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РЕФЕРАТ 

Кваліфікаційна робота присвячена вибору біологічного агента для одержання 

внутрішньоклітинних полігідроксіалканоатів (ПГА) – полімерів, які здатні 

накопичуватися у клітинах мікроорганізмів та використовуються, для отримання 

біопластиків. Проаналізувавши літературні дані, було встановлено, що  Cupriavidus 

necator ATCC 17697 здатний найкраще накопичувати внутрішньоклітинні ПГА. 

Існують різні модифікації даного біополімеру: 3-гідроксибутират (3HB), 3-

гідроксивалерат (3HV), 3-гідроксигексаноат (3HH) тощо. У даній роботі описано 

біосинтез полігідроксибутирату. 

Технологічна схема біосинтезу полігідроксибутирату включає допоміжні 

роботи (приготування та стерилізація запасного розчину мікроелементів, 

приготування титрувальних агентів, приготування та стерилізація поживних 

середовищ для вирощування інокуляту та виробничого біосинтезу). Технологічний 

процес включає в себе 4 стадії вирощування посівного матеріалу (вирощування 

інокуляту в колбах на качалках, посівних апаратах об’ємом 20 л, 200 та 2 м3) та 

виробничий біосинтез у ферментері об’ємом 20 м3. 

Контроль виробництва складається з мікробіологічної та технологічної 

частини. Під час мікробіологічного контролю перевіряють поживні середовища на 

стерильність та слідкують за чистотою посівного матеріалу та культуральної 

рідини. Технологічний контроль включає перевірку концентрації вуглецю, азоту та 

визначення концентрації полігідроксибутирату. 

Кваліфікаційну роботу було виконано згідно отриманого варіанту завдань. 

Робота складається з вступу, п’яти розділів, списку використаної літератури з 110 

найменувань. Загальний обсяг роботи – 128 сторінок, 16 рисунків, 17 таблиць, 2 

схеми. 

Ключові слова: Cupriavidus necator, біопластик, внутрішньоклітинні 

полігідроалканоати, полігідроксибутират, фруктоза, відходи, знешкодження. 
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ABSTRACT 

This  diploma project is devoted to the selection of a biological agent for the 

production of intracellular polyhydroxyalkanoates (PHAs), polymers that can accumulate 

in microbial cells and are used to produce bioplastics. After analyzing the literature data, 

it was found that Cupriavidus necator ATCC 17697 is the best able to accumulate 

intracellular PGAs. There are various modifications of this biopolymer: 3-

hydroxybutyrate (3HB), 3-hydroxyvalerate (3HV), 3-hydroxyhexanoate (3HH), etc. This 

paper describes the biosynthesis of polyhydroxybutyrate. 

The technological scheme of polyhydroxybutyrate biosynthesis includes auxiliary 

works (preparation and sterilization of a reserve solution of trace elements, preparation 

of titration agents, preparation and sterilization of culture media for inoculum cultivation 

and production biosynthesis). The technological process includes 4 stages of inoculum 

cultivation (inoculum cultivation in flasks on rockers, inoculum apparatus of 20 l, 200 

and 2 m3) and production biosynthesis in a 20 m3 fermenter. 

Production control consists of a microbiological and a technological part. During 

microbiological control, the culture medium is checked for sterility and the purity of the 

seed and culture liquid is monitored. Technological control includes checking the 

concentration of carbon and nitrogen and determining the concentration of 

polyhydroxybutyrate. 

This  diploma project was completed in accordance with the assignment. The work 

consists of an introduction, five chapters, and a bibliography of 110 titles. The total 

volume of the work is 128 pages, 16 figures, 17 tables, 2 diagrams. 

Keywords: Cupriavidus necator, bioplastic, intracellular polyhydroalkanoates, 

polyhydroxybutyrate, fructose, waste, disposal. 
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ВСТУП 

Швидкий технологічний прогрес, щорічне збільшення чисельності населення 

та необдумане поводження з ресурсами планети, призвело до появи нових 

екологічних проблем.  

Сьогодні неможливо уявити сучасний світ без пластику. Цей матеріал 

продовжує активно входити у наше життя через дешевизну та фізико-хімічні 

характеристики [1].  

У 2018 році у світі було вироблено понад 359 мільйонів тонн пластику. У 

США використовується близько 34,5 млн тонн пластику, а на переробку іде лише 

8%. Прогнозують щорічне зростання виробництва пластику на 6,5% наступні 5 

років [2].  

У період з 2021 – 2023 статистика продовжує погіршуватися, адже за даними 

науковців на кожну людину припадає додатковий 1 кілограм пластику, це 

зумовлено підвищеним попитом на пакувальні матеріали, зокрема плівки та пакети 

[3]. 

Основна проблема хімічних пластмас, які виробляються на нафтохімічній 

основі – стійкість до високих та низьких температур, ультрафіолетового 

випромінювання, хімічних розчинників та тиску [4]. 

Пластмаси з часом руйнуються і при цьому розпадаються на безліч дрібних 

фрагментів. Найбільше страждає океан, адже 12 млн тонн пластику туди потрапляє, 

у 90% водних птахів, у шлунку є пластик. Мешканці прибережних районів щоранку 

прибирають пляжі від тон сміття. Сучасні дослідження показують, що у третині 

рибі, яку виловлюють у Великій Британії, міститься пластик, який потрапляє в 

організм людини, при споживанні такої риби [5].  

Дослідники почали зосереджувати свою увагу на біополімерах 

(полінуклеотиди, полісахариди, поліфосфати, поліаміди, поліоксоефіри, 

поліфеноли). Проте, найбільшої уваги заслуговують полігідроксіалканоати. Вони 
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мають такі ж фізико-хімічні характеристики як хімічні пластмаси, але через своє 

біологічне походження здатні до розкладання, як в ґрунті так і у воді, в присутності 

кисню чи без.  

Тому пошук альтернативи нафтохімічним пластмасам, які є шкідливими не 

лише при виготовленні, а й при утилізації є актуальною проблемою біотехнології. 

В останні роки науковці зосередили увагу на відкритті біорозкладних полімерів, 

переважно на полігідроксіалканоатах (РНА), їх похідних та співполімерах [6].  

Починаючи з 1 січня 2022 року, на території України почала діяти заборона 

на розповсюдження пластикових пакетів. Законодавством заборонено 

розповсюджувати в магазинах та об’єктах ресторанного господарства 

поліетиленові пакети товщиною 50 мкм [3].  

На жаль, в Україні виробництво полігідроалканоатів не реалізовано, а 

екологічні проблеми поглиблюються. Тому можна реалізувати пробне 

виробництво, щоб зробити поступовий перехід до біорозкладних матеріалів. 

Актуальність зумовлена невпинним поширенням пластикових відходів на 

території нашої країни, які не розкладаються, а лише накопичуються. Більшість 

відходів складають поліетиленові пакети, пакування для продуктів харчування та 

пластикові пляшки, тому необхідно замінити якусь частину цих матеріалів на 

біорозкладні. 

Новизна роботи. Штам Cupriavidus necator ATCC 17697 здатний запасати 

понад 90% ПГБ у вигляді гранул та накопичувати 9,9 г/л полігідроксибутирату при 

рості на фруктозі. Ця концентрація є досить високою, тому даний штам 

перспективно використовувати для промислового виробництва біопластиків. 
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РОЗДІЛ 1 

ХАРАКТЕРИСТИКА ЦІОЛЬВОГО ПРОДУКТУ БІОСИНТЕЗУ 

Біопластики – це полімери, які здатні розкладатися грибами, бактеріями й 

водоростями та утворені повністю з відновлювальних природніх речовин, 

розкладання яких є менш шкідливим, ніж розкладання нафтохімічних пластмас. 

Одним з перспективних видів біопластику є полігідроксіалканоат, який має 

біологічне походження й розкладається мікроорганізмами [7].  

Полігідроксіалканоати (PHA) – клас полімерів, які накопичуються в 

клітинах різних мікроорганізмів, архей, бактерій, як грам-позитивних як і грам-

негативних (рис. 1.1), вперше PHA були виявлені у формі полі(3-

гідроксибутирату) (PHB) Лемуаньом у 1925 році, у бактерій Bacillus megaterium. 

Найбільш важливими виробниками РНА є Cupriavidus necator, Alcaligenes latus, 

Pseudomonas oleovorans або Pseudomonas putida [8,9]. 

 

Рис. 1.1. Загальна структура полігідроксіалканоати (PHA) [10] 

У формулі, зображеній на (рис 1.1), група R – алкільна група, від якої й 

залежить назва та властивості біополімеру. Наприклад, якщо група R 

представлена метилом (CH3), то полімер називатиметься полі(3-

гідроксибутират), якщо R буде (C4H9), то полімер буде мати назву полі(3-

гідроксигептаноат) тощо. Тому хімічна структура та застосування PHA залежать 

від складу та розміру замісників бічного ланцюга [11].  

Взагалі ідентифіковано 150 різних структур PHA, які зазвичай 
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класифікують на три категорії, залежно від кількості атомів вуглецю, які  

складають мономерну одиницю. scl-PHA (рис. 1.2) – це короткі ланцюги, котрі 

містять 3-5 атомів карбону та продукуються Azohydromonaslata і Cupriavidus 

necator, друга група mcl-PHA – середні ланцюги, які складаються з 6-14 атомів 

вуглецю та продукуються Pseudomonas mendocina і Pseudomonas putida, третя 

група lcl-PHA – довгі ланцюги, які містять більше 15 атомів вуглецю та 

продукуються Aureispira marina та Shewanella oneidensis. Від довжини ланцюга 

залежать фізико-хімічні властивості полігідроксіалканоатів [12].     

 

 

 

Рис. 1.2. Зображення біополімерів з коротким (scl-PHA) та середнім (mcl-

PHA) ланцюгом [13] 

 

scl-PHA – жорсткий та крихкий полімер, який через свою кристалічну 

будову важко піддається обробці. Використовується для виробництва 

пакувальних матеріалів для продуктів харчування а та для виготовлення 

одноразових предметів. Також властивості scl-PHA покращують, шляхом 

включення до полімеру 3-гідроксивалерату, що призводить до утворення 

сополімеру полі-3-гідроксибутирату-3-гідроксивалерату. Утворений сополімер 

характеризується більшою міцність, гнучкістю та краще піддається термічній 

обробці. mcl-PHA – це кристалічні полімер середньої довжини, які за природою 

є еластомерами, тому відрізняються властивостями від scl-PHA. PHA середньої 

довжини характеризуються більшою гнучкістю, вони є менш кристалічними та 

мають нижчу температуру плавлення, яка складає 42-65 °С. Якщо температура 

буде перевищена, то полімери стають аморфними та липкими [14]. mcl-PHA 
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використовують для виробництва хірургічних ниток, імплантів, виробництва 

ліків тощо [15,16].    

До scl-PHA належать такі мономери, як 3-гідроксибутират (3HB) або 3-

гідроксивалерат (3HV), до mcl-PHA мономери 3-гідроксигексаноат (3HH), 3-

гідроксіоктаноат (3HO), 3-гідроксидеканоат (3HD) або 3-гідроксидодеканоат 

(3HHD) [17]. Залежно від довжини ланцюга різняться властивості PHA. Зокрема, 

температура плавлення: scl-PHA=179°С, mcl-PHA=80°С, PHB-ко-PHV=137-

170°С [18].  

Ключовими ферментами, які забезпечують полімеризацію РНА з 

використанням (R)-3-гідроксіацил-КоА як субстрату  є РНА-синтази. Залежно 

від субстратної специфічності, складу субодиниць і послідовності амінокислот 

вони поділяються на 4 групи (рис. 1.3). РНА-синтази, які полімеризують scl-PHA 

належать до І, ІІІ IV групи, mcl-PHA полімеризують синтази ІІ групи. РНА-

синтази І (знайдені у C. necator ) і ІІ групи (знайдені у Pseudomonas ) містять одну 

субодиницю PhaC, а синтази III (має субодиниці PhaC і PhaE) і IV (має 

субодиниці PhaC і PhaR) груп складаються з двох субодиниць. Синтази ІІІ  класи 

навні в Allochromatium vinosum, а синтази  IV класу – в Bacillus megaterium [19].  

