробник: «Tapflo AB» (Швеція)10 

С­14  Розпилювальна 

сушарка  1 

Розпилювальна сушарка LPG­5:  потужність–  5 
л/год, діаметр сушильної башти –  1100 мм, 

габарити (д×ш×в, мм) – 1680×1500×2100, середній 

час перебування краплі: 1­1,5 с. Виробник: 

«Changzhou Jinqiao Spray Drying and Engineering 

Co.» (Китай)11 

ЗМ­15  Змішувач  1 

V­подібний порошковий змішувач VM­05. 
Матеріал ­ нержавіюча сталь AISI 304. Корисний 

об’єм ­ 5 літрів. Час перемішування: 7­10 хвилин 
Швидкість обертання ємності: 20 об / хв. 
Потужність двигуна: 0,55 кВт. Габаритні розміри: 

720мм x 360мм x 620мм. Виробник: «Минипресс» 

(Росія)12 

Д­16  Дозатор  1 

Дозатор порошків в пластикові флакони «SG­50». 

Продуктивність 1800 флаконів на годину. Спосіб 

наповнення – шнековий наповнювач. Потужність 

– 2,4 кВт. Габаритні розміри: 2000мм x 1000мм x 

1800мм. Виробник: «Минипресс» (Росія)13 

 
Примітка:  1  ­  https://www.sartorius.com/download/9612/10/broch­biostat­cplus­sbi1505­e­

data.pdf,  2  ­  https://mir­nasosov.com.ua/sites/default/files/1_1.pdf,  3  ­  http://blanc­labo.fr/wp­
content/uploads/2017/11/CATALOG­Bioreactor­System­Innova­2016.pdf,  4  ­ 
https://kaminin.ua/product/vozduhozabornik­pryamougolnyy­cznp150x50oc­4380.html,    5  ­ 
https://alterair.ua/product/pocket­filter­g­class/,  6  ­  https://alltan.com.ua/p2090292­teploobmennik­
vodyanoj.html,7 ­ https://wise­master.com.ua/p595280969­emkosti­nerzhaveyuschej­stali.html, 8 ­ https://bio­
rus.ru/oborudovanie/protochnyie­czentrifugi/czentrifugi­protochnyie­(­germaniya,­sera)/promyishlennaya­
protochnaya­czentrifuga­cepa­z­81.html,  9  ­  https://biotechno.ru/catalog/pilotnaya/pilotnaya­sistema­dlya­
mikro­i­ultrafiltratsii­uf­201/,  10  ­  https://tapflo.ua/products/hose­pumps/seriya­ptl#oglyad,  11  ­ 

https://www.sartorius.com/download/9612/10/broch-biostat-cplus-sbi1505-e-data.pdf
https://www.sartorius.com/download/9612/10/broch-biostat-cplus-sbi1505-e-data.pdf
https://mir-nasosov.com.ua/sites/default/files/1_1.pdf
http://blanc-labo.fr/wp-content/uploads/2017/11/CATALOG-Bioreactor-System-Innova-2016.pdf
http://blanc-labo.fr/wp-content/uploads/2017/11/CATALOG-Bioreactor-System-Innova-2016.pdf
https://kaminin.ua/product/vozduhozabornik-pryamougolnyy-cznp150x50oc-4380.html
https://alterair.ua/product/pocket-filter-g-class/
https://alltan.com.ua/p2090292-teploobmennik-vodyanoj.html
https://alltan.com.ua/p2090292-teploobmennik-vodyanoj.html
https://wise-master.com.ua/p595280969-emkosti-nerzhaveyuschej-stali.html
https://bio-rus.ru/oborudovanie/protochnyie-czentrifugi/czentrifugi-protochnyie-(-germaniya,-sera)/promyishlennaya-protochnaya-czentrifuga-cepa-z-81.html
https://bio-rus.ru/oborudovanie/protochnyie-czentrifugi/czentrifugi-protochnyie-(-germaniya,-sera)/promyishlennaya-protochnaya-czentrifuga-cepa-z-81.html
https://bio-rus.ru/oborudovanie/protochnyie-czentrifugi/czentrifugi-protochnyie-(-germaniya,-sera)/promyishlennaya-protochnaya-czentrifuga-cepa-z-81.html
https://biotechno.ru/catalog/pilotnaya/pilotnaya-sistema-dlya-mikro-i-ultrafiltratsii-uf-201/
https://biotechno.ru/catalog/pilotnaya/pilotnaya-sistema-dlya-mikro-i-ultrafiltratsii-uf-201/
https://tapflo.ua/products/hose-pumps/seriya-ptl#oglyad
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http://ua.chinaspraydryer.com/laboratory­spray­dryer­lpg­5,  12  ­ 
https://www.minipress.ru/pharma/ukrainian/equipment/blender­and­mixers/mixer­for­powders­vm­05/,  13  ­ 
https://minipress.ru/katalog/farmacevticheskoe_oborudovanie/mashiny­fasovki­poroshkov­vo­
flakony/mashina­rozliva­i­ukuporki­plastikovyh­flakonov­pr­15/  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://ua.chinaspraydryer.com/laboratory-spray-dryer-lpg-5
https://www.minipress.ru/pharma/ukrainian/equipment/blender-and-mixers/mixer-for-powders-vm-05/
https://minipress.ru/katalog/farmacevticheskoe_oborudovanie/mashiny-fasovki-poroshkov-vo-flakony/mashina-rozliva-i-ukuporki-plastikovyh-flakonov-pr-15/
https://minipress.ru/katalog/farmacevticheskoe_oborudovanie/mashiny-fasovki-poroshkov-vo-flakony/mashina-rozliva-i-ukuporki-plastikovyh-flakonov-pr-15/
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РОЗДІЛ 7 

ОПИС ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

Технологічна схема біосинтезу ентероцину біологічним агентом E. faecalis 

14 включає в себе приготування та стерилізація титрувальних агентів, підготовку 

і стерилізацію поживних середовищ, як допоміжні роботи, та стадії 

технологічного процесу ­ підготовка посівного матеріалу і біосинтез цільового 

продукту. Щодо стадії відділення та очищення ентероцину, схема включає в себе 

підготовку повітря для розпилювальної сушарки, як допоміжну роботу та стадії 

технологічного процесу, які включають в себе відділення біомаси, 

концентрування ентероцину та його сушіння, змішування з стабілізатором, та 

подальше фасування. 

Технологічну схему біосинтезу ентероцину наведено у графічній частині 

проекту. 

ДР 1. Підготовка аераційного повітря  

ДР 1.1. Забір атмосферного повітря  

Атмосферне повітря забирають через повітрозабірник   на висоті 10 м, де 

концентрація пилових часток і мікроорганізмів є мінімальною. 

ДР 1.2. Груба очистка повітря 

Очистку повітря від пилу та механічних часток здійснюють у фільтрі, з 

затримуючою здатністю 80%. 

ДР 1.3. Нагрівання повітря 

З метою запобігання утворення зайвого конденсату, охолоджене повітря у 

теплообміннику нагрівають до температури 145 °С. 

ДР 2. Підготовка та стерилізація титрувальних агентів 

ДР 2.1. Приготування та стерилізація 6%­го розчину HCl 

Загальна кількість запасного розчину становить 100 мл. В термостійку 

конічну колбу об’ємом на 500 мл за допомогою мірного циліндру на 25 мл вносять 
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15 мл 36­% розчину соляної кислоти. Потім, за допомогою мірного циліндра на 

100 мл додають 85  мл дистильованої води. Колбу закривають ватно­марлевою 

пробкою, перемішують вміст до розчинення лугу, після чого розчин передають на 

стерилізацію в автоклав за температури 131⁰С впродовж 40 хв при 0,15 МПа. Після 

стерилізації в асептичних умовах на різні стадії підготовки інокуляту 

відбираються відповідні порції розчину. 

ДР 2.2. Приготування та стерилізація 6%­го розчину NaOH 

Розчин 6 %­го NaOH готують для стадії біосинтезу посівного матеріалу в 

інокуляторі. Для колб титрувальним агентом нехтують, оскільки  на цій стадії 

утворюється замала кількість молочної кислоти, яка не можу інгібувати ріст 

ентерококів. Загальна кількість титрувального агенту, яка необхідна на зазначені 

стадії становить 20  мл. Така кількість титрувального агенту замала для 

приготування, тож пропонується приготувати 100 мл запасного розчину.  

В термостійку конічну колбу об’ємом на 500 мл вносять 6 г їдкого натру і 

за допомогою мірного циліндра на 100 мл додають 94 мл дистильованої води. 

Колбу закривають ватно­марлевою пробкою, перемішують вміст до розчинення 

лугу, після чого розчин передають на стерилізацію в автоклав за температури 

131⁰С впродовж 40 хв при 0,15 МПа.  

ДР 2.3. Приготування та стерилізація натрій­фосфатного буферу 

Загальна кількість буферу, що необхідно для виробничого культивування 

– 190 мл. На технічних вагах зважують 2, 14 г Na2HPO4 та 7,36 г NaH2PO4. Наважки 

переносять в конічну колбу об’ємом на 500 мл. За допомогою мірного циліндру 

на 200 мл вносять 180,5 мл дистильованої води. Розчин перемішують, передають 

на стерилізацію в автоклав за температури 131⁰С впродовж 40 хв при 0,15 МПа.  

ДР 3. Приготування та стерилізація поживних середовищ 

ДР 3.1. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в колбах 

Для вирощування інокуляту необхідно 900 мл поживного середовища, 80 

мл яких є посівний матеріал з пробірок. Вміст компонентів для даного середовища 

наведено в табл.7.1. 
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Таблиця 7.1. 
Склад композицій для стерилізації поживного середовища для 

одержання посівного матеріалу в колбах на качалках 

Компонент 

поживного 

середовища 

Концентрація, 

г/л 

Вміст 

компонента у 

820 мл 

середовища, г 

(мл) 

Композиція 
Об’єм 

композиції, 

мл 

Глюкоза  20  16,4 

А  500 

Дріжджовий 

екстракт  5  4,1 

Казеїновий 

пептон  10  8,2 

М’ясний 

екстракт  10  8,2 

Вода    463,1 
Твін­80  1  0,82 

Б  220 

Ацетат натрію  5  4,1 

C6H5O7(NH4)3  2  1,64 
MgSO4 x 7H2O  0,2  0,16 

MnSO4 x H2O  0,05  0,04 
Вода    213,24 

K2HPO4  2  1,64 
В  100 

Вода    98,36 
 

ДР 3.1.1. Приготування та стерилізація композиції А 

На технічних вагах зважують 16,4 г глюкози, 4,1 г дріжджового екстракту, 

8,2 г казеїнового пептону і 8,2 г м’ясного екстракту. Отримані наважкм 

компонентів переность у колбу на  1 л, за допомогою мірного циліндра на 500 мл 

додають 463,1  мл дистильованої води. Вміст колби постійно перемішують  до 

повного розчинення. Колбу закривають ватно­марлевою пробкою і стерилізують 

в автоклаві при температурі 112°С упродовж 30 хв, під тиском 0,05 МПа. 