 

Рис.1.3. Основні класи РНА-синтаз [19] 

 

Утворення PHA відбувається в три етапи, вихідною речовиною для 

біосинтезу є ацетил-КоА. На першому етапі за допомогою ферменту ацетил-
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КоА-ацетилтрансферази відбувається конденсація двох молекул ацетил-КоА, 

після чого утворюється сполука ацетоацетил-КоА, яка відновлюється до (R)-3-

гідроксибутирилу-КоА за допомогою ацетоацетил-КоА-редуктази. Третя реакція 

є ключовою, адже під час неї під дією PHA-синтази відбувається полімеризація 

(R)-3-гідроксибутирилу-КоА до PHA. На схемі (рис. 1.4) відображені описані 

реакції [20].  

 

 

Рис. 1.4. Схема біосинтезу полігідроксіалканоати (PHA) [20] 

 

Бактерії накопичують PHA у формі внутрішньоклітинних гранул, для 

запасів енергії та вуглецю, який виступає альтернативним джерелом жирних 

кислот, котрі метаболізуються в стресових умовах. Процес накопичування 

відбувається лише тоді, коли  вуглець є в надлишку, а поживна речовина, котра 

потрібна для росту, присутня в середовищі культивування в обмеженій кількості. 

До таких речовин належать N, O, P, S або Mg [12]. Проте є й штами бактерій, які 

синтезують PHA, навіть тоді, коли речовина, яка забезпечує ріст не перебуває в 

нестачі [21]. Якщо вихідна сполука для отримання PHA буде містити багато 

вуглецю, то як виробника біопластмас візьмуть Alcaligenes latus або Paracoccus 

denitrificans, а якщо у середовищі буде не вистачати N, O, P тощо, то візьмуть 

мікроорганізм, який буде синтезувати PHA при нестачі всіх потрібних речовин 

для росту, наприклад Cupriavidus necator [22].  

PHA, полімолочна кислота і полібутиленсукцинат є «зеленими» 

полімерами майбутнього, які з часом замінять синтетичні пластики [22].   

Найпоширенішими відновлювальними матеріалами для виробництва 

біопластиків є крохмаль, сироватковий білок, целюлоза, пектин, соєвий білок, 

желатин, хітин, колаген та рослинні олії [23]. PHA є альтернативою традиційним 

пластмасам, адже вони також є термостабільними, мають подібні фізико-хімічні 
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властивості з пластмасами синтетичного походження та здатні розкладатися 

мікроорганізмами. Більш того, полігідроксіалканоати отримують шляхом 

мікробної ферментації з відновлювальних джерел вуглецю, переважно з цукру, 

олії та газів, на відміну від синтетичних полімерів, які отримують з викопного 

палива [8].  

Полігідроксіалканоати – це унікальне вирішення екологічних проблем, 

зокрема, проблеми непереробних відходів. PHA  широко використовуються в 

медицині, сільському господарстві, харчовій та фармацевтичній промисловості, 

завдяки своїй термостійкості, механічним та фізико-хімічним властивостям, а 

також за рахунок здатності до біологічного розкладання [16]. Мікроорганізми 

розкладають PHA за рахунок синтезу PHA-гідролаз та  PHA-деполімераз. При 

потраплянні в ґрунт, повне розкладання PHA на воду і вуглекислий газ 

відбувається протягом семи місяців [24]. Швидкість деградації PHB в 

анаеробних стічних водах складає до кількох місяців, а в морській воді кілька 

років. На ілюстрації (рис.1.5) відображено розклад пляшки, яка створена з 

природного кополімеру полі(3-гідроксибутирату-3-гідроксивалеріату) у стічних 

водах в аеробних умовах, розклад відбувався при температурі 20 °С, зразки 

фотографували на 1, 2, 4, 6, 8 та 10 тижні, якщо дивитися зліва направо. 

 

Рис 1.5. Деградація пляшки з PHB-3ГВ у стічних водах в аеробних умовах при 

20°C  [25] 

 

Не зважаючи на перевагу біопластиків, не можна повністю замінити 

синтетичні пластмаси, котрі шкодять навколишньому середовищу. Тому що 
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широке поширення PHA все ще не можливе через високу собівартість їх 

виробництва, що призводить до більшої вартості продукції виготовленої з 

біопластику, порівняно з синтетичними формами. Встановлено, що вартість PHA 

перевищує в 3-4 рази вартість синтетичних форм пластмас.  

Вартість зумовлена тим, що для виробництва біопластику використовують 

субстрати високої чистоти, зокрема, глюкозу, виробництво відбувається в 

режимі періодичного культивування з певною періодичністю та постійним 

підживленням, також потрібна велика кількість розчинників та роботи персоналу 

для подальшої обробки отриманих сполук. Науковці вже почали працювати над 

методами зниження собівартості PHA, що призведе до підвищення попиту на цей 

біополімер на біомедичному ринку, при виробництві пакувальних матеріалів 

тощо [15].  

Низька токсичність, імунотолерантність та здатність до біорозкладання, 

зумовлюють різні сфери використання PHA. 

PHA в сільському господарстві: біорозкладні пластики застосовують для 

мульчування (покриття поверхні ґрунту для захисту його від перегрівання та 

пересихання) ґрунту, час на який вистачить плівки, залежить від кліматичних 

умов та кількості урожаю. Бактерії, які вироблять PHA, застосовують як 

стимулятори росту рослин, адже вони здатні протистояти стресовим умовам, 

зокрема нестача вуглецю, коливання вологості та температури [11].  

PHA в медицині: в медичних цілях переважно використовують 

гомополімер PHB та кополімер PHB-ко-PHV. У наш час з цих біополімерів 

виготовляють серцеві клапани, судинні трансплантанти. Широко 

використовуються в фармацевтичній галузі, зокрема при виготовленні 

капсульних оболонок, мікроносіїв для протипухлинної терапії. Також 

біополімери застосовують для виготовлення шовних ниток, операційних 

тампонів. Новим напрямком є створення кісткових пластин та спинномозкових 

тканин з PHA [18].  

PHA в пакуванні: основна частина всього виробленого біопластику 

припадає на виготовлення упаковок (≈40%, 1,6 млн тонн). PHA використовують 
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для виробництва упаковок для харчових продуктів і напоїв, через газову 

непроникність біопластику. Також вироби з біопластику широко 

використовують в автомобільній промисловості, у виробах домашнього побуту, 

в будівельній галузі тощо [11].  

На сьогоднішній день понад 25 світу займаються виготовленням 

біопластиків. Нижче представлено кілька компаній, які займаються 

виробництвом PHB, кополімерів та поліефірів.  

Genecis Bioindustries – канадська компанія, яка розташована в Онтаріо та 

є однією з найновітніших компаній, яка виробляє кополімери PHB-3ГВ . Для 

виробництва беруть органічні відходи, які кислотогенні бактеріальні колонії 

використовують для виробництва жирних кислот, які в свою чергу 

перетворюють на кополімер PHA. Виробництво відбувається у великому 

пілотному реакторі, пластик вилучають з клітин хімічним шляхом. З 2021 року 

компанія на нову заводі планувала щотижня перетворювати 3 тони пластику на 

PHB-3ГВ. Виготовлений пластик застосовують для виробництва упаковок 

харчових продуктів, кавових стіків, ниток для 3Д-друку [26].  

Bluepha – китайська компанія, яка має гасло: «пластик має бути від 

природи і повертатися до природи». Компанія займається виробництвом 

кополіефірів, використовуючи рекомбінантний штам бактерії C.necator . Обсяг 

виробництва – 1000 т/р [27]. Компанія використовує альтернативні джерела 

вуглецю (кухонні відходи, сільськогосподарські культури тощо) як субстрати, 

вирощування відбувається у морській воді (рис. 1.6). Поліефіри виготовлені 

компанією, легко розкладаються як у воді так і ґрунті, протягом 3–6 місяців. 

Виготовлений пластик застосовують для виробництва текстилю, гранул для 

акваріуму, полімерних плівок та фарб для 3Д-друку [28].  
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Рис. 1.6. Схема виробництва PHA компанією Bluepha [29]  

 

Biomer – німецька компанія (м. Швальбах), стала однією з перших, яка 

почала виробляти PHB за допомогою штаму Azohydromonas 

australica (раніше  Alcaligenes latus ) на сахарозі. Розробники довели, що A. 

australica швидко накопичувала PHA та утворювала каталітично активну 

біомасу, проте у  90-х роках минулого століття ця технологія не набула широкого 

поширення, через низьку конкурентоспроможність, яка була пов’язана з 

низькими цінами на сиру нафту, з якої виготовляли штучні пластмаси [29].  
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 РОЗДІЛ 2. ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТА ХАРАКТЕРИСТИКА  

БІОЛОГІЧНОГО АГЕНТА 

2.1. Обґрунтування вибору біологічного агента та поживного 

середовища для його культивування 

У наш час все більшою проблемою стає накопичення синтетичного 

пластику, який не розкладається, тому науковці почали досліджувати 

біорозкладні пластики. Найкращим вирішенням даної проблеми стало 

використання полігідроксіалканоатів (PHA), адже окрім біорозкладання вони 

володіють схожими властивостями із синтетичними пластиками [11].  

Всього виділено понад 300 видів гетеротрофних грамнегативних та 

грампозитивних мікроорганізмів, які здатні накопичувати PHA, наприклад 

Methylobacterium sp.,  C. necator, Bacillus sp., Pseudomonas sp., Ente-

robacter sp., Citrobacter sp., Escherichia sp., Klebsiella sp.,  A. beijerinckii,  A. 

vinelandii,  A. macrocytogenes і P. extorquens тощо. Здатність найкраще 

накопичувати PHA спостерігається в бактерій Halomonas, R. eutropha (C. 

necator), E. coli та Pseudomonas [30,31].  

Для того, щоб підібрати поживне середовище для виробництва цільового 

продукту, необхідно розібратися з умовами утворення ПГА. 

Як відомо накопичення ПГА відбувається як результат впливу стресових 

факторів на мікроорганізм, зокрема, обмеження азоту, фосфору або ж кисню 

[24].  

Також важливу роль у накопиченні ПГА відіграє концентрація та 

походження джерела вуглецю, доступність поживних речовин, температура та 

рН.  

Субстрат. Від субстрату залежить вартість ПГА, тому дешева сировина є 

привабливою для дослідників. Бактерії можуть продукувати ПГА на різних 

субстратах. Вуглецевими субстратами можуть бути відновлювальні джерела 
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енергії, зокрема, сахароза, крохмаль, целюлоза, тригліцериди, геміцелюлоза, 

пшениця; субпродукти – патока, молочна сироватка, гліцерин, кукурудзяний 

екстракт, рисові висівки; органічні кислоти – пропіонова кислота, 4- 

гідроксимасляна кислота; відходи – стічні води, води з виробництва пальмової 

олії, активний мул. Глюкоза та сахароза використовуються переважно для 

промислового виробництва ПГА [25]. 

Вплив рН. Дослідники не мають єдиної думки, щодо вибору оптимального 

значення рН. Наприклад, вважають, що оптимальне значення рН для вироблення 

ПГА має бути на рівні 6,0 – 7,5. У дослідженні спостерігали, як зміна рН, впливає 

на кількість вироблених ПГА бактерією C. taiwanensis 184. Рівень рН 

підтримували на рівні 6,0; 7,0 та 8,0. При рН 7,0 спостерігався найбільший вміст 

ПГА на рівні 43,04%. Даний експеримент довів, що кількість накопиченого 

біополімеру чутлива до значення рН [26]. 

Деякі вчені дійшли висновку, що найоптимальнішим значення рН має бути 

на рівні 7,0, адже саме при такому показнику активні ферменти, які беруть участ 

в накопиченні ПГА. Проте, є й дослідження де найбільша концентрація 

цільового продукту була при рН 8,0-9,0 [27].  

Техніка культивування. Для підвищення продуктивності ПГА, 

використовують техніку періодичного культивування з підживленням, оскільки 

швидкість виробництва ПГА, може бути придушена концентрацією субстрату. 

Аеробне культивування з періодичним додованням джерела вуглецевого 

живлення, дозволяє збільшити вміст ПГА. Успішно застосовується ферментація 

в три етапи: перший етап – періодичне культивування під час якого клітини 

мікроорганізму адаптуються, другий етап – періодичне культивування, під час 

якого збільшується загальна біомаса, третій – збільшення накопичення ПГА, 

шляхом обмеження азоту в середовищі [28,29].  

Перший етап вибору біологічного агенту базується на порівнянні їхніх 

показників біосинтезу полігідроксіалканоатів. Для порівняння  було взято три 

штами   C. necator.  
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У статті [28] спостерігали за синтезом PHB, на прикладі штаму C. necator 

ATCC 17697, як ростовий субстрат використали глюкозу. Культивування 

проводили у біореакторі за допомогою порційної ферментації, протягом 76 

годин. Процес накопичення ПГА зупинився через 25 годин після початку 

культивування, адже вичерпався весь сульфат амонію, тому була здійснена ще 

одна порційна ферментація, додали фруктозу 20 г/л та 1,5 г/л амоній сульфату. 

Після 33 годин культивування залишкова біомаса залишалася постійною, а 

загальна біомаса збільшувалася за рахунок накопичення ПГА. Загалом 

утворилося 14,4 г/л біомаси та 9,9 г/л ПГА. 

У даному дослідженні [32] спостерігали за накопиченням ПГА, на 

прикладі штаму C. necator DSM 545. Як ростовий субстрат використали 

фруктозу, а також екстракт червоного яблука. Суть дослідження полягала у тому, 

щоб показати, що ПГА можна отримати з відновлювальних джерел енергії, у 

даному випадку з фруктів та овочів, які є харчовими відходами. Зібрані овочі та 

фрукти обробляли та піддавали екстракції. Найкращі показники накопичення 

ПГА спостерігалися при використанні екстракту дині та яблука, для 

порівняльної таблиці взяті показники при рості на екстракті яблука, адже даний 

фрукт є типовим для нашої місцевості. Екстракт червоного яблука містить 

високу концентрацію відновлюючих цукрів, а також додатковий азот та фосфор. 

На діаграмі (рис. 2.1.1) можна спостерігати кількість утворених ПГА за 96 годин 

культивування у поживному середовищі DMSZ-81 з додаванням екстрактів 

різних фруктів та овочів. При культивуванні C. necator DSM 545 з екстрактом 

червоного яблука було утворено 7,4 г/л ПГА за 96 годин. 

 

Цибуля 

Червоне яблуко 

Диня 

Помідор 

Груша 

Жовте яблуко 

Час (год) 
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Рис. 2.1.1.  Графік росту C. necator DSM 545 протягом 96 годин, у колбах 

на середовищі DMSZ-81 з додаванням різних екстрактів [32] 

У статті [31] спостерігали як накопичує ПГА C. necator Н16, 

використовуючи як джерело вуглецю, олію ятрофи. Цікавим є те, що на 38 

годину культивування додали 1,18 г/л етанолу та спостерігали, що почав 

збільшуватися вихід ПГА. Не вдалося встановити точний зв’язок між 

накопиченням ПГА та додаванням етанолу, проте вважають, що додавання 

етанолу активізує алкогольдегідрогеназу та виробляється ацетил-КоА та 

НАД(Ф)Н. НАД(Ф)Н інгібує ЦТК, це призводить до вищої кількості ацетил-КоА 

в біосинтетичному шляху ПГА. Також зменшується кількість вільного КоА, 

через інгібування ЦТК. Це сприяє утворенню вільного КоА-інгібованого 

ферменту кетотіолази, що призводить до синтезу більшої кількості ПГА. При 

культивуванні C. necator Н16 на олії ятрофи було утворено 3,5 г/л ПГА за 69,5 

годин. 

Всі отримані дані були систематизовані (табл. 2.1) та свідчать, що 

найбільшу кількість ПГА – 9,1 г/л синтезується штамом C. necator ATCC 17697, 

але тривалість культивування та поживні середовища для культивування були 

різними. Тому потрібно розрахувати вартість поживних середовищ, на яких 

культивували мікроорганізм (табл. 2.2). 
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Таблиця 2.1 

Порівняння показників біосинтезу полігідроксіалканоатів різними біологічними агентами 

Біологічний 

агент 

Склад поживного середовища Тривалість 

культивування, 

год 

Концентрація 

ПГА, г/л 

Особливості процесу 

біосинтезу 
Використана література 

компонент 
концентрація,  

г/л 

1 2 3 4 5 6 7 

Cupriavidus 

necator 

ATCC 17697 

Фруктоза 

(NH₄)₂SO₄ 

KH₂PO₄ 

NaH2PO4 

MgSO₄∙7H₂O 

FeSO4∙7H₂O 

MnCl2∙4H₂O 

CaCl2∙2H₂O 

CuCl2∙2H₂O  

ZnSO4∙7H₂O 

H3BO3 

CoCl2∙6H₂O 

NiCl2∙6H₂O 

Na2MoO4∙2H2O 

Для підживлення: 

Фруктоза 

(NH₄)₂SO₄ 

20 

1,5  

4,35 

4,35 

0,5 

0,2 

0,003 

0,2 

0,001 

0,01 

0,03 

0,02 

0,002 

0,003 

 

20 

1,5 

76 9,9 

Культивування проводили у 

біореакторі BioFlo 110, 

об'ємом 6 л (pH 7,0±2, 

t°=30°C, аеробні умови). 

Додавання нової дози 

сульфату амонію (1,5 г/л) та 

фруктози (20 г/л) на 25 

годину культивування 

 

Nygaard D., Yashchuk O., 

Noseda D.G. et al. Improved 

fermentation strategies in a 

bioreactor for enhancing 

poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) 

production by wild type 

Cupriavidus necator from 

fructose. Heliyon. 2021, 

7(1):1–11 doi: 

10.1016/j.heliyon.2021.e05979 

Cupriavidus 

necator 

DSM 545 

Екстракт червоного 

яблука 

Фруктоза 

NH₄Cl 

KH₂PO₄ 

NaH2PO4∙7H₂O 

MgSO₄∙7H₂O 

NaHCO3 

 

27 

 

30 

1 

2,3 

2,9 

0,5 

0,5 

 

96 7,4 

Культивування проводили у 

колбах Ерленмейєра об’ємом 

100, t°=30°C, аеробні умови) 

Costa P., Basaglia M., Casella S. and 

Favaro L. Polyhydroxyalkanoate 

production from fruit and vegetable 

waste processing. Polymers. 2022, 

14 (24):5529. doi: 10.3390/ 

polym14245529 

 

 

 

http://dx.doi.org/10.1016/j.heliyon.2021.e05979
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Закінчення таблиці 2.1. 

 

CaCl2∙2H₂O 

Цитрат заліза(ІІІ) 

амонію 

MnCl2∙4H₂O 

CuCl2∙2H₂O  

ZnSO4∙7H₂O 

H3BO3 

CoCl2∙7H₂O 

NiCl2∙6H₂O 

Na2MoO4∙2H2O 

рибофлавін 

тіамін-НСІ∙2H₂O 

нікотинова к-та 

піридоксин-НСІ 

біотин 

фолієва кислота 

вітамін В12 

0,01 

0,05 

 

0,003 

0,001 

0,01 

0,03 

0,02 

0,002 

0,003 

0.0000005 

0.0000025 

0.0000025 

0.0000025 

0.000000005 

0.00000001 

0.00000005 

 

96 7,4 

Культивування проводили у 

колбах Ерленмейєра об’ємом 

100, t°=30°C, аеробні умови) 

Costa P., Basaglia M., Casella S. and 

Favaro L. Polyhydroxyalkanoate 

production from fruit and vegetable 

waste processing. Polymers. 2022, 

14 (24):5529. doi: 10.3390/ 

polym14245529 

 

Cupriavidus 

necator 

H16 

Олія ятрофи 

Сечовина 

Етанол 

KH₂PO₄ 

Na2HPO4∙12H₂O 

MgSO₄∙7H₂O 

MnCl2∙4H₂O 

CuSO4∙5H₂O  

ZnSO4∙7H₂O 

H3BO3 

CoCl2∙7H₂O 

NiCl2∙6H₂O 

Na2MoO4∙2H2O 

12,5 

1 

1,18 

1,5 

9 

0,2 

0,003 

0,001 

0,01 

0,03 

0,02 

0,002 

0,003 

69,5 3,5 

Культивування проводили у 

колбах на качалці об’ємом 

100 мл при 200 об/хв (pH 7,5, 

t°=30°C, аеробні умови) 

Batcha A.F, Prasad D.M, Khan M.R 

and Abdullah H. Biosynthesis of 

poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) by 

Cupriavidus necator H16 from 

jatropha oil as carbon source. 

Bioprocess Biosyst Eng. 2014, 

37(5):943-51. doi: 10.1007/s00449-

013-1066-4.  
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Таблиця 2.2 

Вартість поживних середовищ для вирощування продуцентів ПГА 

Продуце

нт 

Компонент 

поживного 

середовища 

Концентра

ція у ПС,  

г/л 

Ціна 

компонен

та, грн/кг 

Вартість 

компонен

та (грн) 

на 1 л 

середови

ща 

Джерело 

інформа

ції 

1 2 3 4 5 6 

Cupriavidus 

necator 

ATCC 

17697 

Фруктоза 20 100 2,00 1 

(NH₄)₂SO₄ 1,5 22 0,033 2 

KH₂PO₄ 4,35 144 0,6264 3 

NaH2PO4 4,35 126 0,567 4 

MgSO₄∙7H₂O 0,5 17 0,0085 5 

FeSO4∙7H₂O 0,02 39 0,00078 6 

MnCl2∙4H₂O 0,003 168 0,000336 7 

CaCl2∙2H₂O 0,02 49 0,00098 8 

CuCl2∙2H₂O  0,001 245 0,000245 9 

ZnSO4∙7H₂O 0,01 87 0,00087 10 

H3BO3 0,03 44,8 0,001344 11 

CoCl2∙7H₂O 0,02 1000 0,02 12 

NiCl2∙6H₂O 0,002 320 0,00064 13 

Na2MoO4∙2H2O 0,003 475 0,001425 14 

  Середовище для підживлення  

 Фруктоза 20 100 2,00 1 

 (NH₄)₂SO₄ 1,5 22 0,033 2 

 Вартість 1 л середовища – 5,27 грн 

Cupriavidus 

necator 

DSM 545 

Екстракт 

червоного 

яблука 

27 908,31 7,83 15 

Фруктоза 30 102 3,06 1 

NH₄СІ 1 80 0,08 16 

KH₂PO₄ 2,3 144 0,3312 3 

NaH2PO4 2,9 126 0,3654 4 

MgSO₄∙7H₂O 0,5 17 0,0085 5 

NaHCO3 0,5 39 0,0195 17 

CaCl2∙2H₂O 0,01 49 0,00049 8 

Цитрат заліза 

(ІІІ) амонію 

0,05 540 0,027 18 

MnCl2∙4H₂O 0,003 168 0,00504 7 

CuCl2∙2H₂O 0,001 245 0,00245 9 

ZnSO4∙7H₂O 0,01 87 0,0087 10 

H3BO3 0,03 44,8 0,01344 11 

CoCl2∙7H₂O 0,02 1000 0,2 12 

NiCl2∙6H₂O 0,002 320 0,0064 13 

Na2MoO4∙2H2O 0,003 475 0,01425 14 

Рибофлавін 0.0000005 1200 0,0000006 19 
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Примітка: ціни наведено станом на 16.03.2023: 1 -  https://www.systopt.com.ua/item-fruktoza; 2 - 

https://marganec.prom.ua/p469050-sulfat-amoniyu-amonij.html?&primelead=MS45, 3 - 

https://www.systopt.com.ua/item-kalij-fosfornokyslyj-1-zamishhenyj, 4 - https://www.systopt.com.ua/item-natrij-

fosfornokyslyj-fosfat-natriyu-odnozamishhenyj-b-v, 5 - https://flagma.ua/uk/sulfat-magniyu-magniy-sirchanokisliy-