ДР 3.1.2. Приготування і стерилізація розчину композиції Б 

На лабораторних вагах зважують 4,1 г ацетату натрію, 1,64  г цитрату 

амонію, 0,16 г гептагідрату сульфату магнію, 0,04 г моногідрату сульфату мангану 
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та відмірюють 5­мілілітровим мірним циліндром 0,82  мл твіну­80. Наважки 

поміщають у термостійку плоскодонну колбу об’ємом 500 мл, за допомогою 

мірного циліндра на 0,5 л доливають 213,24 мл дистильованої води, і перемішують 

до повного розчинення. Колбу закривають ватно­марлевою пробкою і 

стерилізують в автоклаві при температурі 131°С упродовж 40 хв, при 0,15 МПа. 

ДР 3.1.3. Приготування і стерилізація розчину композиції В 

На технічних вагах зважують 1,64  г гідроортофосфату калію. Наважку 

поміщають у термостійку плоскодонну колбу об’ємом 500 мл, за допомогою 

мірного циліндра на 100 мл додають 98,36 мл дистильованої води, і перемішують 

до повного розчинення. Колбу закривають ватно­марлевою пробкою і 

стерилізують в автоклаві при температурі 131°С упродовж 40 хв, при 0,15 МПа. 

ДР 3.2. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 15 л 

Для вирощування інокуляту необхідно 9,1 л поживного середовища (10 л з 

врахуванням інокуляту, що надійшов з колб). Вміст компонентів для 

приготування даного середовища наведено в табл.7.2. 

Таблиця 7.2. 

Склад композицій для стерилізації поживного середовища в інокуляторі 15 

л 

Компонент 

поживного 

середовища 

Концентрація, 

г/л 

Вміст 

компонента у 

9,1 л 

середовища, г 

Композиція 
Об’єм 

композиції, 

мл 

Глюкоза  20  182 

А  3000 

Дріжджовий 

екстракт  5  45,5 

Казеїновий 

пептон 
10  91 

М’ясний 

екстракт  10  91 

Вода    2591 
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Закінчення табл.7.2. 

Твін­80  1  9,1 

Б  6000 

Ацетат натрію  5  45,5 
C6H5O7(NH4)3  2  18,2 
MgSO4 x 7H2O  0,2  1,82 
MnSO4 x H2O  0,05  0,45 

Вода    5325 
Конденсат    600 

K2HPO4  2  18,2 
В  100 

Вода    81,8 
 

ДР 3.2.1. Приготування і стерилізація композиції А 

На технічних вагах зважують 182 г глюкози, 45,5 г дріжджового екстракту, 

91 г казеїнового пептону та 91 г м’ясного екстракту. Компоненти поміщають у 

термостійку плоскодонну колбу об’ємом 5 л, за допомогою мірного циліндра на  

5 л додають 2591 мл води дистильованої. Вміст колби перемішують до повного 

розчинення. Стерилізація композиції проходить в автоклаві  при температурі 

112°С, під тиском 0,05 МПа, упродовж 30 хв. 

ДР 3.2.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

На технічних вагах зважують 45,5 г ацетату натрію, 18,2 г цитрату амонію,  

1,82 г гептагідрату сульфату магнію, 0,45 моногідрату сульфату мангану та 

відмірюють 10­мілілітровим мірним циліндром 9,1 мл твіну­80. Наважки 

поміщають у робочий інокулятор на 15 л. За допомогою вагового дозатора 

додають 5325  мл питної води. Вмикають мішалку та  перемішують до повного 

розчинення. Стерилізація композиції проходить при температурі 131°С упродовж 

40 хв, при 0,15 МПа. 

ДР 3.2.2. Приготування і стерилізація композиції Г 

На технічних вагах зважують 18,2 г гідроортофосфату калію. Наважку 

поміщають у термостійку плоскодонну колбу об’ємом 250  мл, за допомогою 



61 
 

мірного циліндра на 100 мл додають 81,8 мл дистильованої води, і перемішують 

до повного розчинення. Колбу закривають ватно­марлевою пробкою і 

стерилізують в автоклаві при температурі 131°С упродовж 40 хв, при 0,15 МПа. 

ДР 3.3. Приготування та стерилізація поживного середовища для 

виробничого біосинтезу у ферментері об'ємом 0,15 м3 

Для виробничого культивування необхідно 86  л поживного середовища. 

Вміст компонентів для приготування даного середовища наведено в табл.7.3. 

Таблиця 7.3. 

Склад композицій для стерилізації поживного середовища для виробничого 

культивування 

Компонент 

поживного 

середовища 

Концентрація, 

г/л 

Вміст 

компонента у 

86 л 

середовища, 

кг 

Композиція  Об’єм 

композиції, л 

Глюкоза  2  0,17 

А 
  83 

Пептон  10  0,86 

Мозково­
серцевий экстракт  17,5  1,51 

Вода    72,9 
Конденсат    8,3 

NaCl  5  0,43 
Б  3 Na2HPO4  2,5  0,22 

Вода     2,4 
 

ДР 4.3.1. Приготування і стерилізація композиції А 

На технічних вагах зважують 0,17  г глюкози, 0,86 кг пептону та 1,51  кг 

мозково­серцевого екстракту. Наважку переносять у робочий ферментер на 150 л, 

додають 72,9 л питної води, об’єм якої контролюється ротаметром. Компоненти 

перемішують до повного розчинення. Колбу закривають ватно­марлевою 

пробкою і стерилізують в автоклаві при температурі 131°С упродовж 40 хв, при 

0,15 МПа. 

ДР 3.3.2. Приготування і стерилізація композиції В 



62 
 

На технічних вагах зважують 430 г NaCl  та 220 г Na2HPO4  Наважку 

поміщають у колбу об’ємом 5 л, за допомогою мірного циліндру на 5 л додають 

2,4 л дистильованої  води, об’єм якої контролюється ротаметром.  Стерилізація 

композиції проходить за рахунок подачі насиченої пари через нижній спуск при 

температурі 131°С, під тиском 0,15 МПа, впродовж 40 хв.  

ТП 4. Підготовка посівного матеріалу 

ТП 4.1. Підтримання колекційної культури 

Зберігають культуру Enterococcus faecalis 14 при +4°С (в холодильнику) на 

напіврідкому МРС­агарі з 0,5% глюкози та крейдою. Пересів здійснюють раз в 1­

3 місяця.  Усі роботи з колекційною культурою проводять строго в стерильних 

умовах. Контроль чистоти і активності культури здійснюють висівом бактерій на 

чашки Петрі і подальшим мікроскопіюванням. 

ТП 4.2. Одержання робочої культури на агаризованому середовищі 

Колекційну культуру Enterococcus  faecalis  14  (від ТП 5.1), розсівають 

петлею до ізольованих колоній на чашки Петрі із МРС­агаром і вирощують при 

температурі +37°С упродовж 24 год. 

ТП 4.3. Вирощування робочої культури на агаризованому середовищі  

Ізольовані колонії (від ТП 5.2) в асептичних умовах пересівають петлею у 

пробірки з МРС­агаром. Одна ізольована колонія засівається в одну окрему 

пробірку. Пробірки інкубують 24 год при температурі +37°С. Контроль чистоти і 

активності культури здійснюють висівом бактерій на чашки Петрі і подальшим 

мікроскопіюванням. 

ТП 4.4. Вирощування посівного матеріалу в колбах 

У колбу об’ємом 1 л із 500 мл розчину композиції А (від ДР 3.1.1) в 

асептичних умовах в лабораторії вносять 220 мл розчину композиції Б (від ДР 

3.1.2),  100 мл розчину композиції В (від ДР 3.1.3). Отриману субстанцію 

перемішують і розливають по 137 мл в 6 стерильних качалочних колб об’ємом 750 

мл. 

Далі у пробірки з робочою культурою E. faecalis 14, вирощену на МРС­агарі, 

асептично вносять 10 мл фізіологічного розчину, суспендують клітини (змивають 
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культуру), піпеткою відбирають одержану суспензію клітин і вносять у колби з 

розлитим поживним середовищем. Для засіву шести колб використовують 

бактеріальну суспензію, одержану з восьми пробірок (по 10 мл з кожної). 

Культивування бактерій здійснюється у колбах в термостатичному шейкері 

при 37°С упродовж 24 год, з попереднім продуванням азоту та гідрозатвором для 

видалення СО2. Через 12 годин шприцом відбирається зразок культуральної 

рідини і проводиться мікробіологічний контроль шляхом мікроскопіювання та 

посівів на чашки Петрі. Після завершення вирощування посівний матеріал 

переносять в стерильну засівну колбу об’ємом 2  л, перемішують, закривають 

ватно­марлевою пробкою. 

ТП 4.5. Вирощування посівного матеріалу в інокуляторі об’ємом 15 л 

В інокуляторі  (І­1) з стерильною композицією Б  (від ДР 3.2.2) через 

засівний бачок вносять композицію А  (від ДР 3.2.1) та композицію В  (від ДР 

3.2.3). До інокулятору (І­1) подають холодну воду  та контролюють значення 

температури поживного середовища на рівні 37°. Після оптимізації температури, 

через перистальтичний насос  в інокулятор (І­1)  поступає  посівний матеріал з 

минулої стадії підготовки інокуляту (від ТП 4.4). Далі, в асептичних умовах до 

автоматизовано системи  регулювання рівню рН  під’єднують колби з 6 % 

розчином NaOH (від ДР 2.2) та 6 % розчином HCl (від ДР 2.1). Регулювання рН 

здійснюється автоматично та відслідковується на дисплеї. Встановлюється режим 

перемішування – 100 об/хв. Через барботер в середовище подається азот, кількість 

якого регулюється значенням на датчику розчиненого кисню, і також з 

середовища відводиться надлишок СО2 через випускний клапан. Культивування 

проводять впродовж 24 год. Через кожні 4 години через відбирається зразок 

культуральної рідини і проводиться мікробіологічний контроль шляхом 

мікроскопіювання та посівів на чашки Петрі. 

ТП 5. Біосинтез 

ТП 5.1. Виробниче культивування  

У ферментер (ФР­3) об’ємом 0,15 м3 з стерильною композицією А (від ДР 

3.3.1)  за допомогою засівної колби подають композицію Б  (від ДР 3.3.2).  В 
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асептичних умовах до системи під’єднується колба 0,5 М натрій­фосфатний 

буфер (від ДР 2.3), що поступає до ферментеру (ФР­3) з автоматичною регуляцією 

pH для нормалізації pH (рН=6,3). 

В сорочку ферментера подають  холодну воду  і контролюють значення 

температури поживного середовища на рівні 37°С. Після оптимізації температури 

і pH, далі у ферментер (ФР­3) за допомогою насосу (Н­2) перекачують посівний 

матеріал з минулої стадії підготовки інокуляту (від ТП 4.5).    Встановлюється 

частота обертання мішалки ­ 160 об/хв. Через барботер в середовище подається 

азот, кількість якого регулюється значенням на датчику розчиненого кисню, і 

також з середовища відводиться надлишок СО2  через випускний клапан. 

Тривалість культивування – 18 год. Кожні 4 години проводиться мікробіологічний 

контроль шляхом мікроскопіювання та посівів на чашки Петрі. Ферментацію 

зупиняють після досягнення необхідної концентрації ентероцину. 

ТП 6. Зберігання культуральної рідини 

ТП 6.1. Зберігання культуральної рідини у збірнику на 110 л 

Культуральну рідину  зберігають у збірнику при 4­8  ºС для подальшого 

відділення та очищення ентероцину. 

ТП 7. Відділення біомаси 

ТП 7.1. Центрифугування культуральної рідини 

Вмикають проточну промислову центрифугу, до якої за допомогою 

перистальтичного насосу подають культуральну рідину зі збірника. 

Встановлюють частоту обертів 8000 об/хв. Робота центрифуги протягом 1 години. 

Утворена біомаса йде на знешкодження. Супернатант переливають до збірника. 

ТП 8. Концентрування і очищення ентероцину 

ТП 8.1. Ультрафільтрація ентероцину 

Отриманий супернатант від ТП 8.1  перекачують на ультрафільтраційну 

установку за допомогою перистальтичного насосу через мембрани з номінальним 

відсіченням молекулярної маси 5. Встановлюється швидкість подачі –  5 л/хв. 

Ультрафільтрацію проводять протягом 2,5 годин. Концентрування ентероцину в 
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10 разів. Пермеат передається на знешкодження. Отриманий ультраконцентрат за 

допомогою перистальтичного насоса перекачують у збірник. 

ТП 9. Сушіння ентероцину 

ТП 9.1. Сушіння ентероцину у розпилювальній сушарці 

Отриманий ультраконцентрат від ТП 9.1.  поступає до розпилювальної 

сушарки за допомогою перистальтичного насосу. Підключають повітря з ДР 2.3.. 

Вологість отриманого продукту – 1­5%. Тривалість роботи сушарки – 1,5 години. 

Утворене вологе повітря передається на знешкодження відходів. Висушений 

ентероцин помішають у ємність на 0,5 л. 

ТП 10. Стабілізація ентероцину 

ТП 10. Змішування ентероцину з стабілізатором 

На технічних вагах зважують 1,217 кг поліетиленгліколю та переносять до 

V­подібного змішувача. До апарату вносять 0,388 кг ентероцину від ТП 10.1. 

Закривається кришка, перемішування триває 10 хв.  Отриманий стабілізований 

білок переноситься у ємність, об’ємом на 2 л. 

ПМВ 11. Пакування, маркування, відвантаження 

ПМВ 11.1. Фасування, пакування, маркування порошку ентероцину 

Отриманий ентероцин від ТП 11.1  вивантажують в дозатор 

автоматизованої лінії заповнення та фасовки з закупорюванням кришок. 

Встановлюється режим заповнення: 7 г продукту в 1 флакон. Фасування флаконів 

та їх закупорка триває 20 хв. Отриманий продукт передається на склад. 

ЗВ 12. Знешкодження відходів 

ЗВ 12.1. Знешкодження повітряних відходів 

Отримане вологе повітря від  відправляють у системи знешкодження 

газових відходів. 

ЗВ 12.2. Знешкодження рідких відходів 

Отриманий пермеат від  відправляють у системи знешкодження рідких 

відходів 

ЗВ 12.3. Знешкодження твердих відходів 

Отримана біомаса від ТП 3.1. відправляють у системи очисних споруд. 
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РОЗДІЛ 8 

КОНТРОЛЬ ВИРОБНИЦТВА 

8.1. Карта постадійного контролю доферментаційних процесів 

Постадійний контроль доферментаційних процесів  виробництва 

ентероцину представлено в табл. 8.1. 

8.2. Мікробіологічний контроль 

З метою контролю чистоти культивування бактерій E. faecalis 14 необхідно 

проводити мікробіологічний контроль на усіх етапах, для того щоб впевнитись у 

відсутності контамінації. 

Кожні 4 год з інокулятору і ферментера відбирають зразки культуральної 

рідини для аналізу. 

Пробу простерилізованого поживного середовища відбирають в об’ємі, як 

правило, 50 мл і здійснюють прямим висівом на агаризовані середовища. 

Контроль здійснюють шляхом розсівання проби простерилізованого поживного 

середовища (або стерильної композиції поживного середовища перед 

змішуванням) на чашки Петрі з відповідним агаризованим поживним 

середовищем і подальшим інкубуванням [93].  

Виконання посівів. Посіви здійснюють шляхом відбору 0,1 мл з об’єма проби 

стерильною піпеткою і нанесення її на поверхню СА –  для виявлення грибів і 

дріжджів і МПА – для виявлення бактерій. Суспензію рівномірно розподіляють 

по поверхні середовища штрихом за допомогою стерильної бактеріологічної 

петлі. Чашки з посівами поміщають у термостат за температури 30…32 °С. Аналіз 

посівів здійснюють, починаючи з 6…8 години. На поверхні поживних середовищ 

візуально визначають відсутність ознак росту мікроорганізмів [93]. 

Мікробіологічний контроль чистоти культури  здійснюється двома 

шляхами: прямим висівом на агаризовані поживні середовища і 

мікроскопіюванням [93]. 
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Таблиця 8.1. 
Карта постадійного контролю біосинтезу ентероцину 

Номер контрольної 

точки та назва 

стадії 

Об’єкт контролю і 

показник, що 

визначається 

Засоби та методи 

контролю 
Періодичність перевірки 

та порядок відбору проб 

Нормативна 

характеристика показника, 

що визначається 

1  2  3  4  5 
Кх, Кт, Км 2.1 

Приготування та 

стерилізація 6%­го 

розчину HCl 

Розчин HCl, 
концентрація, час та 

температура стерилізації, 

стерильність 

Хімічний метод 
 

Концентрацію та 

стерильність після 
змішування 

С = 6 % 
відсутність мікробіоти 

Кх, Кт, Км 2.2 
Приготування та 

стерилізація 6%­го 

розчину NaOH 

Розчин NaOH, 
концентрація, час та 

температура стерилізації, 

стерильність 

Хімічний метод 
годинник, термометр  

Концентрацію до 

стерилізації, час та 

температура під час 

стерилізації та стерильність 

після 

С = 6 % 
τ = 40 хв  
t = 131 ⁰С 

Р=0,15 МПа  
відсутність мікробіоти 

Кх, Кт, Км 2.3 
Приготування та 

стерилізація натрій­
фосфатного буфера 

Розчин натрій­
фосфатного буфера, 
концентрація, час та 

температура стерилізації, 

стерильність 

Хімічний метод 
годинник, термометр  

Концентрацію до 

стерилізації, час та 

температура під час 

стерилізації та стерильність 

після 

С = 0,5 М 
τ = 40 хв  
t = 131 ⁰С 

Р=0,15 МПа  
відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.1.1. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

Композиція А, тиск, 

температура, час 

стерилізації, 

стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,05 МПа  
t = 112⁰С, 
τ = 30 хв, 

відсутність мікробіоти 
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Продовження табл.8.1. 

1  2  3  4  5 

Кт, Км 3.1.2. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції Б 

Композиція Б, тиск, 

температура,  час 

стерилізації, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,05 МПа,  
t = 112⁰С, 
τ = 30 хв, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.1.3. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції В 

Композиція В, тиск, 

температура, час 

стерилізації, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,15 МПа, 
 t = 131⁰С,  
τ = 40 хв, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.1.4. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції Г 

Композиція Г, тиск, 

температура, час 

стерилізації, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,15 МПа, 
 t = 131⁰С,  
τ = 40 хв, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.2.1. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

Композиція А, тиск, 

температура, час 

стерилізації, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,05 МПа  
t = 112⁰С, 

τ = 30 хв, n=200 об/хв, 
відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.2.2. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції Б 

Композиція Б, тиск, 

температура,  час 

стерилізації, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,05 МПа,  
t = 112⁰С, 
τ = 30 хв, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.2.3. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції В 

Композиція В, тиск, 

температура, час 

стерилізації, частота 

обертання, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, тахометр, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,15 МПа, 
 t = 131⁰С,  
τ = 40 хв, 

відсутність мікробіоти 
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Продовження табл.8.1. 

1  2  3  4  5 

Кт, Км 3.2.4. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції Г 

Композиція Г, тиск, 

температура, час 

стерилізації, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 
контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,15 МПа, 
 t = 131⁰С,  
τ = 40 хв, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.3.1. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

Композиція А, тиск, 

температура, час 

стерилізації, частота 

обертання, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,05 МПа  
t = 112⁰С, 
τ = 30 хв, 

n=200 об/хв, 
відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.3.2. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції Б 

Композиція Б, тиск, 

температурв,  час 

стерилізації, частота 

обертання, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, тахометр, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,05 МПа,  
t = 112⁰С, 
τ = 30 год, 

n=200 об/хв, 
відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.3.3. 
Приготування і 

стерилізація 

композиції В 

Композиція В, тиск, 

температура, час 

стерилізації, частота 

обертання, стерильність 

Манометр технічний, 

термометр технічний, 

годинник, тахометр, 

мікробіологічний 

контроль 

Тиск визначається під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

Р=0,15 МПа,  
t = 131 ⁰С, 
τ = 40 хв, 

n=200 об/хв, 
відсутність мікробіоти 

Кт, Км 4.1. 
Підтримання 

колекційної культури 

Колекційна культура, 

температура, частота 

пересівів, мікробіологічна 

чистота 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура протягом 

зберігання. 

Мікробіологічна чистота 

після вирощування 

культури 

t = 4⁰С, 
τпересів = 1­3 місяці, 

відсутність сторонньої 

мікробіоти 

Кт, Км 4.2. 
Одержання робочої 

культури Enterococcus 
faecalis 14 на 

агаризованому 

середовищі 

Колекційна культура, 

температура, тривалість 

вирощування, 

мікробіологічна чистота 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура визначається 

під час вирощування. 