7-vodniy-o13623082.html, 6 - https://prom.ua/ua/p273592540-zhelezo-sernokisloe-

zheleznyj.html?&primelead=MS45, 7 - https://marganec.prom.ua/ua/p277934134-marganets-hloristyj-vodnyj.html, 

8 - https://tov-srp.com/product/kalczij-hloristyj/, 9 - https://soda.kiev.ua/ua/p39523455-hlorid-medi.html, 10 - 

http://surl.li/fnekl, 11 - http://surl.li/fnemb, 12 - http://surl.li/fnemf, 13 - https://harkiv-torg.com.ua/ua/p800669553-

hlorid-nikelya-geksagidrat.html, 14 - http://surl.li/fneqi, 15 - https://sb.prom.ua/ua/p1663324362-yabluchnij-

poroshok.html,  16 - http://surl.li/fnewi, 17 - https://marganec.prom.ua/ua/p1612550870-pischevaya-soda-

gidrokarbonat.html?&primelead=My42\, 18 - https://www.olx.ua/d/uk/obyavlenie/zhelezo-iii-limonnoammiachnoe-

zelenoe-ammoniy-zhelezo-iii-tsitrat-zel-IDKB9Kz.html, 19 - https://www.systopt.com.ua/item-vitamin-v2-

ryboflavin, 20 - https://www.systopt.com.ua/ru/item-vitamin-v1-tiamin, 21 - https://www.systopt.com.ua/item-

nikotynova-kyslota, 22 - https://www.systopt.com.ua/item-vitamin-b6-pirydoksyn, 23 - 

https://www.systopt.com.ua/item-vitamin-n-biotyn, 24 - https://www.systopt.com.ua/item-foliyeva-kyslota-vitamin-

v9, 25 - https://www.systopt.com.ua/item-vitamin-v12-kobalamin, 26 - https://www.alibaba.com/product-

detail/biodiesel-crude-jatropha-acid-oil-for_50035597005.html?spm=a2700.7724857.0.0.66ce215cY1Adbu, 27 - 

https://www.systopt.com.ua/item-sechovyna, 28 - https://prom.ua/ua/p1344865879-spirt-etilovyj-tehnicheskij.html ,   

29 - https://marganec.prom.ua/ua/p384765140-sulfat-medi-mednyj.html?&primelead=MS45. 

 

Закінчення таблиці 2.2. 

1 2 3 4 5 6 

 Тіамін-

НСІ∙2H₂O 

0.0000025 

 

1651 0,000004 20 

Нікотинова 

к-та 

0.0000025 

 

249 0,0000006 21 

Піридоксин-

НСІ 

0.0000025 

 

780 0,000002 22 

Біотин 0.000000005 

 

2160 0,000000005 23 

Фолієва к-та 0.00000001 7500 0,000000008 24 

Вітамін В12 0.0000005 900 0,0000005 25 

 Вартість 1 л середовища – 11,98 грн 

Cupriavidus 

necator 

Н16 

Олія ятрофи 12,5 80 1,2 26 

Сечовина 1 39,60 0,0396 27 

Етанол 1,18 78 0,19 28 

KH₂PO₄ 1,5 144 0,216 3 

NaH2PO4 9 126 1,134 4 

MgSO₄∙7H₂O 0,2 17 0,0034 5 

MnCl2∙4H₂O 0,003 168 0,000504 7 

CuSO4∙5H₂O  0,001 135 0,000135 29 

ZnSO4∙7H₂O 0,01 87 0,00087 10 

H3BO3 0,03 44,8 0,01344 11 

CoCl2∙7H₂O 0,02 1000 0,02 12 

NiCl2∙6H₂O 0,002 320 0,0064 13 

Na2MoO4∙2H2O 0,003 475 0,001425 14 

 Вартість 1 л середовища – 2,81 грн 

https://www.systopt.com.ua/item-fruktoza
https://marganec.prom.ua/p469050-sulfat-amoniyu-amonij.html?&primelead=MS45
https://www.systopt.com.ua/item-kalij-fosfornokyslyj-1-zamishhenyj
https://www.systopt.com.ua/item-natrij-fosfornokyslyj-fosfat-natriyu-odnozamishhenyj-b-v
https://www.systopt.com.ua/item-natrij-fosfornokyslyj-fosfat-natriyu-odnozamishhenyj-b-v
https://flagma.ua/uk/sulfat-magniyu-magniy-sirchanokisliy-7-vodniy-o13623082.html
https://flagma.ua/uk/sulfat-magniyu-magniy-sirchanokisliy-7-vodniy-o13623082.html
https://prom.ua/ua/p273592540-zhelezo-sernokisloe-zheleznyj.html?&primelead=MS45
https://prom.ua/ua/p273592540-zhelezo-sernokisloe-zheleznyj.html?&primelead=MS45
https://marganec.prom.ua/ua/p277934134-marganets-hloristyj-vodnyj.html
https://tov-srp.com/product/kalczij-hloristyj/
https://soda.kiev.ua/ua/p39523455-hlorid-medi.html
http://surl.li/fnekl
http://surl.li/fnemb
http://surl.li/fnemf
https://harkiv-torg.com.ua/ua/p800669553-hlorid-nikelya-geksagidrat.html
https://harkiv-torg.com.ua/ua/p800669553-hlorid-nikelya-geksagidrat.html
http://surl.li/fneqi
https://sb.prom.ua/ua/p1663324362-yabluchnij-poroshok.html
https://sb.prom.ua/ua/p1663324362-yabluchnij-poroshok.html
http://surl.li/fnewi
https://marganec.prom.ua/ua/p1612550870-pischevaya-soda-gidrokarbonat.html?&primelead=My42/
https://marganec.prom.ua/ua/p1612550870-pischevaya-soda-gidrokarbonat.html?&primelead=My42/
https://www.olx.ua/d/uk/obyavlenie/zhelezo-iii-limonnoammiachnoe-zelenoe-ammoniy-zhelezo-iii-tsitrat-zel-IDKB9Kz.html
https://www.olx.ua/d/uk/obyavlenie/zhelezo-iii-limonnoammiachnoe-zelenoe-ammoniy-zhelezo-iii-tsitrat-zel-IDKB9Kz.html
https://www.systopt.com.ua/item-vitamin-v2-ryboflavin
https://www.systopt.com.ua/item-vitamin-v2-ryboflavin
https://www.systopt.com.ua/ru/item-vitamin-v1-tiamin
https://www.systopt.com.ua/item-nikotynova-kyslota
https://www.systopt.com.ua/item-nikotynova-kyslota
https://www.systopt.com.ua/item-vitamin-b6-pirydoksyn
https://www.systopt.com.ua/item-vitamin-n-biotyn
https://www.systopt.com.ua/item-foliyeva-kyslota-vitamin-v9
https://www.systopt.com.ua/item-foliyeva-kyslota-vitamin-v9
https://www.systopt.com.ua/item-vitamin-v12-kobalamin
https://www.alibaba.com/product-detail/biodiesel-crude-jatropha-acid-oil-for_50035597005.html?spm=a2700.7724857.0.0.66ce215cY1Adbu
https://www.alibaba.com/product-detail/biodiesel-crude-jatropha-acid-oil-for_50035597005.html?spm=a2700.7724857.0.0.66ce215cY1Adbu
https://www.systopt.com.ua/item-sechovyna
https://prom.ua/ua/p1344865879-spirt-etilovyj-tehnicheskij.html
https://marganec.prom.ua/ua/p384765140-sulfat-medi-mednyj.html?&primelead=MS45
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Щоб остаточно обрати найефективніший біологічний агент, необхідно 

розрахувати умовну вартість 1 г ПГА і кількість утвореного біопластику для 

кожного з проаналізованих штамів (табл. 2.3). 

Таблиця 2.3 

Умовна вартість 1 г ПГА, синтезованого на різних поживних 

середовищах 

 

За результатами порівняння, найкращим продуцентом цільового 

продукту є C. necator ATCC 18697. Саме цей штам синтезує найбільшу 

кількість PHB за годину за заданих умов культивування, проте умовна вартість 

1 г ПГА, найменша у штаму C. necator Н16, але з таблиці бачимо, що вихід 

цільового продукту найменший. Тому для подальшої роботи, було обрано 

Cupriavidus necator ATCC 18697. 

Але як зазначалося на початку розділу є й інші мікроорганізми, які 

синтезують ПГА та здатні накопичувати їх у значно вищій кількості. 

Наприклад, Azohydromonas аustralica DSM 1124 утворює 20,55 г/л ПГА за 69 

годин, при багаторазовому серійному культивуванні [33]. 

2.2. Перевірочний розрахунок складу поживного середовища для 

вирощування   Cupriavidus necator АТСС 17697 – продуцента 

внутрішньоклітинних полігідроалканоатів.  

Тривалість культивування 76 год, концентрація ПГА в культуральній 

рідині становить 9,9 г/л, а концентрація біомаси – 14,4 г/л. 

Біологічний 

агент 

Вартість 1 л 

середовища, 

грн 

Концентрація 

ПГА, 

г/л 

Умовна 

вартість 

1 г 

ПГА, 

грн/г 

Тривалість 

культивування, 

год 

Кількість 

утвореного 

ПГА за 

годину, 

г/год 

Cupriavidus 

necator 

ATCC 17697 

5,27 9,9 0,53 76 0,13 

Cupriavidus 

necator 

DSM 545 

11,98 7,4 1,62 96 0,08 

Cupriavidus 

necator 

Н16 

2,81 3,5 0,80 69,5 0,05 
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Розрахунок вмісту в середовищі джерела вуглецевого живлення  

Потреби для синтезу цільового продукту. Як джерело вуглецю для 

одержання ПГА використовується фруктоза. 

Розрахуємо скільки вуглецю міститься в 9,9 г полігідроксибутирату. З 

літературних джерел молекулярна маса біополімеру становить 1710 кДа. 1кДа 

дорівнює 10 г/моль, тому молекулярна маса ПГБ 17100 г/моль. Кількість 

атомів вуглецю з формули підрахувати неможливо, адже цільовий продукт є 

полімером. Проте, можна підрахувати кількість атомів вуглецю у мономері та 

поділити масу всього ПГБ на молекулярну масу одного мономеру. 

Помножимо кількість мономерів на кількість атомів вуглецю, отримаємо 

молярну масу вуглецю у полімері. Порахувавши отримаємо число 9552 г/моль. 

Складемо пропорцію, знаючи що у 17100 г полігідроксибутирату міститься 

9552 г вуглецю. Тому, в 9,9 г ПГБ міститься (9,9× 9552)/17100 = 5,5 г вуглецю. 

Далі розрахуємо у скількох грамах фруктози міститься 5,5 г вуглецю, 

враховуючи, що вміст вуглецю у фруктозі становить 72 г/моль. Тому, у 180 г 

фруктози міститься 72 г вуглецю, а 5,5 г вуглецю міститься у (5,5× 180)/72 = 

13,75 г. 