Мікробіологічна чистота 

після вирощування 

культури 

t = 37⁰С, 
τ = 24 год, 

відсутність сторонньої 

мікробіоти 
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Закінчення табл.8.1. 

1  2  3  4  5 
Кт, Км 4.3. 

Вирощування робочої 

культури Enterococcus 
faecalis 14 на 

агаризованому 

середовищі 

Робоча культура, 

температура, тривалість 

вирощування, 

мікробіологічна чистота 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура визначається 

під час вирощування. 

Мікробіологічна чистота 

після вирощування культури 

t = 37 ⁰С, 
τ = 24 год, 

відсутність сторонньої 

мікробіоти 

Кт, Км 4.4. 
Вирощування 

посівного матеріалу в 

колбах на качалках 

Посівний матеріал, 

температура, тривалість 

культивування, 

мікробіологічна чистота 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Мікробіологічна чистота 

визначається після 

вирощування культури в 

колбах на качалках. Відбір 

проб культуральної рідини – 
кожні 12 год 

t = 37 ⁰С, 
τ = 24 год, 

відсутність сторонньої 

мікробіоти 

Кх, Кт, Км 4.5. 

Вирощування 

посівного матеріалу в 

інокуляторі об’ємом 

15 л 

Посівний матеріал, рН, 

температура, тривалість 

культивування, частота 

обертання, 

мікробіологічна чистота 

Датчик рН та 

температури,  годинник, 

тахометр, 

мікробіологічний 

контроль 

Мікробіологічний контроль 

під час вирощування 

інокуляту в посівному 

апараті і в кінці процесу. 

Відбір проб культуральної 

рідини – кожні 4 год 

рН=7,0, 
t = 37 ⁰С, 
τ = 24 год, 

n=100 об/хв 
відсутність сторонньої 

мікробіоти 

Кх, Кт, Км 5.1. 
Виробниче 

культивування  

Культуральна рідина, рН, 

температура, тривалість 

культивування, частота 

обертання, 
мікробіологічна чистота, 

концентрація біомаси, 

концентрація ентероцину 

Датчик рН та 

температури, годинник, 

тахометр, 

мікробіологічний 

контроль, ФЕК, ІФА 

Мікробіологічний контроль 

під час вирощування 

культури в ферментері і в 

кінці процесу. Відбір проб 

культуральної рідини – 
кожні 4 год 

рН = 6,3, t = 37 ⁰С, 
τ = 18 год, 

n=160 об/хв, 
відсутність сторонньої 

мікробіоти 
Сб≈5 г/л  

Се ≈ 5,942 г/л 
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Прямий висів виконуть  висівом  культуральної рідини до ізольованих 

колоній на чашки Петрі з м’ясо­пептонним агаром для моніторингу можливих 

сторонніх бактерій, сусло­агаром або глюкозо­картопляним агаром – дріжджів та 

грибів та VRE селективний агар для ідентифікації E. faecalis 14 [93­95]. 

Також, для ідентифікації можуть використуватись CE  агар (Chromocult 

Enterococci  agar),  BEA  агар (Bile  Esculin Azide agar) та агар для ентерококів 

(Enterococcus  agar). Але зважаючи на те, що CE  агар та агар для ентерококів 

призначений для ідентифікації бактерій роду Enterococcus, а ВЕА –  окрім 

ентерококів, ще й стрептококів, доречно обрати VRE селективний агар. На цьому 

середовищі можуть рости лише бактерії E.  faecalis  та E.  faecium, колонії яких 

відрізняються кольором (за умови росту на даному субстраті), що полегшує 

подальшу ідентифікацію [94­98]. 

Мікроскопіювання проводять  світловим мікроскопом з імерсійною 

системою. Методика мікроскопіювання [99]:  

Для приготування препарату на чисте знежирене предметне скло, в 

асептичних умовах, за допомогою стерильної петлі наносять невелику краплину 

культуральної рідини  і розподіляють її рівномірно на площі 1­4 см2, зробивши 

якомога тонший мазок. Мазок висушують без нагрівання, при кімнатній 

температурі, до повного випаровування вологи. Фіксують препарат тричі 

провевши скло з препаратом через верхню частину пальника. Фіксований 

препарат заливають кількома краплями барвника –  метиленового синього. 

Розподіляють барвник по всій поверхні мазка. Фарбують препарат протягом  5 хв. 

Потім фарбу зливають, препарат добре промивають дистильованою водою. Скло 

з країв протирають фільтрувальним папером, препарат висушують при кімнатній 

температурі. 

   Потім на абсолютно сухий препарат наносять краплину імерсійного масла. 

Мікроскопіюють під великим збільшенням мікроскопа (×90). Після роботи ватою, 

змоченою етиловим спиртом, знімають залишки масла з імерсійного об’єктива. 

Колонії E. faecalis 14 на VRE селективному агарі мають вигляд непрозорих 

колоній, круглої форми, з гладкою, матовою поверхнею та блакитним або 
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блакитно­зеленим  забарвленням (в залежності від виробника середовища). При 

відсутності у зразку сторонньої мікрофлори  під час мікроскопіювання можна 

побачити клітини [94,95]. 

 
Рис.8.1. Колонії Enterococcus faecalis 14 на VRE селективному агарі [100] 

Під мікроскопом клітини овальні,  нерухливі, грампозитивні, спор не 

утворюють, факультативні анаероби.  Розташовуються парами, невеликими 

скупченнями, рідше ­  короткими ланцюжками. Розміри клітин 0,6–2,0х0,6–2,5 

мкм. При мікроскопіюванні препарату молочнокислих бактерій пофарбованого 

метиленовим синім, клітини мають синьо­фіолетове забарвлення [43]. 

 
Рис.8.2. Клітини Enterococcus faecalis 14 під світловим мікроскопом (збільшення 

×400) [101] 

8.3. Показники росту і синтезу цільового продукту 

8.3.1. Концентрація біомаси 
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Біомасу визначають за оптичною густиною клітинної суспензії, яку потім 

перераховують в суху біомасу.  

Методика визначення концентрації біомаси. У пробірки із 9 мл 

дистильованої води вносимо по 1 мл культуральної рідини. Суміш збовтується, 

наливається в кювету. Потім, за допомогою фотоелектроколориметру, 

вимірюється оптична густина при довжині хвилі ­ 540 нм. За значенням оптичної 

густини проводять перерахунок в суху біомасу за допомогою калібрувального 

графіка. 

8.3.2. Концентрація ентероцину  

Для визначення концентрації ентероцину  використовують гетерогенний 

імуноферментний аналіз (ІФА) із застосуванням планшетних рідерів [102]. 

Даний аналіз  базується на імунологічній реакції антигену з відповідним 

антитілом з утворенням комплексу антиген —  антитіло. Для виявлення даного 

комплексу використовують кон’югати антигену, антитіла або обидва компоненти 

цієї реакції з ферментами. Індикатором реакції є здатність ензимів викликати 

руйнування субстрату з утворенням забарвленого продукту. Інтенсивність 

забарвлення прямо пропорційна кількості зв'язаних молекул антигену і антитіл 

[103,104]. 

Відділення біомаси.  Після закінчення індукції синтезу ентероцину 

культуральну рідину E.  faecalis  14 (100 мл), центрифугують при 9000 об/хв 

протягом 5 хв. Отриманий супернатант інкубують всю ніч  при 4 ºС із CM 

Sephadex® C­25 (GE Healthcare Life Sciences, Milwaukee, Вашингтон).  

Відділення смоли. Смолу промивають у буферах (50 мМ натрій­

фосфатний буфер, рН=6,3 (50 мл) та 0,5 М розчин NaCl  (50 мл)). Зв’язаний зі 

смолою бактериіоцин піддають елююванню 1,5 М розчину NaCl (20 мл) [31]. 

Приготування буферу.  Для приготування натрій­фосфатного буферу 

спочатку необхідно приготувати 1 М розчин Na2HPO4 (наважку 142 г розчиняють 

в 1 л дист.води) і 1 М розчин NaH2PO4 (наважку 60 г розчиняють в 500 мл дист 

води). Для одержання 50 мл 1 М натрій­фосфатного буферу об’єднують 45,7 мл  

1 М розчину Na2HPO4 та 4,3 мл 1 М розчину NaH2PO4 (рН контролюють на рН­
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метрі). Для одержання 0,05 М натрій­фосфатного буферу 1 М буфер розбавляють 

дист. водою у 20 разів [105]. 

Приготування розчинів. Для приготування 0,5 М розчину NaCl необхідно 

приготувати 1 М розчин (наважка 58,5 г розчиняють в 1 л дист.води). Щоб 

отримати 50 мл 0,5 М розчину, потрібно 25 мл 1 М розчину розвести у 2 рази. Для 

приготування потрібної кількості 1,5 М розчину NaCl наважку 1,74 розчиняють в 

20 мл дист.води [105]. 

Додаткове очищення.  Дане очищення проводять гель­фільтрацією, 

використовуючи колонки PD MidiTrap G­10 (GE Healthcare Life Sciences). Як 

буфер використовують 50мМ натрій­фосфатний (pH 6,3) (приготування зазначено 

вище), доповнений 150 мМ розчином NaCl [31]. 

Приготування розчину. Для одержання 0,15 М розчину NaCl необхідно 1 

М розчин (приготування розчину зазначено вище) розбавити в 6,7 разів [33]. 

Визначення концентрації ентероцину імуноферментним методом. 

Для визначення вмісту ентероцину (у супернатанті) методом ІФА 

використовують зчитувач iEMS Labsystems (Labsystems) із вбудованим 

програмним пакетом для аналізу даних [99]. 

Лунки з плоским дном, в яких знаходяться пластинки з полістиролом 

(Maxisorp,  Nunc, Roskilde, Данія), покривають протягом ночі при 4 ºС 

супернатантами. Після додавання антитіл проти EntA та кон'югату проти козячого 

імуноглобуліну G пероксидази (Cappel Laboratories, West Chester, PA, США), 

визначають пов'язану пероксидазу за допомогою ABTS (2,2'­азино­біс [3­

етилбензтіазолін­6­сульфонова кислота]) (Sigma­Aldrich) як субстрат, шляхом 

вимірювання поглинання світла при 405 нм. Вимірювання проводять на зчитувачі 

iEMS Labsystems (Labsystems) [26]. 

8.3.3. Концентрація джерела вуглецю і азоту 

Визначення концентрації глюкози 

Основним джерелом вуглецю в середовищі є глюкоза. Для визначення її 

кількості використовують метод ВЕРХ. Метод базується на визначенні зміни 

площі піка глюкози на хроматограмі залежно від її концентрації (за необхідності 
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розчин проби розбавляють до концентрації, що лежить в інтервалі лінійності 

калібрувального графіка) [106]. 

Методика побудови калібрувального графіка. 60,0 г глюкози вміщують у 

мірну колбу ємністю 2 л, додають 1700 мл води для хроматографії, розчиняють і 

доводять об’єм до мітки тим самим розчинником (60 г/л). У мірні колби об’ємом 

1 л вміщують 10; 20; 50; 100; 300; 500; 600 мл розчину глюкози і доводять водою 

для хроматографії до позначки, отримуючи розчини зі вмістом глюкози 1; 2; 5; 10; 

30; 50 і 60 г/л відповідно. За одержаними результатами хроматографії (параметри 

для кожного дослідження підбираються індивідуально) будують калібрувальний 

графік, відкладаючи на осі абсцис значення концентрації глюкози (г/л), а по осі 

ординат – значення площ піків [106].  

Лінійна залежність для хроматографічного визначення глюкози 

встановлюється індивідуально за графіком [106]. 

Методика визначення глюкози в дослідному зразку. Культуральну рідину 

центрифугують при 9000 об/хв протягом 5 хв (Microfuge 20 Series, Beckman 

Coulter  Inc., Brea, CA) і потім фільтрують через 0,2 мкм целюлозний фільтр 

(PALL). Потім, без розведення, супернатант аналізують за допомогою ВЕРХ, 

оснащеної 2414 Детектором Рефракції та колоною HPX­87H Aminex (300 × 7,8 мм, 

Bio­Rad, Hercules, Каліфорнія) при 50° С та 410 нм. Як рухому фазу 

використовують розчин 0,05 М сірчаної кислоти. Зразки зберігають при 4° C під 

час ін’єкцій. Калібрувальний графік глюкози, що отримана з 99,9% чистої 

глюкози, лінійний в діапазоні між 1 г/л і 60 г/л [107]. 

Визначення концентрації амінного азоту 

Оскільки джерелом азоту в середовищі є амонійні кислоти та пептиди, слід 

розглядати методи кількісного визначення амінокислот. Для кількісного 

визначення також використовується метод ВЕРХ.  

Принцип базується на порівнянні амінокислот з культуральної рідини з 

профілем хроматографічного градієнта, який побудовано за допомогою розчину 

стандартного зразка амінокислот [108]. 
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Методика побудови калібрувального графіка. Для побудови графіка 

необхідно приготувати стандартний зразок амінокислот. Стандартний зразок 

амінокислот містить у своєму складі такі амінокислоти: аланін, аргінін, 

аспарагінова кислота, глутамінова кислота, гліцин, гістидин, ізолейцин, лейцин, 

лізин, метіонін, фенілаланін, пролін, серин, треонін, триптофан, тирозин, валін у 

кількості 0,25 мМ кожна, а також цистеїн у кількості 0,125 мМ. Зразок піддають 

хроматографії [108]. 

За одержаними результатами хроматографії будують калібрувальний 

графік, відкладаючи на осі абсцис значення концентрації амінокислот (г/л), а по 

осі ординат – значення площ піків [108].  

Лінійна залежність для хроматографічного визначення амінокислот 

встановлюється індивідуально за графіком. 

Приготування розчинів амінокислот. 0,25 мМ розчин аланіну –  наважку 

0,0006 г розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин аргінін – наважку 0,0011 г 

розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин аспарагіну –  наважку 0,0009 г 

розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин глутаміну –  наважку 0,0009 г 

розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин гліцину –  наважку 0,0005 г 

розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин гістидину –  наважку 0,001 г 

розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин ізолейцину –  наважку 0,0008 г 

розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин лейцину –  наважку 0,0008 г 

розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин лізину – наважку 0,0009 г розчинити 

в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин метіоніну – наважку 0,001 г розчинити в 25 мл 

дист.води; 0,25 мМ розчин фенілаланіну –  наважку 0,001 г розчинити в 25 мл 

дист.води; 0,25 мМ розчин проліну –  наважку 0,0007 г розчинити в 25 мл 

дист.води; 0,25 мМ розчин серину – наважку 0,0007 г розчинити в 25 мл дист.води; 

0,25 мМ розчин треоніну – наважку 0,0008 г розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ 

розчин триптофану –  наважку 0,0007 г розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ 

розчин тирозину – наважку 0,0012 г розчинити в 25 мл дист.води; 0,25 мМ розчин 

валіну – наважку 0,0008 г розчинити в 25 мл дист.води; 0,125 мМ розчин цистеїну 

– наважку 0,0004 г розчинити в 25 мл дист.води [105]. 
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Для отримання стандартного зразку амінокислот розчини необхідних 

амінокислот (зазначено вище) змішують пропорційно одна одній.   

Методика визначення амінокислот в дослідному зразку. Клітини 

центрифугують протягом 10 хв при 21500 об/хв. Отриманий супернатант 

аналізують на кількісне визначення амінокислот [109]. 

Кількісне визначення амінокислот проводять за допомогою системи HPLC 

Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, Waldbronn, Німеччина), 

флуоресцентного детектора системи Agilent 1200 (довжина хвилі збудження: 340 

нм, довжина хвилі випромінювання: 450 нм), колонки C18 Gemini1 (5 м, 150×4,6 

мм) і передколонки SecurityGuardTM (обидві колони постачаються Phenomenex1, 

Ашаффенбург, Німеччина). Для дериватизації застосовують ортофталдіалдегід. 

Поділ досягається за допомогою полярної фази 40 мМ NaH2PO4 (pH=7,8) та 45% 

МеОН, 45% СН3СН, 10% Н2О як неполярна фаза при швидкості потоку 1 мл на  

хв­1 та температурі 40 ºС [109].  

Приготування розчину. Для отримання 0,04 М розчину NaH2PO4 необхідно 

розбавити 1 М розчин NaH2PO4  (приготування зазначено вище) в 25 разів (рН 

регулюється на рН­метрі) [105]. 

Ідентифікацію амінокислот проводиться шляхом порівняння часів 

утримування піків на хроматограмі випробовуваного розчину з часами 

утримування речовин –  стандартного зразку амінокислот на хроматограмі 

розчину порівняння [108]. 

8.4. Показники якості готового продукту 

Мікробіологічний контроль чистоти 

1 г препарату розчиняють у 9 мл дистильованої води. Після чого, 0,1 мл 

отриманої суспензії висівають на агаризовані середовища МПА – для виявлення 

бактерій та СА – для виявлення грибів та дріжджів. 

Ідентифікація та контроль концентрації ентероцину 

Даний контроль проводят згідно методики визначення ентероцину, що 

було зазначено вище (п.8.3.2). Відмінність в тому, що використовується не 
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супернатант, а 1 г розчиненого препарату. Як контроль використовують 

ентероцин визначеної концентрації. 

Контроль активності ентероцину 

Активність бактеріоцину визначають кількісно в одиницях активності на 

мілілітр (AU/мл). Для цього ультраконцентрат послідовно розводять 2 рази (1/10 

та 1/100). У разі визначення сухого препарату використовують розчин ентероцину 

із дистильованою водою (розведення 1/10 та 1/100). Після чого, 0,5 мл розведеного 

концентрату  (розчину)  завантажують  в лунки мікротитрувальної пластини, що 

містили 0,15 мл  індикаторного штаму (OD600 0,02). Пластини інкубують в 

шейкері­інкубаторі (200 об/хв) при 37 ° С протягом 18 год. Зростання штаму 

індикатора вимірюють  за допомогою зчитувача мікропланшетів (Molecular 

Devices,  Саннівейл, США) при 600  нм. Одну одиницю активності (AU) 

визначають як еквівалент  найбільшого розведення ультраконцентрату  (розчину 

препарату), що призводить до 50% інгібування росту індикаторного штаму [110]. 

Для визначення активності ентероцину як індикаторні мікроорганізми 

найчастіше виступають Lactobacillus  sakei,  Listeria  ivanovii  subsp.  ivanovii, 

Pseudomonas  aeruginosa,  Brohotrix  thermospacta,  Agrobacterium  tumefaciens, 

Clostridium perfringens (як збудник некротичного ентериту) та ін. [111]. 

Активність ентероцину щодо Clostridium  perfringens  має становити 

щонайменше 2900 AU/мл. 

Контроль вологовмісту препарату 

Дві наважки порошку масою 1­3 г, зважені з погрішністю ± 0,01г, 

помішують у заздалегідь висушені і зважені разом з кришками бюкси. Кожну 

наважку порошку сушать в сушильній шафі при температурі 100­105 °С до 

постійної маси. 

Постійна маса вважається досягнутою, якщо різниця між двома 

подальшими зважуваннями після 30  хв висушування і 30 хв. охолоджування в 

ексикаторі не перевищує 0,01 г. 

Вологість сировини (X) у відсотках обчислюють за формулою: 
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𝑋 =
(𝑚 − 𝑚1) ∗ 100

𝑚
 

m – маса порошку до висушування, г 

m1 – маса порошку після висушування, г 

За остаточний результат визначення беруть середнє арифметичне двох 

паралельних визначень, обчислених до десятих часток відсотка. Допустима 

розбіжність між результатами двох паралельних визначень не повинна 

перевищувати 0,5 % [112]. 

Вологість ентероцину повинна становити 1­5%. 
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РОЗДІЛ 9 

АВТОМАТИЗАЦІЯ ДІЛЯНКИ ВИРОБНИЦТВА 

Для розробки системи автоматизації відповідно до даного опису всі 

необхідні параметри і засоби для їх досягнення сформульовані в завданні на 

автоматизацію (табл. 9.1). 

Опис розробленої схеми автоматизації та специфікація 

У відповідності з завданням на автоматизацію (табл.9.1) ділянка 

автоматизується по 8 контурах: 

1 контур.  Початок представлений  занурювальним датчиком  виміру 

температури 1а. Він складається з вимірювального перетворювача і первинного 

перетворювача опору  та має уніфікований аналоговий вихідний сигнал. 

Отриманий сигнал поступає  на ПЛК та ПК. На схемі продемонстровано, що 

данні отримані з датчика відображаються, реєструються у вигляді трендів, та 

піддаються логічному керуванню контролера відповідно до умови завдання 

автоматизації. На АРМа оператора виведено значення температур, і він може 

змінювати їхні умови. Після опрацювання данних, ПЛК через перетворювачі 

електричного струму в пневматичний сигнал 1 б, 1г, 1е здійснюють регулювання 

виконавчими регулюючими органами 1в, 1є (пара насичена  що позначається в 

розриві 2н), 1д (холодна вода позначається умовно в розриві трубопроводу ­ 1х). 

Також, таким же чином температура регулюється у збірнику, занурювальний 

датчик 1е, регулювання відбувається за допомогою води оборотної. 