Потреби для синтезу біомаси. Як джерело вуглецю для одержання 

ПГА використовується фруктоза. У біомасі міститься 50% Карбону, отже 

вміст Карбону в 14,4 г біомаси становить 14,4 × 0,5 = 7,2 г. Ця кількість 

Карбону міститься у (14,4 × 180)/72 = 36 грамах фруктози. Враховуючи 40% 

втрати субстрату на «холосте окиснення», для одержання 14,4 г біомаси у 

середовище необхідно внести (36 × 0,4) + 36 = 50,4 г/л фруктози.  

Розрахунок вмісту в середовищі джерела азотного живлення 

Потреба для синтезу біомаси. Припустимо, що у біомасі міститься 

10% Нітрогену. Таким чином, у 14,4 г біомаси вміст азоту (за елементом N) 

становить 1,44 г. Продуцент лізину асимілює як джерела азотного живлення 

мінеральний (амонійний) Нітроген. Для одержання ПГА в промислових 

умовах використовується середовище, яке містить як джерело мінерального 

Нітрогену сульфат амонію – (NH4)2SO4.  
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Розрахуємо кількість сульфату амонію, необхідну для одержання 14,4 

г/л біомаси. Молекулярна маса (NH4)2SO4 становить 132. Отже, у 132 г 

сульфату амонію міститься 28 г Нітрогену (N), тоді 1,44 г Нітрогену буде 

міститись у (132 × 1,44) / 28 = 6,8 г солі. Для одержання 14,4 г/л біомаси вміст 

(NH4)2SO4 у середовищі культивування повинен становити 6,8 г/л 

Згідно [1] концентрація сульфату амонію у середовищі для 

культивування C. necator ATCC 17697 становить лише 3 г/л, що недостатньо 

для синтезу 14,4 г/л біомаси. Це може бути зумовлено тим, що ПГА здатні 

накопичуватися в клітинах лише за несприятливих умов, зокрема такою 

умовою є нестача джерела азотного живлення. 

Розрахунок вмісту Фосфору у середовищі  

У біомасі міститься близько 3 % Фосфору (за елементом Р). Отже, для 

синтезу 14,4 г/л біомаси вміст Фосфору у середовищі повинен становити 14,4 

× 0,03 = 0,43 г/л. Джерелами Фосфору у промисловому виробництві лізину є 

однозаміщений Калій та Натрій  фосфорнокислий – КН2РО4 і NaН2РО4.  

Вміст Фосфору у NaН2РО4 – 31 / 120 = 26 %, а у КН2РО4 становить 31 / 

136 = 23%. Отже, у NaН2РО4 міститься у 26 / 23 = 1,1 рази більше Фосфору, 

ніж у Na2НРО4. Приймемо вміст Фосфору (Р) у КН2РО4 за 1 (одиницю), тоді 

вміст Р у NaН2РО4 буде 1,1. Отже, можемо записати 2,1 × х = 0,43, звідки х ≈ 

0,2. 

 Таким чином, вміст Р у вигляді КН2РО4 становить 0,2 г/л, а у вигляді 

NaН2РО4 − 0,2 × 1,1 ≈ 0,22 г/л. Відповідно, концентрація цих солей у 

середовищі становить (136 × 0,2) / 31 ≈ 0,9 г/л та (120 × 0,22) / 31 ≈ 0,9 г/л. 

Отже, середовище для культивування продуцента ПГА  містить по 0,9 г/л 

КН2РО4 і NaН2РО4. 

Інші компоненти середовища 

Джерелами необхідних для росту бактерій елементів, таких як Натрій є 

NaH2PO4 та Na2MoO4∙2H2O, Кальцію – CaCl2∙2H₂O, Хлору – MnCl2∙4H₂O, 

CuCl2∙2H₂O, CoCl2∙7H₂O, та NiCl2∙6H₂O, Магнію – MgSO₄∙7H₂O, Сульфуру –  

ZnSO4∙7H₂O, FeSO4 та MgSO₄∙7H₂O, Заліза – FeSO4. 
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2.3. Морфолого-культуральні ознаки 

Cuprivadius necator (раніше Wautersia eutropha, Ralstonia eutropha, 

Alcaligenes eutrophus) – ꞵ-протеобактерія, грам-негативна , паличкоподібної 

форми із заокругленими кінцями (рис.2.3.1), палички короткої форми. С. 

necator рухливий, рухається за допомогою перитрихіальних джгутиків. 

Джгутиків зазвичай від 2 до 10 (рис. 2.3.2) [34,35].  

 

Рис. 2.3.1. Колонії C. necator на скошеному агарі та при фарбуванні за 

Грамом (збільшення 1000х) [36] 

 

 

Рис. 2.3.2. Електронна мікроскопія C. necator [35] 

Клітини мають розмір 0,5-0,8 × 2-5 мікрон і розташовуються поодинці, 

попарно і в коротких ланцюжках. Неспороутворюючі, розмножуються 

шляхом бінарного поділу. 
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Особливістю С. necator є здатність до накопичення 

внутрішньоклітинних PHA у формі гранул (рис.2.3.3.), які називають 

карбоносомами. Карбоносоми  - складноорганізовані субклітинні органели. 

Внутрішньоклітинні гранули РНА зазвичай мають розмір 0,2-0,5 мкм [37, 38].  

 

Рис. 2.3.3. Клітини Cupriavidus necator, що містять  37 % гранул PHA 

(за збільшення у 65000х ) [39]. 

 

У клітини С. necator може накопичуватися до 10% РНА при рості на 

повних поживних середовищах та до 80% РНА при рості на середовищах, де 

достатня кількість вуглецю, але обмежена кількість азоту [40].   

Карбоносоми забезпечують захист клітин від осмотичного шоку, УФ-

випромінювання, окиснення та несприятливих температур. Також беруть 

участь у споруляції, утворенні цист, контролі екскреції екзополісахаридів [39]. 

Виявлення ПГА. Для того, щоб виявити бактерії, які синтезують ПГА, 

а також сам біополімер використовують метод фарбувальної  флуоресценції. 

На агаризованих середовищах використовують барвник, котрий носить назву 

нільський синій. Мікроорганізми, котрі синтезують ПГА, при рості на 

агаризованому середовищі з цим барвником, поглинають фарбу. Цей барвник 

проникає у включення, в яких знаходиться ПГА. Потім ці сполуки при 

потраплянні на них УФ-променів довжиною 312 нм, відбивають помаранчевий 

колір і генерується помаранчева флуоресценція. Цей метод дозволяє не лише 
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виявити ПГА й організми, які його синтезують, а також вказує на кількість 

синтезованого біополімеру. Чим вища флуоресценція, тим більша кількість 

синтезованого біополімеру. Згідно з дослідженням, яке провели вчені у статті 

[41], можна спостерігати яскраву флуоресценцію, яку демонструє ізолят 16а, 

котрий ідентифіковано як Stenotrophomonas maltophilia HA-16, порівняно із 

зразком 8, що вказує на високу кількість отримання ПГА даним ізолятом (рис. 

2.3.4.) [41]. 

 

 

Рис. 2.3.4.  Ізоляти, які продукують ПГА, інокульовані на 

агаризованому середовищі для виявлення ПГА під дією УФ-променів: А) 

ізолят 8; В) ізолят 16а [41] 

C. necator  утворює гладкі колонії, які досягають 1–2 мм протягом 48 

годин при 30 °C на кров’яному агарі [42].   

При рості на середовищі Луріа-Бертані при 37 °С протягом 24 годин, 

колонії не пігментовані, забарвлення з’являється лише після накопичення РНА 

[43].  

При рості на триптоказо-соєвому агарі (TSA) протягом 24 годин, при 

30°С утворюють круглі, гладкі, опуклі та прозорі колонії діаметром 0,5 мм 

[43].  

На поживному агарі протягом 2 дні, при 27°С колонії досягають 2-4 мм, 

брудно-білі, блискучі, слизові, гладкі, опуклі з цілим краєм [35]. 
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2.4.Фізіолого-біохімічні ознаки 

Факультативний аероб. С. necator виконувє аеробне дихання, проте 

здатний існувати й за низьких концентрацій кисню. Анаеробне дихання 

здійснюється шляхом денітрифікації нітрату до газоподібного азоту [36].  

Мезофіл. Мікроорганізм для якого температурний оптимум 20-42 °С. 

Найбільш оптимальною температурою для C.necator є 27°С. Інтенсивний ріст 

спостерігається й при 37°С, при 15°С ріст відбувається із затримкою. При 

температурі 55°С ріст не спостерігається [35]. 

Лугостійкий нейтрофіл. Алкалофіл. C. necator може існувати при рН 

5,5-9.2, але найкраще росте в середовищах, де значення рН нейтральне 7.0.-

8.0.  

3% розчин NaCl  інгібує ріст Cuprivadius necator. Найкращий ріст 

спостерігається в присутності 1% NaCl [44]. 

Факультативний хемолітотроф. Залежно від джерела вуглецю 

C.necator може бути автотрофом (якщо росте на суміші CO2 та H2) та 

гетеротрофом (якщо використовуються органічні сполуки). Як джерело 

вуглецю здатний використовувати фруктозу, глюкозу, фумарат, аспартат, 

глюконат, лактат, арабінозу,  L-глутамат, L-лейцин. Фіксація CO2 відбувається 

шляхом Кальвіна-Бассема. Особливістю C. necator є здатність рости на 

альтернативних джерелах вуглецю таких як, олія авокадо, вінанс, відходи 

цукрової промисловості, масло кавової гущі тощо [45,46,47]. 

2.5. Таксономічний статус біологічного агента 

Філогенетичну класифікацію C. necator наведено відповідно до другого 

видання Керівництва Бергі з систематики бактерій [48].  

Домен – Bacteria  

Тип – Proteobacteria  

Клас – β-Proteobacteria  

Порядок – Burkholderiales  

Родина – Burkholderiaceae 

Рід – Cupriavidus 

Вид – necator 
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 РОЗДІЛ 3. ТЕХНІКО-ЕКОНОМІЧНЕ ОБГРУНТУВАННЯ 

3.1. Потреба у цільовому продукті 

Основною проблемою сучасності є накопичення великої кількості 

відходів, зокрема пластикових. На жаль, екологічні проблеми потрібно 

вирішувати, адже етап, коли їм можна було запобігти, давно пройдений. Історія 

застосування пластику бере свій початок ще з кінця ХІХ століття, а масовий 

випуск почався зсередини ХХ століття. Пластикові відходи невпинно 

розповзаються планетою, за даними на 2021 рік їх кількість становить 139 

мільйонів тонн, адже 40% пластику використовується одноразово. Тому дана 

проблема привертає увагу, адже пластик забруднює планету починаючи від 

гірських вершин і закінчуючи дном Світового океану [49-51]. 

Проблема пластикових відходів не оминула й Україну. Також існує 

проблема переробки відходів у нашій державі, адже у країнах ЄС переробці 

підлягає 70% пластикових матеріалів, а в Україні лише 6%. Проте, підприємства 

нашої держави активно впроваджують технології переробки, повторного 

використання матеріалів, а також створення біорозкладної тари [52,53]. 

Одним із рішень боротьби з відходами є їх повторне використання. 

Більшість пластикової тари підлягає обробці. Кожна пластикова упаковка має 

знак екологічного маркування, який показує чи можна переробляти даний виріб 

та як споживачі можуть використовувати даний тип полімеру. На сьогодні в 

Україні переробляється приблизно 180 тисяч тонн пластику, що становить10-

12% [54]. 

Зокрема корпорація «Оболонь» одною з перших почала переробляти 

пластикові відходи і за 18 років такої ініціативи було перероблено 13318 тонн 

пластику, це приблизно 380 млн бутилок [55].  Також популярності набуває 

пакування, яке біологічно розкладається у ґрунті та воді. Починаючи з 1 лютого 

2022 року на території нашої країни почала діяти постанова уряду, яка  
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заборонила безкоштовне розповсюдження пластикових пакетів, замість них  

почали з’являтися біорозкладні. Дана ініціатива стимулює виробників 

модернізувати технології виробництва пластикових пакетів, а також переходити 

до біорозкладних матеріалів. За 2022 українські супермаркети збільшили продаж 

біорозкладних пакетів у 13-15 разів [52,56]. 

Компанія «Кока-Кола Беверіджис Україна» є одним з лідерів випуску 

газованих напоїв та відповідає за виробництво, пакування та розповсюдження 

безалкогольних напоїв. Станом на 2023 рік в Україні підприємство представлено 

12 регіональними підрозділами з головним офісом і заводом у селі Велика 

Димерка Київської області [57].  

Стратегія підприємства – «Світ без відходів» спрямована на скорочення 

відходів, реалізацію проектів зі збору сміття та боротьбу з відходами, а також 

реалізацію схем повторної переробки відходів. До 2030 року компанія планує 

переробляти таку ж кількість бутилок, яка продається [58]. 

Як зазначалося раніше у світі набуває популярності виготовлення пляшок 

з ПГБ, адже вони розкладаються протягом 8-10 тижнів, як у воді так і у ґрунті 

[59].  

Так як діяльність «Кока-Кола Беверіджис Україна» спрямована на 

вирішення екологічних проблем та у даної компанії є інтерес щодо використання 

екологічної тари, то подальші розрахунки буде проведено саме для цього 

підприємства. 

Станом на 2019 рік, за результатами діяльності підприємства утворилося 

1923 тони відходів. На пластикові відходи припадає 272 тони, що становить 

14,1% від загальної кількості. Компанія переробляє 37,8% пластикових відходів 

у вторинну тару і це складає 102,8 тони [57].  

Перехід на інші пакувальні матеріали передбачає не лише використання 

вторинної тари, а й застосування біодеградабельних пакувальних матеріалів, 

котрі через певний час розкладаюся без переробки. 

Компанія випускає як газовану так і негазовану продукцію. Згідно даних, 

які наведені у звіті зі сталого розвитку, негазована продукція у пластиковій тарі 
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складає 18,21% від загального обсягу виробництва напоїв. До негазованої 

продукції відноситься природна питна вода BonAqua®, FUZE TEA® зі смаками 

лимону, персика, лісових ягід  та зелений чай зі смаком лайма, а також сік Rich® 

14 смаків в асортименті. Негазована вода BonAqua® займає 9,2% від числа 

випущених негазованих напоїв. На початкових етапах виробництва замінимо 

одну четверту частину виробництва пластикової тари для негазованих напоїв 

біодеградабельним пластиком це буде становити 2,3%. Так як «Кока-Кола 

Беверіджис Україна» за рік утворює 272 тони пластикових відходів 2,3% від 

загального обсягу буде становити 6256 кг пластику. Саме таку кількість 

кілограмів замінимо біодеградабельним матеріалом. 

3.2. Розрахунок потужності виробництва 

Цільовий продукт – полігідроксибутират синтезується продуцентом C. 

necator АТСС 17697  у кількості 9,9 г/л. Знаючи концентрацію цільового 

продукту у культуральній рідині, можемо розрахувати річний об’єм 

культуральної рідини, необхідної для отримання 6256 кг ПГБ: 

6256000

9,9
= 631919,19 = 631919 л на рік 

Врахуємо сумарні втрати цільового продукту при виділенні – 30%, 

потрібно отримати таку кількість культуральної рідини: 

𝑉кр =
631919,2

1−0,3
≈ 902741,7 л = 902,7 м3 

3.3. Розрахунок кількості виробничих циклів та геометричного 

об’єму ферментера  

Для того, щоб замінити частину пластикового пакування для компанії 

«Кока-Кола Беверіджис Україна Лімітед», необхідно 902,7 м3 культуральної 

рідини, враховуючи її втрати при виділенні. 

Приймаємо, що для отримання 902,7 м3 культуральної рідини. Нам 

необхідно 330 трудоднів – ТРД. Тому кількість культуральної рідини за день – VД 

буде становити:  

VД = 
𝑉КР

𝑇РД
 = 

902,7

330
≈ 2,74 м3 

Тепер розрахуємо кількість культуральної рідини за цикл – VКРЦ: 
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VКРЦ = 
К1∙𝑉Д∙𝑇ЦФ

24
 = 

1,1∙2,74∙86

24
≈ 10,78 м3, 

де ТЦФ – робочий цикл ферментера, який включає тривалість виробничого 

культивування – 76 годин, та допоміжні операції для підготовки ферментера – 10 

годин, а саме: миття та огляд – 2 год, перевірку на герметичність – 2 год, 

стерилізацію – 2 год, охолодження – 1 год, завантаження середовища – 1,5 год, 

засів – 0,5 год та вивантаження культуральної рідини – 1 год; К1 – коефіцієнт 

запасу, який враховує ймовірність нестерильних операцій – К1=1,1…1,5. 

Тепер розрахуємо кількість циклів – NЦ: 

𝑁ц = 𝑉кр/𝑉крц =902700/10780 =84 цикли 

Розрахуємо геометричний об’єм ферментера, який необхідний для 

отримання 10,78 м3 культуральної рідини: 

VГ = 
𝑉ЦК

Кзап
 = 

10,78

0,55
≈ 19,6 м3, 

де Кзап – коефіцієнт заповнення ферментера, який дорівнює 0,55. 

Отже, обираємо найближчий за геометричним об’ємом стандартний 

ферментер об’ємом VФ = 20 м3. 

Уточнюємо коефіцієнт заповнення – Кзап: 

Kзап = 
𝑉ЦК

𝑉Ф
 = 

10,78

20
≈ 0,54 – не перевищує заданого значення. 

Отже, для отримання 10,78 м3 культуральної рідини обираємо ферментер 

об’ємом 20 м3. 

3.4. Розрахунок кількості стадій підготовки посівного матеріалу для 

біосинтезу полігідроксибутирату 

За виробничий цикл отримують VКР = 10,78 м3 культуральної рідини. 

Розрахуємо кількість поживного середовища та посівного матеріалу перед 

виробничим біосинтезом, при чому врахуємо втрати в результаті краплевиносу 

через колектор відпрацьованого повітря, які знаходяться в межах від 10 – 15%: 

Vроб.1= 
𝑉КР

1−ЕФ
 = 

10,78

1−0,1
≈ 11,97 м3, 

де Еф – втрати культуральної рідини під час біосинтезу. 

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

= 11,97 м3. 
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При вибраному коефіцієнті заповнення Кзап = 0,54/5 розрахуємо можливий 

геометричний об‘єм ферментера, який становить: 

VФ= 
𝑉роб.1

𝑉зап
 = 

11,97

0,55
≈ 21,76 м3 

Приймаємо найближчий за об’ємом стандартний ферментер VСФ = 20 м3 та 

уточнюємо прийнятий раніше коефіцієнт заповнення:  

Кзап.1= 
𝑉роб.1

𝑉Ф
 = 

11,97

21,76
= 0,55 м3. 

Так як уточнений коефіцієнт заповнення не перевищує не перевищує 

заданих меж для аеробних процесів (0,55 – 0,65), отже об’єм ферментера вибрано 

вірно. 

Кількість посівного матеріалу складає 10% від об‘єму поживного 

середовища. Тому кількість поживного середовища у ферментері становитиме: 

Vпс1= 
𝑉роб.1

1+ХФ
 = 

11,97

1+0,1
≈ 10,88 м3, 

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

Кількість посівного матеріалу для ферментера становить: 

Vпм1= Vроб.1 – VПС1=11,97 – 10,88 = 1,09 м3. 

Для одержання 1,09 м3 інокуляту в посівному апараті враховуємо втрати в 

результаті краплевиносу 10%. Тоді кількість поживного середовища та посівного 

матеріалу в посівному апараті становитиме: 

Vроб.2= 
𝑉пм1

1−Еін
 = 

1,09

1−0,1
≈ 1,2 м3. 

Знаючи, що кількість посівного матеріалу становить 10% від об’єму 

поживного середовища, розрахуємо його об’єм: 

Vпс2= 
𝑉роб.2

1+Хпа
 = 

1,2

1+0,1
≈ 1,09 м3, 

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

Тоді кількість посівного матеріалу для інокулятора становить:  

Vпм2=Vроб.2 – Vпс2=1,2 – 1,09 = 0,11 м3 = 110 л 

Можливий геометричний об’єм інокулятора Vін. = 1,2/0,55 = 2,2 м3. 

Приймаємо найближчий за об‘ємом стандартний ферментер Vсф = 2,0 м3 та 

уточнюємо прийнятий раніше коефіцієнт заповнення: 
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                                      Кзап.2= 
𝑉роб.2

𝑉СФ
 = 

1,2

2,0
= 0,6. 

Уточнений коефіцієнт заповнення не перевищує не перевищує заданих 

меж для аеробних процесів (0,55 – 0,65). 

Для одержання 110 л інокуляту в інокуляторі враховуємо втрати в 

результаті краплевиносу 10%. Тоді кількість поживного середовища та посівного 

матеріалу в посівному апараті становитиме: 

Vроб.3= 
𝑉пм2

1−Еін
 = 

110

1−0,1
≈ 122,0 л. 

Знаючи, що кількість посівного матеріалу становить 10% від об’єму 

поживного середовища, розрахуємо його об’єм: 

Vпс3= 
𝑉роб.3

1+Хпа
 = 

122,0

1+0,1
≈ 111,0 л, 

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

Тоді кількість посівного матеріалу для інокулятора становить:  

Vпм3=Vроб.3 – Vпс3=122,0 – 111,0 = 11,0 л  

Можливий геометричний об’єм інокулятора Vін. = 122,0/0,55 = 221,8 л. 

Приймаємо найближчий за об‘ємом стандартний ферментер Vсф = 200 л та 

уточнюємо прийнятий раніше коефіцієнт заповнення: 

                                      Кзап.3= 
𝑉роб.3

𝑉СФ
 = 

122,0

200
= 0,61. 

Уточнений коефіцієнт заповнення не перевищує не перевищує заданих 

меж для аеробних процесів (0,55 – 0,65). 

Для одержання 11 л інокуляту в інокуляторі враховуємо втрати в 

результаті краплевиносу 10%. Тоді кількість поживного середовища та посівного 

матеріалу в посівному апараті становитиме: 

Vроб.4= 
𝑉пм3

1−Еін
 = 

11,0

1−0,1
≈ 12,2 л. 

Знаючи, що кількість посівного матеріалу становить 10% від об’єму 

поживного середовища, розрахуємо його об’єм: 

Vпс4= 
𝑉роб.4

1+Хпа
 = 

12,2

1+0,1
≈ 11,1 л, 

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

Тоді кількість посівного матеріалу для інокулятора становить:  
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Vпм4=Vроб.4 – Vпс4=12,2 – 11,1 = 1,1 л  

Можливий геометричний об‘єм інокулятора Vін. = 12,2/0,55 = 22,1 л. 

Приймаємо найближчий за об’ємом стандартний ферментер Vсф = 20,0 л та 

уточнюємо прийнятий раніше коефіцієнт заповнення: 

                                      Кзап.4= 
𝑉роб.4

𝑉СФ
 = 

12,2

20,0
= 0,61.  

Уточнений коефіцієнт заповнення не перевищує не перевищує заданих 

меж для аеробних процесів (0,55 – 0,65). 