2 контур здійснює регулювання тиску в процесі. Зокрема, в нижній частині 

ферментеру встановлений датчик виміру надлишкового тиску 2а. Уніфікований 

аналоговий сигнал перетворюється в цифрову форму через аналоговий вхід. 

Після цього виміряні параметри перетворюються знову в аналоговий сигнал і 

відкривають або закривають клапани  регулюючого механізму 2б (подача 

стерильного повітря – розрив з умовним позначенням трубопроводу 3с), і 2в. На 
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Таблиця 9.1 
Завдання на автоматизацію ділянки виробничого культивування 

Enterococcus faecalis 

№ 

з.п 

Машина, 

агрегат, 

установка 

Параметр, місце 

відбору сигналу 

Припустиме 

значення 

параметра 

Вид 

автоматизації 

Характер 

контролю чи 

управління 

Засоби управління 

та контролю, 

реалізації 

управляючої дії 

1  Ферментер 

Температура в 

ферментері (за 

виробничого 

культивування) 

37± 10С 
 

Контроль  Відображення 
АРМ оператора 

Реєстрація 

Регулювання  Стабілізація 

Вплив витрати 

насиченої пари 

що подається  в 

сорочку 

ферментеру і на 

витрату подачі 

холодної води в 

сорочку 

2  Ферментер 

Надлишковий 

тиск в ферментері 
(за виробничого 

культивування) 

0,05­0,07 
МПа 

Контроль 
Відображення 

АРМ оператора, 

звуковий сигнал Реєстрація 
Сигналізація 

Регулювання  Стабілізація 

Вплив на подачу 

азоту та на 

випускний 

клапан 

відпрацьованого 

повітря 

3  Ферментер  Рівень КР в 

ферментері  60 ± 5%  Контроль 

Відображення 
АРМ оператора, 

звуковий сигнал 
Реєстрація 

Сигналізація 

4  Ферментер 
Активна 

кислотність ПС за 

культивування 
6,8 ± 0,2од. 

Контроль  Відображення 
АРМ оператора 

Реєстрація 

Регулювання  Стабілізація 
Вплив на подачу 

буфера в 

ферментер 

5  Ферментер  Перемішування, 

двигун мішалки 
Ввімкнено/ 
вимкнено  Управління  Дистанційне  Пуск, зупинка з 

АРМа оператора 

6 
Клапан зливу 

культуральної 

рідини 
Стан клапану  Ввімкнено/ 

вимкнено  Управління  Дистанційне 
Пуск, зупинка з 

АРМа оператора 

7 

Відцентровий 

насос 

перекачування 

культуральної 

рідини до 

збірнику 

Стан насосу  Ввімкнено/ 
вимкнено  Управління  Ручне, дистанційне 

Пуск, зупинка з 

АРМа оператора 

і кнопка «Стоп» 

по місцю 

8 

Клапан 

прийому 

культуральної 

рідини 

Стан клапану  Ввімкнено/ 
вимкнено  Управління  Дистанційне 

Пуск, зупинка з 

АРМа оператора 

9  Збірник  Рівень КР в 

апараті  90± 5%  Контроль 
Відображення 

АРМ оператора, 

звуковий сигнал Реєстрація 
Сигналізація 
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Закінчення табл.9.1 

10  Збірник  Температура КР  20±2 ºС 

Контроль  Відображення 
АРМ оператора 

Реєстрація 

Регулювання  Стабілізація 

Вплив витрати 

води оборотної що 

подається  в 

сорочку збірника  
 

АРМі оператора­технолога можна змінювати умови регулювання параметру, зі 

відображенням параметру в реальному часі, та з збереження змін в архіві. 

3 контур вимірює рівень заповнення ферментеру культуральної рідиною, 

значення якого контролюється на позначці 60 ± 5%, а також рівень заповнення 

збірнику, значення якого контролюється на позначці 90 ± 5%. У ферментері це 

здійснюється датчиком рівня 3а, який встановлюється в днищі апарату 

вимірюючи гідростатичний тиск. У збірнику використовується ультразвуковий 

датчик 4а, який встановлюється зверху. При виході значення за межі на АРМі 

оператора­технолога спрацьовує сигналізація. Значення відображається на АРМі 

та зберігається у вигляді трендів. 

4 контур  стабілізує рівень закислення КР під час культивування. До 

контуру входить первинний перетворювач (5а) який вимірює значення 

кислотності. Значення підтримується на рівні 6,8 ± 0,2 шляхом впливу на клапан 

подачі буферу, регулюючим органом (5в), попередньо перетворивши цифровий в 

аналоговий сигнал перетворювачем встановленим «по місцю». Значення активної 

кислотності відображається на АРМі оператора­технолога та зміни які 

відбуваються під час процесу і регулювання параметру реєструється. 

Контур 6   здійснює вплив на керування органами відкриття клапану 6а. 

Над клапанами здійснюється управління оператором з АРМа через дискретні 

виходи ПЛК. 

Контур 7 забезпечує управління стану мішалки. Для вмикання на щиті 

дистанційного управління SB1 встановлена пускова апаратура  для запуску 

увімкнення мішалки за рахунок впливу на магнітний пускач КМ1, та кнопка 

«Стоп» для припинення перемішування.  
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Контур 8  Для забезпечення безаварійної роботи насосів необхідно 

використати елементи управління (кнопки «Пуск» та «Стоп») в «ручному режимі» 

з щита управління SB2, та безпосередньо біля насосу («по місцю») SB3. Для 

вибору місця з якого саме буде здійснюватися управління використовується 

тумблер SА1. Подача напруги на двигуни насосів здійснюється за допомогою 

магнітних пускачів КМ1 та КМ2. Після  ввімкнення насосу КР подається на 

подальшу обробку до збірнику на наступній ділянці. 

Всі технічні засоби які наведені в схемі автоматизації і їх характеристики 

занесені в специфікацію обладнання (табл. 9.2). 
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Таблиця 9.2 

Специфікація і характеристика засобів автоматизації 
№ 

позиції за 

схемою 
Найменування і технічна характеристика виробу  Тип, модель  Виробник 

1а 
Діапазон виміру ­ від ­50°С до +180°С, сигнал 4...20 мА, діаметр 

занурювального елементу – 6­8 мм, довжина занурювального елементу – 60 
мм. Похибка ± 1 %. Живлення від +9В до +36В. Умовний тиск ­ 6,3 мПа 

ТСМУ­1088.60 
[113] 

«Маранта Электро», 

Україна 

1б, 1г, 1е  Перетворювач електропневматичний, сигнал на вході 4…20мА, на виході ­ 
20…100кПа  2713­WP  Dwyer 

1в, 1 д, 1є  Мембраний виконавчий механізм прямої дії з пневматичним позиціонером, 

управляючій сигнал 20…100кПа, умовний хід вихідного елементу 25мм  МИМ200­113  ГідроЕнерго­Снаб 

2а 

Похибка до ±0,075 %. Тиск максимальний 60 бар. Робоча температура ­40 – 
150˚С.  Матеріал корпусу ­ алюміній, нержавіюча сталь; степінь захисту 

корпуса: IP66/68. Керамічна мембрана (99.9% Al2O3), уніфікований сигнал 

4...20 мА. 

Cerabar S PMC71 
[114] 

Endress 
+Hauser 

2б, 2в  Електромагнітний клапан з котушкою, матеріал виготовлення: латунь, 

напруга живлення котушки ~230В, =24В, під’єднання: G1/8...G2  316294  JAKSA 

3а 

Врізний датчик вимірювання рівня за гідростатичним тиском. Похибка: 

1,0/0,5% 
Вихідний сигнал: 4…20 мA, 0…10 В 

Сенсор: керамічний тензорезистивний діапазон температур вимірюваного 

середовища : ­25…+135°C 

LMK 331[115]  BD Sensors 

4а 
Ультразвуковий рівнемір, діапазон вимірювань 0,2­25м, максимальна 

допустима температура +900С, максимальний допустимий тиск 3бар, 

під’єднання G2, аналоговий вихід, клас точності 0,05 
NUS­4  Kobold 
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Закінчення табл. 9.2 

5а 

Датчик pH. Високоточний. 0 … 14pH 
Діапазон роботи – 135°C 

Максимальний тиск ­6 Бар 
Картридж EVEREF­F для електролітів, що не містить срібло 

EASYFERM 
PlusPlus, VP 
PlusK8 [116] 

Hamilton 

5б 

Джерело живлення : HART: 14–30 V DC (30 V DC макс.) FOUNDATION 
FIELDBUS, PROFIBUS PA: FISCO напруга живлення 9–17,5 V DC;лінійна 

характеристична крива 9–24 V DC. 
Вихідний сигнал ­ 1 x 4–20 мА, гальванічно ізольований. 

SI792 [117]  HACH­LANGE 

5в  Електромагнітний клапан з котушкою, матеріал виготовлення: латунь, 

напруга живлення котушки ~230В, =24В, під’єднання: G1/8...G2  316294  JAKSA 

6а  Електромагнітний клапан з котушкою, матеріал виготовлення: латунь, 

напруга живлення котушки ~230В, =24В, під’єднання: G1/8...G2  316294  JAKSA 

КМ1, КМ2  Магнітний пускач, робочий струм 400А, потужність двигуна 200кВт, 

управляючий сигнал 220В  3RT1075­6AP36  SIEMENS 

SB1­ SB3  Двоклавішна кнопочка станція «Пуск»­«Стоп» 1НО+1НЗ,  8LP2T,B7113  Lovato 

SА1  Перемикач 3­х позиційний (автоматичний­ручний з щита – ручний по 

місцю) з фіксацією  3SB3210­2DA11  SIEMENS 
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РОЗДІЛ 10 

ОХОРОНА ДОВКІЛЛЯ 

10.1. Аналіз технологічної схеми виробництва ентероцину на місця 

емісії твердих, рідких та газоподібних відходів 

Технологія одержання мікробного білку ентерококів з використанням E. 

faecalis 14 включає в себе наступні етапи: 

1.  Санітарна підготовка виробництва.  На даному етапі проводиться 

миття обладнання з використанням СІР­мийки, підготовка приміщень – миття 

стін, підлоги, вікон, дверей, поверхонь. Зокрема на цій стадії використовуються 

великі обсяги миючих засобів, таких як кальцинована сода, так і дезінфікуючого 

засобу – Дезохлорин. Після обробки, відпрацьовані мийні розчини та промивна 

вода з відповідними забруднювачами прямує до каналізації, звідки вже має 

згодом залишити межі виробництва.  

Отже, робимо висновок, що цей етап є місцем емісії значної кількості 

рідких відходів. 