Щоб одержати 1,1 л посівного матеріалу для засіву малого інокулятора 

використаємо качалочні колби. Для цього використовують качалочні колби 

об’ємом Vколб = 750 мл та коефіцієнтом заповнення КЗК = 0,2. Тоді кількість колб 

для отримання посівного матеріалу становитиме:  

                                      Nколб= 
𝑉ПМ4

𝑉колб×КЗК
 = 

1100

750×0,2
= 7.  

Таким чином, для одержання посівного матеріалу необхідно 7 качалочних 

колб. 

 Отже, процес одержання посівного матеріалу для забезпечення 

виробничого біосинтезу полігідроксибутирату у ферментері об’ємом 20 м3 з 

коефіцієнтом заповнення 0,55 буде проходити у 4 етапи. Нам потрібно 

встановити ферментер для виробничого біосинтезу об’ємом 20 м3, посівний 

апарат  об’ємом 2 м3, інокулятори об’ємом по 200 та 20 л, а також 7 качалочних 

колб. 

Для зручності висновків стосовно кількості стадій і об’ємів підготовки 

посівного матеріалу представимо у вигляді табл. 3.1.4. 
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Таблиця 3.1.4. 

Результати розрахунку об’ємів ферментаційного обладнання для 

підготовки посівного матеріалу і виробничого біосинтезу 

 

  

№ 

стадії  

Об’єм 

культуральної 

рідини, Vкр, 

м3/(л) 

Уточнений 

об’єм 

культуральної 

рідини, Vроб, 

м3/(л)  

Об’єм 

посівного 

матеріалу, 

VПМ, м3/(л) 

 

Об’єм 

поживного 

середовища, 

VПС, м3/(л) 

 

Коефіцієнт 

заповнення, 

Кзап 

 

Геометричний 

об’єм 

ферментера,VФ, 

м3/(л) 

 

V 10,78 11,97 1,09 10,88 0,55 20 

IV 1,09 1,2 110 л 1,09 0,55 2 

III 110 л 122 л  11 л 111,0 л 0,55 200 л 

II 11 л 12,2 л 1,1л 11,1 л 0,55 20 л 

I 1,1 л 1,1 л - 1,1 л 0,2 7 колб 
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РОЗДІЛ 4. БІОСИНТЕЗ ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ 

4.1. Шляхи катаболізму ростового субстрату у біологічного агенту 

Ростовим субстратом для біосинтезу полігідроалканоатів мікроорганізмом 

Cupriavidus necator H16 є фруктоза. В обраній статті формою ПГА є 

полігрокисибутирату (полі-β-гідроксибутирату), тому розглянемо утворення 

саме цієї форми біорозкладного полімеру [28].  

Згідно Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes фруктоза буде 

розщеплюватися до гліцеральдегід-3-фофсату [60], який далі буде окиснюватися 

до пірувату шляхом Ембднера-Меєргофа-Парнаса [61]. 

Фруктоза під дією ферменту фруктокінази (КФ 2.7.1.4) перетворюється на 

фруктозо-6-фосфат. Утворений фруктозо-6-фосфат під дією фруктозо-1,6-

дифосфатази І (КФ 3.1.3.11) перетворюється на фруктозо-1,6-дифосфат. 

Останній під дією ферменту класу ліаз фруктозо-дифосфат альдолази класу ІІ 

(КФ 4.1.2.13) перетворюється на гліцеральдегід-3-фосфат.  

Утворений гліцеральдегід-3-фосфат залучається до подальшого 

розщеплення субстрату шляхом гліколізу.  

До подальшого катаболізму гліцеральдегід-3-фосфат залучається під дією 

ферменту гліцеральдегіл-3-фосфат дегідрогенази (фосфорилази) (КФ 1.2.1.12) та 

перетворюється на 1,3-дифосфогліцерат. Ферментативна дія 

фосфогліцераткінази (КФ 2.7.2.3) зумовлює перетворення 1,3-дифосфогліцерату 

на 3-фосфогліцерат. Дія 2,3-дисфосфогліцератзалежної фосфогліцератмутази 

(КФ 5.4.2.11) зумовлює перетворення 3-фосфогліцерату на 2-фосфогліцерат. Під 

дією  енолази (КФ 4.2.1.11) відбувається перетворення 2-фосфогліцерату на 

фосфоенолпіруват. Останній у свою чергу під дією піруваткінази (КФ 2.7.1.40) 

перетворюється на піруват. 

Тому на основі даних, що представлені у Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes, катаболізи фруктози штамом Cupriavidus nacator H16 можна подати у  
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вигляді схеми, яка наведена нижче (рис.4.1). 
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Рис.4.1. Катаболізм фруктози штамом C. necator H16 наведений згідно 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

Ферменти: 1 – фруктокіназа (КФ 2.7.1.4); 2 – фруктозо-1,6-

дифосфатаза І (КФ 3.1.3.11); 3 – фруктозо-дифосфат альдолаза класу ІІ (КФ 

4.1.2.13); 4 – гліцеральдегіл-3-фосфат дегідрогеназа (фосфорилаза) (КФ 

1.2.1.12); 5 – фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3); 6 – 3-

дисфосфогліцератзалежна фосфогліцератмутаза (КФ 5.4.2.11); 7 – енолаза 

(КФ 4.2.1.11); 8 – піруваткіназа (КФ 2.7.1.40). 
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4.2. Біотрансформація ростового субстрату у цільовий продукт 

Під час росту С. necator H16 з використанням фруктози як джерела вуглецю, 

внаслідок катаболізму ростового субстрату буде утворюватися ацетил-КоА, який 

буде залучатся до циклу трикарбрнових кислот (ЦТК) та для подальшого 

утворення цільового продукту біосинтезу. 

Анаплеротичними реакціями, які будуть забезпечувати поповнення 

інтермедіатів ЦТК при рості на вуглеводневих субстратах, будуть 

піруваткіназна, яка буде забезпечувати утворення оксалоацетату з пірувату, під 

дією ферменту піруваткарбоксилази (КФ 6.4.1.1) та 

фосфоенолпіруваткарбоксикіназній реакції, яка буде забезпечувати утворення 

оксалоецетату з фосфоенолпірувату, під дією вуглекислого газу та ферменту 

фосфоенолпіруваткарбоксикінази (КФ 4.1.1.49). 

ЦТК починає функціонувати із ацетил-КоА, який утворюється з пірувату, 

який утворився в гліколітичному циклі перетворення ростового субстрату. Окрім 

ЦТК, ацетил-КоА залучається до утворення цільового продукту біосинтезу, а 

саме полігідроксибутирату (полі-ꞵ-гідроксибутирату). 

У ЦТК ацетил-КоА під дією цитратсинтаза (КФ 3.3.3.1) перетворюється на 

цитрат. Фермент аконітатгідратаза (КФ 4.2.1.3) перетворює цитрат на ізоцитрат. 

У свою чергу ізоцитрат під дією  ізоцитратдегідрогенази (КФ 1.1.1.41) 

трансформується до 2-оксоглутарату. Ферментативна дія 2-

оксоглутаратдегідрогенази (КФ 1.2.4.2) спонукає утворення сукциніл-КоА з 2-

оксоглутарату. 2-оксоглутарат за рахунок бета-субодиниці АТФ-специфічної 

сукциніл-КоА-синтетази (КФ 6.2.1.5) або сукциніл-КоА: ацетат КоА-

трансферази (КФ 2.8.3.18) перетворюється на сукцинат. Залізо-сірчана 

субодиниця сукцинатдегідрогенази (КФ 1.3.5.1) спонукає утворення фумарату з 

сукцинату. Далі фумарат під дією фумаратгідратази, класу І (КФ 4.2.1.2) 

перетворюється на малат. Останній під дією малатдегідрогенази (КФ 1.1.1.37) 

перетворюється на оксалоацет [62]. 

Із ацетил-КоА розпочинаються реакції отримання цільового продукту. 

Ферментативна дія ацетил-КоА С-ацетилтрансферази (КФ 2.3.1.9) зумовллює 
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перетворення ацетил-КоА на ацетоацетил-КоА. Фермент ацетоацетил-КоА 

синтетаза (КФ 6.2.1.16) перетворює ацетоацетил-КоА на ацетоацетат. Останній 

під дією 3-гідроксибутират дегідрогенази (КФ 1.1.1.30) переходить у (R)-3-

гідроксибутаноат. (R)-3-гідроксибутаноат за рахунок ферментативної дії 

гідроксибутират-димер гідролази (КФ 3.1.1.22) перетворюється в (R)-3-((R)-3-

гідроксибутаноїлокси)бутаноат.  Полі(3-гідроксибутират) деполімераза (КФ 

3.1.1.75) зумовлює перетворення останнього на полі-ꞵ-гідроксибутират [63]. 

Узагальнена схема біосинтезу цільового продукту, включаючи катаболізм 

ростового субстрату, наведена на рис. 4.2. 
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Рис.4.2. Схема біосинтезу полігідроксибутирату продуцентом Cupriavidus necator H16 починаючи з катаболізму ростового субстрату – 
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Умовні позначення:  основні шляхи біосинтезу         ; анаплеротичні реакції         . 

Ферменти: 1 – фруктокіназа (КФ 2.7.1.4); 2 – фруктозо-1,6-дифосфатаза І (КФ 3.1.3.11); 3 – 

фруктозо-дифосфат альдолаза класу ІІ (КФ 4.1.2.13); 4 – гліцеральдегіл-3-фосфат дегідрогеназа 

(фосфорилаза) (КФ 1.2.1.12); 5 – фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3); 6 – 3-дисфосфогліцератзалежна 

фосфогліцератмутаза (КФ 5.4.2.11); 7 – енолаза (КФ 4.2.1.11); 8 – піруваткіназа (КФ 2.7.1.40); 9 – піруват 

дегідрогеназа (КФ 1.2.4.1); 10 – цитратсинтаза (КФ 3.3.3.1); 11 – аконітатгідратаза (КФ 4.2.1.3); 12 – 

ізоцитратдегідрогеназа (КФ 1.1.1.41); 13 – 2-оксоглутаратдегідрогеназа (КФ 1.2.4.2); 14 – бета-субодиниця 

АТФ-специфічної сукциніл-КоА-синтетази (КФ 6.2.1.5) / сукциніл-КоА: ацетат КоА-трансфераза (КФ 

2.8.3.18) ; 15 – залізо-сірчана субодиниця сукцинатдегідрогенази (КФ 1.3.5.1); 16 – фумаратгідратаза, клас І 

(КФ 4.2.1.2); 17 – малатдегідрогеназа (КФ 1.1.1.37); 18 – ацетил-КоА С-ацетилтрансфераза (КФ 2.3.1.9); 19 – 

ацетоацетил-КоА-синтетаза (КФ 6.2.1.16); 20 – 3-гідроксибутиратдегідрогеназа (КФ 1.1.1.30); 21 – 

гідроксибутират-димергідролаза (КФ 3.1.1.22); 22 – полі(3-гідроксибутират)деполімераза (КФ 3.1.1.75). 
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РОЗДІЛ 5 

ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

 5.1. Обґрунтування способу культивування і типу ферментера 

Cupriavidus necator H16 – біологічний агент, який за звичайних умов 

здійснює аеробне дихання, найкращі показники росту спостерігаються за 

значення рН=7,0 та температурі 27 – 30°С. Дані умови є комфортними для 

розвитку більшості штамів мікроорганізмів, тому існує високий ризик 

контамінації. Для цього нам потрібно забезпечити асептичні умови 

отримання цільового продукту. Для цього буде здійснюватися стерилізація 

ферментерів, інокуляторів, посівних апаратів, поживних середовищ та 

комунікацій. 

1. Враховуючи, що C. necator ATCC 17697 є аеробним 

мікроорганізмом, у ферментер має відбуватися подача кисню. Такі умови 

забезпечуються шляхом оснащення ферментеру барботерами та турбінними 

мішалками [64]. 