2.  Приготування розчинів титрувальних агентів.  На даному етапі 

відходи можуть складати лише певні зовсім невеликі кількості розчинів, що 

втратили свої показники нормативної відповідності через певний ряд умов, і не 

можуть використовуватися в подальшому виробництві. Всі розчини далі 

передаються на етап підготовки інокуляту та виробниче культивування. 

Титрувальні розчини, які використовуються представлені сірчаною кислотою, 

гідроксидом натрію та натрій­фосфатним буфером. 

3.  Приготування та стерилізація поживних середовищ.  При 

приготуванні поживних середовищ, можливе відбраковування сировини при 

невідповідності якісних показників, проте передбачається порівняно мала 

кількість таких відходів. Далі поживне середовище передається на етап 

підготовки інокуляту та виробниче культивування. 
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4.  Підготовка посівного матеріалу.  З цього етапу починається 

безпосередньо технологічний процес, і рідких відходів, як таких, не 

передбачається, адже посівний матеріал разом з поживним середовищем після 

культивування перетворюється на культуральну рідину, що передається по 

стадіям вирощування інокуляту, збільшуючись в об’ємах. Після досягнення 

об’єму засівної дози ферментеру інокулят передається на виробниче 

культивування. 

Під  час культивування Enterococcus  faecalis  14, аераційне повітря не 

готується, але культуру постійно продувають інертним газом, а саме азотом. Тож, 

повітряні відходи будуть складатись з відпрацьованого азоту, та утвореного 

вуглекислого газу.  

Робимо висновок, що цей етап є місцем емісії значної кількості 

газоподібних відходів. 

5.  Виробниче культивування.  В результаті утворюється культуральна 

рідина, що передається у збірник для зберігання, і подальшої обробки, і 

безпосереднього випуску продукту на ринок. З рідких відходів виділятися можуть 

лише непередбачені обставинами. Повітряні відходи як і на минулому етапі 

утворені відпрацьованим азотом та вуглекислим газом. 

Робимо висновок, що цей етап  також  є місцем емісії значної кількості 

газоподібних відходів. 

6.  Виділення  цільового продукту.  На даному етапі проводиться 

центрифугування культуральної рідини для отримання супернатанту з подальшим 

пропусканням його через ультрафільтраційну установку та сушінням на 

розпилювальній сушарці. При відділені супернатанту утворюються тверді відходи 

у вигляді біомаси ентерококу. При подальшій обробці лише на стадії сушіння 

виходить відпрацьоване повітря. 

Робимо висновок, що цей етап є місцем емісії твердих (пастоподібних) та 

газоподібних відходів. 

Висновок: аналіз технологічної схеми показує, що емісія рідких відходів 

відбувається в основному на етапі санітарної підготовки виробництва (1 етап), та 
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в невеликих кількостях, в більшості непередбачених випадках, на інших етапах. 

Емісія газоподібних відходів сконцентрована на етапах підготовки  посівного 

матеріалу (4 етап), виробничого культивування (5 етап) та виділенні цільового 

продукту (6 етап). Тверді відходи утворюються лише на етапі виділенні цільового 

продукту (6 етап). 

10.2 Перспективи впровадження системи екологізації виробництва 

10.2.1. Система знешкодження та утилізації рідких відходів 

Склад рідких відходів представлений відпрацьованими мийними та 

дезінфікуючими розчинами із залишками культуральної рідини, та промивною 

водою. Зазначимо, що виробництво працює 230 робочих днів за рік, тому 

розрахунок об’ємів проводиться за даною кількістю днів. Детальніше склад і 

приблизні об’єми наведені в табл. 10.1. 

Таблиця 10.1 

Характеристика рідких відходів на виробництві препарату для 

силосування з використанням Enterococcus faecalis 14 

Назва складової 

рідких відходів 
Речовини, що входять до 

складу 
Приблизні об’єми за 

230 робочих днів 
Клас 

небезпеки 

0,5% мийний 

розчин 

кальцинованої 

соди[6] 

кальцинована сода   
36,47 м3 

3 клас 

небезпеки 

0,1% 
дезінфікуючий 

розчин 

Дезохлорину [7]  

натрій хлорид, натрій 
гіпохлорит  13494,5 м3  3 клас 

небезпеки 

Пермеат (залишки 

культуральної 

рідини) 

Глюкоза (20 г/л), дріжджовий 

екстракт (5 г/л), казеїновий 

пептон (10 г/л), мясний 

екстракт (10 г/л), мозково­
серцевий екстракт (17,5 г/л), 

твін­80 (1 г/л), солі (близько 15 
г/л) 

17 м3  4 клас 

небезпеки 

Всього  13548 м3   
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Склад рідких відходів в більшій кількості складають органічні сполуки, та 

невеликий відсоток неорганічних. Можуть включати невеликі  залишки 

мікроорганізмів.  

Відповідно до вимог  Правил охорони поверхневих вод від забруднення 

зворотними водами, затверджених постановою Кабінету Міністрів України від 25 

березня 1999 року № 465 [120]. 

Стічні води  мають відповідати низці вимог. Для забезпечення цих умов 

пропонується наступна схема очистки рідких відходів [121­123]: 

1.  Надходження стічної води в усереднювач, де відбувається інтенсивне 

перемішування стоків, та додавання титрувальних агентів для нормалізації pH в 

разі необхідності, розбавлення водою за необхідності. 

2.   Освітлення стічних вод від механічних домішок у первинних 

відстійниках. Де відбувається відокремлення води від завислих часток та 

поверхнево­активних речовин. 

3.  Стадія біологічного очищення. Через невеликі витрати стічних вод в 

добу, пропонується використання крапельних біофільтрів  (об’ємного 

завантаження), адже вони забезпечують повну біологічну очистку стічних вод, з 

природною вентиляцією. 

4.  Відокремлення біоплівки що надходить з біофільтрів у вторинних 

відстійниках. 

Схема роботи крапельних біофільтрів наступна. Стічна вода, освітлена в 

первинних відстійниках, самоплином (або під напором) поступає з системи подачі 

стічної води в розподільні пристрої, з яких періодично падає на поверхню 

біофільтра. Вода, профільтрувавшись  через біофільтри, потрапляє в дренажну 

систему та далі  за загальним непроникаючим дном стікає до відвідних лотків, 

розташованих за межами біофільтра. Потім, вода вступає у вторинні відстійники, 

в яких біоплівка відділяється від очищеної води [124]. 

Таке очищення стічних вод повністю забезпечує необхідні потреби. Також, 

можна зазначити, що таку очищену воду можна використовувати на виробництві 

повторно. 
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10.2.2. Система знешкодження та утилізації твердих відходів 

До твердих відходів, а точніше пастоподібних, відноситься біомаса 

фекального ентерококу. Слід зазначити, що даний штам є умовно­патогенним та 

входить до звичайної мікрофлори людини. Відноситься до 3 класу патогенності 

[125]. 

Є декілька варіантів знешкодження ентерококу фекального, які є 

екологічно безпечними. Наприклад, при вермикомпостуванні було виявлено, що 

такий вид біодеградації призводить до зниження концентрації мікробної маси до 

98,7%. Також, є повідомлення про використання біомаси даного біологічного 

агента як поліпшувача грунту та добриво, просто вносячи його в землю. Ще одним 

варіантом переробки біомаси є отримання енергії, шляхом спалювання мікробної 

маси [126,127].  

Таким чином, за допомогою Enterococcus faecalis 14, можна отримати: 

­  Біогумус (шляхом вермикомпостування); 

­  Поліпшувач грунту та добриво (шляхом внесення в землю); 

­  Електроенергію (шляхом спалювання). 

10.2.3. Система знешкодження газоповітряних викидів 

Газоподібні відходи представлені загалом відпрацьованим азотом, 

повітрям та  вуглекислим газом. Дані відходи відносяться до 4 класу небезпеки 

[128]. 

Правові основи охорони атмосферного повітря передбачені в законі 

України «Про охорону атмосферного повітря». Для утилізації газових відходів 

також можна використовувати крапельний біофільтр, але не буде можливо 

одночасно очищати стічні води та відпрацьовані гази. Тому, для утилізації газових 

відходів пропонується використовувати біоскрубер [128,129].  

Скрубер­абсорбер Вентури з трьома ступенями очищення дозволяє 

використовувати економічно доцільні гідродинамічні режими з меншими 

втратами напору, забезпечуючи високу ефективність очищення від пилу і 

абсорбцію газоподібних шкідливих компонентів [130]. 



91 
 

Принцип його роботи такий ­ забруднене повітря подається до абсорбера, 

де відбувається змішування повітря і води, далі дана суміш подається в головний 

реактор, де відбувається її обробка мікроорганізмами активного мулу, що 

призводить до очистки повітря від шкідливих домішок, після чого вода подається 

на початок процесу, а очищене повітря виходить через верх абсорбера в момент 

подачі цієї води [130]. 

10.2.4. Заходи щодо зменшення об’ємів відходів  

Аналіз небезпечності показує, що відходи при виробництві ентероцину 

мають категорії помірно небезпечних речовин, та мало небезпечних речовин. 

Також, виробництво має не великі викиди відходів за рік, що дає можливість 

створити ефективну та економну систему утилізації.  

Після аналізу відходів пропонуються зменшення утворення відходів за 

рахунок повторного використання мийних розчинів для миття обладнання. Так як 

передбачається встановлення СІР для миття обладнання, то є конструктивні 

можливості забезпечити багаторазове використання робочих мийних розчинів, що 

в свою чергу знизить кількість відходів мийний розчинів на виробництві як 

мінімум в 2 рази. 

Виробництво ентероцину з використанням штаму Enterococcus faecalis 14 

через відносно невеликі в промислових масштабах добові об’єми стічних вод, 

твердих та газоподібних відходів, та низький рівень токсичності, достатньо легко 

і ефективно можуть бути повністю знешкоджені за рахунок правильного підбору 

екологічної утилізації. Загалом дане виробництво, що проектується має 

повноцінні перспективи повністю відповідати екологічним вимогам, оскільки 

деякі відходи можна не лише знищувати, а перероблювати на інші необхідні 

ресурси. 
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Від
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ТП 5

Від
ТП 4

До
ДР 3.3

До
ДР 3.2.2

Від
ДР 3.2.1

ТП 5 Біосинтез

композиція А від ДР 3.3.1

Кх, Кт,
Км

Виробниче культивування
ТП 5.1

t=37°C, τ=18 год, рН=6,3, n=160 об/хв,
Сентероцину = 5,942 г/л
відсутність сторонньої мікробіоти

композиція Б від ДР 3.3.2
культуральна
рідина до 
ТП 6.1

вода охолоджена

вода 
оборотна

буфер від ДР 2.3
азот

ТП 6 Зберігання культуральної рідини

ТП 6.1 Зберігання культуральної рідини в 
збірнику на 110 л

Кт, Км t°=4-8°C, відсутність сторонньої
мікрофлори

культуральна рідина від ТП 5.1
вода оборотна

вода 
оборотна
культуральна 
рідина до 
ТП 7.1

ТП 7 Відділення біомаси

ТП 7.1 Центрифугування культуральної рідини
Кт 

n=8000 об/хв, τ=1 год
культуральна рідина від ТП 6.1

супернатант
до ТП 8.1

біомаса до 
ЗВ 12.3

ТП 8 Концентрування і очищення 
ентероцину 

ТП 8.1 Ультрафільтрація ентероцину

Кт ∅=5 кДа, τ=2,5 год, Куф=10 
супернатант від ТП 7.1 ультраконцентрат 

до ТП 9.1

ТП 9 Сушіння ентероцину

ТП 9.1 Сушіння в розпилювальній сушарці
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ультраконцентрат від ТП 8.1

порошок до 
ТП 10.1

повітря від ДР 2.3

відпрацьоване
повітря до ЗВ 12.1

ТП 10 Стабілізація ентероцину
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порошок від ТП 11.1
поліетиленгліколь

ПМВ 11 Пакування, маркування, 
відвантаження

ПМВ 11.1 Фасування, пакування, маркування 
порошку ентероцину

Кт m=7 г, τ=20 хв
порошок від ТП 10.1

ЗВ 12 Знешкодження відходів

ЗВ 12.1 Знешкодження повітряних відходіввідпрацьовані гази та
повітря від ТП 4.4,
ТП 4.5, ТП 5.1., ТП 9.1

ЗВ 12.2 Знешкодження рідких відходівпермеат від ТП 8.1

Знешкодженні
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ЗВ 12.3 Знешкодження твердих відходів
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в грунт

Знешкодженні 
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в атмосферу

відпрацьовані
гази до ЗВ 12.1
конденсат

пермеат до 
ЗВ 12.2

порошок до 
ПМВ 11.1

флакони на
склад

ДР 1 Підготовка технічного повітря

ДР 1.1 Забір атмосферного повітря
атмосферне повітря Кт

ДР 1.2 Груба очистка повітря

Е=80%Кт

ДР 1.3 Нагрівання повітря

t°=145°CКт

пара насичена
конденсат

гаряче
повітря до
ТП 9.1

ДР 2 Приготування та стерилізація
титрувальних агентів

ДР 2.1 Приготування 6-% розчину HCl
До ТП 4.5

∅=0,2 мм, відсутність мікробіотивода дистильована

36-% розчин соляної 
кислоти

ДР 2.2 Приготування та стерилізація
6-% розчину NaOHкристалічний гідроксид 

натрію

вода дистильована
Кх, Кт,
Км

t=131°C, τ=40хв, P=0,15 МПа, С=6%
відсутність мікробіоти

ДР 2.3 Приготування та стерилізація
натрій-фосфатного буфера

t=131°C, τ=40хв, P=0,15 МПа, С=0,5 М
відсутність мікробіоти

гідрофосфат натрію

вода дистильована
дигідрофосфат натрію Кх, Кт,

Км

ДР 3 Приготування і стерилізація
поживного середовища

ДР 3.1 Приготування і стерилізація 
поживного середовища для 
вирощування інокуляту 
в колбах

Приготування та стерилізація
композиції АДР 3.1.1глюкоза

Кт, Км t=112°C, τ=30хв, P=0,05 МПа,
відсутність мікробіоти

До ТП 4.4

дріжджовий екстракт
вода дистильована

казеїновий пептон
м'ясний екстракт

ДР 3.1.2
Приготування та стерилізація
композиції Б

t=131°C, τ=40хв, P=0,15 МПа, 
відсутність мікробіоти

Кт, Км

твін-80
ацетат натрію
цитрат амонію
сульфат мангану
сульфат магнію
вода дистильована

Приготування та стерилізація
композиції БДР 3.1.3

вода дистильована Кт, Км

гідрофосфат калію
t=131°C, τ=40хв, P=0,15 МПа, 
відсутність мікробіоти

ДР 3.2
Приготування і стерилізація 
поживного середовища для 
вирощування інокуляту
в інокуляторі на 15 л

Приготування та стерилізація
композиції АДР 3.2.1

Кт, Км t=112°C, τ=30хв, P=0,05 МПа, 
відсутність мікробіоти

До ТП 4.5
глюкоза
вода дистильована

дріжджовий екстракт
казеїновий пептон
м'ясний екстракт

ДР 3.2.2
Приготування та стерилізація
композиції Б

t=131°C, τ=40хв, P=0,15 МПа, 
n= 200 об/хв, відсутність мікробіоти

Кт, Км

твін-80
ацетат натрію
цитрат амонію
сульфат мангану
сульфат магнію
вода питна
пара насичена

конденсат

Приготування та стерилізація
композиції ВДР 3.2.3

вода дистильована Кт, Км

гідрофосфат калію
t=131°C, τ=40хв, P=0,15 МПа, 
відсутність мікробіоти

ДР 3.3 Приготування і стерилізація 
поживного середовища для 
виробничого біосинтезу у ферментері
на 150 л

Приготування та стерилізація
композиції АДР3.3.1

Кт, Км t=112°C, τ=30хв, P=0,05 МПа,
n= 200 об/хв, відсутність мікробіоти

До ТП 5.1

ДР 3.3.2 Приготування та стерилізація
композиції Б

t=131°C, τ=40хв, P=0,15 МПа,
відсутність мікробіотиКт, Км

глюкоза
вода питна
пара насичена

вода дистильована

гідрофосфат натрію
хлорид натрію

До ТП 5.1

конденсат

мозково-серцевий 
екстракт

пептон

ТП 4 Підготовка посівного матеріалу

Enterococcus faecalis 14
пробірки з MRS-агаром

Підтримання колекційної 
культуриТП 4.1

t=4°C, τпересів=3місяці, відсутність
сторонньої мікробіотиКт, Км

Одержання робочої культури 
на агаризованому середовищіТП 4.2

t=37°C, τ=24 год, відсутність
сторонньої мікробіотиКт, Км

чашки Петрі з MRS-агаром

Вирощування робочої культури 
на агаризованому середовищіТП 4.3

t=37°C, τ=24 год, відсутність
сторонньої мікробіотиКт, Км

пробірки з MRS-агаром

ТП 4.4

t=37°C, τ=24 год, відсутність
сторонньої мікробіотиКт, Км

Вирощування посівного 
матеріалу в колбікомпозиція А від ДР 3.1.1

композиція Б від ДР 3.1.2
композиція В від ДР 3.1.3

відпрацьовані
гази до ЗВ 12.1

ТП 4.5

t=37°C, τ=24 год, рН=7, n=100 об/хв,
відсутність сторонньої мікробіотиКх, Кт,

Км

Вирощування посівного матеріалу 
в інокуляторі об'ємом 15 л

відпрацьовані
гази до ЗВ 12.1

інокулят 
до ТП 5.1

вода охолоджена

вода 
оборотна

пара насичена
азот 

6-% HCl від ДР 2.1

6-% NaOH від ДР 2.2 конденсат

композиція А від ДР 3.2.1
композиція Б від ДР 3.2.2
композиція В від ДР 3.2.3

азот від ДР 1.1

До ТП 4.5

До ТП 5.1

До ТП 4.4

До ТП 4.4

До ТП 4.5

До ТП 4.5

Масса Масштаб
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Т 2.2

Т 1.1
Т 1.2

Т 5.5

Т 1.9

Т 1.0
Т 1.8

Т 5.0

І-1Т 
2.
2

Т 
1.2

Т 
1.0

Т 
1.8

Композиція В з колби

Кх

Км

Кт

Інокулят з колби

Т 
1.0

. Н-2

Т 
5.0

Т 2.2

До
 Ф

Р-
11

Композиція Б з колби

6%-й NaOH
6%-й HCl

+0.000

Т 
1.9

Т 
2.
2

Т 
2.
2

Т 
5.5

Т 9.2

1.0

Т 9.5

Т 9.5

УФ-11

Т 1.2

КР від ФР-3

ЗБ-8

Т 1.2

Ф-6

ПЗ-5

Т 
1.9

Т-7Т 
1.9

+0.000

Т 9.4

Т 
1.0

. Н-9

Т 9.4

Т 9.2

0.
0

Ц-10

ФР-3

Т 
5.5

Т 
5.0

Т 
1.2

Т 
1.8

Т 
1.0

.

Т 2.2

Композиція Б з колби
Т 2.2

Кх

Км

Кт

Ві
д 

І-1

натрій-фосфатний
буфер

+0.000

Т 
2.
2

Т 
1.0

Т 
1.9

Т 
1.8

Т 
1.8

Т 2.2

Т 
2.
2

Т 
1.0

.

супернатант до УФ-11
Т 9.2

Т 9.5

З-12

Т 
1.0

С-14

Т 
3.4

Т 0.1

Н-4

До
 З

Б-
8

Т 9.5

Н-13

+0.000

флакони на склад

Т 3.4

поліетиленгліколь

Літерне

Т 0.0 Т 0.0 Відпрацьована біомаса

Графічне

Найменування середовища 
в трубопроводі

Т 0.1 Т 0.1

Умовне позначення

Сухий порошок ентероцину

Т 1.9 Т 1.9 Вода оборотна

Т 1.8 Т 1.8

Т 2.2 Пара насичена Т 2.2

Т 3.0 Повітря відпрацьоване

Т 1.0Т 1.0 Каналізація

Конденсат

Т 3.0

Т 0.2Т 0.2 Стабілізований порошок ентероцину

Т 1.1Т 1.1 Вода питна

Т 1.2Т 1.2 Вода технічна охолоджена

Т 3.4 Т 3.4 Повітря гаряче

Т 9.2 Т 9.2

Культуральна рідинаТ 9.4 Т 9.4

Супернатант

Т 9.5 Т 9.5 Ультраконцентрат

Т 5.0 Азот відпрацьованийТ 5.0

Т 5.4 Т 5.4 Азот

Т 
0.
2

супернатант від Ц-10

З-15

Д-16

Т 
3.0

+0.000

+0.000

+0.000

Т 2.2

Т 
2.
2

Т 
5.5

Т 9.2

1.0

Т 9.5

Т 9.5

Т 1.2

Т 1.2

Т 9.4

Т 9.4

Т 9.2

0.
0

Т 
1.8

Т 
1.8

Т 2.2

Т 
2.
2

Т 9.2

Т 9.5

Т 
1.0

Т 
3.4

Т 0.1

Т 9.5

флакони на склад

Т 
0.
2

Т 
3.0

Масса Масштаб
Изм. Лист № докум. Подп. Дата

Лит.

Разраб.
Пров.
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Н.контр.
Утв.

1
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