2. Обираємо глибинний спосіб культивування, адже біосинтез 

продукту має відбуватися в асептичних умовах, які неможливо забезпечити 

поверхневим культивуванням. Також глибинний спосіб культивування має 

ряд переваг, зокрема менша трудомісткість процесу, використання менш 

громіздкого обладнання, менша ймовірність контамінації, легкість 

автоматизації процесу та його контролю, а також більший вихід продукції [65]. 

3.  Культивування будемо здійснювати періодичним способом, адже 

цільовий продукт є вторинним метаболітом та утворюється у стаціонарній фазі 

росту мікроорганізму [65]. 

Так як C. necator ATCC 17697 є аеробним штамом, тому йому необхідна 

аерація середовища. Для забезпечення аерації ферментери оснащують 

барботером. 
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Для того, інтенсифікації масообміну та для забезпечення розчинення 

кисню у всьому середовищі потрібно встановити мішалку. Найчастіше 

використовують мішалки лопатеві, турбінні, пропелерні та аерліфтні. 

Встановлюємо лопатеву, адже в процесі культивування не підвищується 

в’язкість середовища, не утворюється міцелій та утворені метаболіти не 

підвищують в’язкість середовища. Лопатева мішалка найпростіша за своєю 

конструкцією та є найдешевшою. 

Для контролю рівня рН середовища, ферментер необхідно оснастити 

відповідним датчиком на якому буде відображатися показник кислотності 

середовища. 

Для підтримання сталої температури необхідно встановити датчик 

температури. 

5.2. Особливості підготовки аераційного повітря  

Враховуючи, що C. necаtor АТСС 17697 – продуцент 

внутрішньоклітинних полігідроксибутиратів є аеробом, для ефективного 

біосинтезу потрібне ефективне забезпечення мікроорганзіму розчиненим 

киснем. Враховуючи, що попередньо ми обрали глибинний спосіб 

культивування, необхідно забезпечити асептичність процесу, тому аераційне 

повітря має бути стерильним. Тому, якщо процеси мікробного синтезу 

здійснюються в асептичних аеробних умовах, нам потрібно у ферментер 

безперервно подавати стерильне повітря. 

Виділяють такі основні стадії підготовки аераційного повітря: 

 забір атмосферного повітря здійснюється через забірний пристрій, 

який знаходиться у найвищій точці відділення підготовки повітря – вище 

будівлі на 3 – 5 м, де розміщена система стиснення та очищення повітря; 

 попереднє очищення повітря від пилу на пласких тканинних 

фільтрах грубого очищення; 

 нагріваючись до температури 120…220°С, повітря стискується в 

компресорі або турбоповітродувках; 
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 потім відбувається охолодження повітря до температури «точка 

роси» й відбувається конденсація вологи повітря, для цього використовують 

водяні теплобмінники до яких відносяться апарати типу «труба в трубі» та 

кожухотрубні; 

 відповідно далі повітря направляється до ресивера – пристрій, 

який забезпечує видалення конденсованої вологи та крапель мастила, які 

потрапили з компресора, а також зменшує пульсації руху повітря, які в 

майбутньому негативно впливають на роботу інших фільтрів очищення; 

 стабілізація температури та тиску осушеного повітря, шляхом 

нагрівання його парою у теплообмінниках до температури 45-50°С; 

 очищення повітря до показника очищення Е=95% у головних 

ємнісних набивних фільтрах, які встановлюються біля ферментаційних 

відділень; 

 очищення повітря, яке пройшло через головні фільтрі в 

індивідуальних фільтрах, які встановлюються на ферментері до показника 

Е=99,99%. Таке повітря передається за допомогою трубопроводів [66]. 

5.3. Вибір мийних та дезінфікуючих засобів 

Виробництво полігідроксибутирату проводиться протягом 330 робочих 

днів, для цього нам потрібне наступне обладнання. Для вирощування 

інокуляту в реакторі об’ємом 20 л: реактор на 10 л для приготування 

композиції Б та інокулятор на 20 л. Для вирощування інокуляту в інокуляторі 

об’ємом 200 л: реактор на 10 л для приготування композиції А, реактор на 120 

л для приготування композиції Б та інокулятор об’ємом 200 л. Для 

вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 2 м3: реактор на 100 л для 

композиції А, реактор на 1,2 м3 для композиції Б та посівний апарат об’ємом 2 

м3. Для виробничого біосинтезу у ферментері об’ємом 20 м3: збірник об’ємом 

0,5 м3 для композиції А, реактор на 15 м3 для композиції Б, а також виробничий 

ферментер об’ємом 20 м3. Додатково встановимо два збірники об’ємом по 50 

л та 20 л для розчинів HCl та NaOH відповідно, які використаємо на етапі 

виробничого біосинтезу. А також два збірники на 50 л та 500 л для розчинів 
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(NH4)2SO4 та фруктози, які використаємо для підживлення на етапі 

виробничого біосинтезу. Узагальнені дані наведені у табл. 5.3.1. 

Таблиця 5.3.1 

Габаритні розміри основного обладнання 

Обладнання Геометричний 

об’єм, м3 

Діаметр, м 

Інокулятор  0,02 0,6 

Реактор 0,12 0,56 

Інокулятор 0,2 0,68 

Реактор 0,1 0,57 

Реактор 1,2  1,4 

Посівний апарат 2  0,8 

Збірник 0,5  0,8 

Реактор  15  3,54 

Ферментер  20  2 

Реактор 0,05 0,75 

Реактор 0,02 0,6 

Збірник 0,05 0,75 

Збірник 0,5 0,8 

Всього: 39,76  

Тепер можемо розрахувати площу виробничого приміщення: в якому 

встановлені вище перелічені реактори та розташована контрольна лабораторія 

з автоклавом, боксом, холодильником тощо: 22,45 ∙ 12,89 = 289,38 м2. Стіни 

миють на висоту 2,5 м.  

Розрахуємо площу цеху, в якому будемо проводити виробничий процес: 

18,95 ∙ 12,89 = 244,26 м2.  

Тепер необхідно розрахувати площу лабораторії в якій також 

знаходиться бокс: 12,89 ∙ 3,5 = 45,12 м2. 

Розрахуємо загальну площу стін, яка буде піддаватися миттю: 

враховуємо, що стіни миються на висоту 2,5 метри: (12,89 ∙ 4 + 22,45 ∙ 2 + 2 

∙ 4) ∙ 2,5 = 261,15 м2.  

Узагальнені дані щодо розрахованої площі приміщень та стін наведені у 

табл. 5.3.2. 
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Таблиця 5.3.2. 

Розрахунок загальної площі приміщень та стін для виробництва 

ПГБ культури C. necаtor Н16 

Приміщення Обладнання 
Площа 

приміщення, м2 
Площа стін, м2 

Цех з виробничого 

біосинтезу 

Інокулятор на 20 л, 

реактор на 120 л, 

інокулятор на 200 л, 

реактор на 100 л, 

реактор на 1,2 м3, 

посівний апарат 

об’ємом 2 м3, 

збірник об’ємом 0,5 

м3, реактор на 15 м3, 

ферментер об’ємом 

20 м3, збірники 

об’ємом по 50 л та 

20 л , збірники на 50 

л та 500 л. 

244,26 159,2 

Лабораторія 

Бокс, 

холодильники, 

лабораторний 

посуд, прилади для 

проведення 

контролю на 

чистоту та для 

ідентифікації тощо 

45,12 101,95 

Всього: 289,38 261,15 

 
Тепер ми маємо всі дані, для того аби розрахувати кількість миючих та 

дезіфікуючих засобів. Обладнання необхідно обробляти та мити кожного 

виробничого циклу, тобто 92 рази на рік. Підлогу миємо та дезінфікуємо 

кожного робочого дня, тобто 330 разів на рік. Двері, вікна та стіни потрібно 

мити раз на місяць під час генерального прибирання, тобто 11 разів на рік. 

Узагальнені дані щодо площі, яка буде піддаватися миттю та дезінфекції 

наведені у табл. 5.3.3. 
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Таблиця 5.3.3. 

Розрахунок загальної площі об’єктів, які будуть оброблятися за весь 

період виробництва ПГБ мікроорганізмом C. necаtor Н16 

Об’єкт, який 

потребує миття 

чи дезінфекції 

Площа об’єкту, 

який обробляємо, 

м2 

Кількість циклів 

обробки за рік 

Загальна площа 

об’єкту протягом 

року 

виробництва, м2 

Стіни, двері та 

вікна 
261,15 11 2872,65 

Підлога 289,38 330 96495,40 

Обладнання 39,76 92 3657,92 

 

Важливою частиною роботи будь-якого підприємства є постійна 

дезінфекція та боротьба з патогенною мікрофлорою. Тривала експлуатація 

приміщень призводить до накопичення патогенних та умовнопатогенних 

мікроорганізмів, які з часом звикають до діючих методів обробки, тому 

завданням будь-якого виробництва є розробка комплексних заходів, які будуть 

перешкоджати накопиченню сторонньої мікрофлори [67].  

На території України всі мийно-дезінфікуючі засоби мають володіти не 

лише бактерицидними властивостями та відповідними фізико-хімічними 

показниками, а й бути не токсичними та не чинити шкідливого впливу на 

навколишнє середовище. 

На сьогодні виникли нові проблеми при підборі мийно-дезінфікуючих 

засобів, адже до більшості з них, мікроорганізми адаптувалися, а також при 

тривалому використанні таких засобів, виникає шкідлива дія на організм 

людини. Тому важливо підібрати нешкідливий засіб [68].   

Існують загальні вимоги до деззасобів, незалежно від місця його 

використання: 

 застосовувати потрібно лише засоби, які належать до 3 або 4 класу 

токсичних речовин; 
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 засоби, які розташовані на підприємстві повинні мати маркувальні 

етикетки, в яких зазначена назва, відсоткова концентрація, дата приготування 

та термін придатності розчину; 

 усі засоби, які використовуються в роботі, мають бути 

сертифікованими та зареєстрованими на території України та відповідати її 

Державним стандартам. Також необхідні детальні методичні рекомендації з 

використання; 

 персонал, який має доступ до використання засобів, повинен 

пройти детальний інструктаж щодо роботи та приготування, таких засобів; 

 під час приготування розчину необхідної концентрації важливо, 

щоб виконавець використовував ЗІЗ згідно вимог виробника [69].  

Підприємство повинно мати три мийно-дезінфікуючі засоби, які будуть 

чергуватися кожен місяць, таким чином знижується ймовірність звикання 

мікроорганізмів до обробки. Нижче наведено опис та склад мийно-

дезінфікуючих засобів та засобів для обробки рук персоналу. Оптимально 

обирати засоби, які є водночас як і мийними так і дезінфікуючими. Усі засоби, 

опис яких наведено, були обрані з Державного реєстру дезінфекційних засобів, 

тому всі вони дозволені до використання [70].  

Засіб дезінфікуючий MDA 72 – ефективний засіб на основі 

ізопропілового спирту та комплексу ЧАС, використовують для обробки та 

знежирення рук персоналу, шкіри, поверхонь. Діє протягом трьох годин, не 

вимагає змивання. Активний проти вірусних, бактеріальних та грибкових 

збудників. Придатний лише для зовнішнього використання. Придатний для 

використання на всіх типах підприємств: фармацевтичної, хімічної, 

біотехнологічної, харчової промисловості, у закладах освіти, спортивно-

оздоровчих, медичних, санаторно-оздоровчих закладах тощо [71]. 

Засіб дезінфекційний «SterillPlus» – на основі 70% ізопропілового 

спирту, ідеально підходить для обробки рук персоналу та поверхонь. Не дає 

ефекту липкості та не потребує змивання. Засіб потрібно нанести на руки та 

розтирати протягом 20-30 секунд. Володіє моментальним ефектом очищення 
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та активний проти 99,9% шкідливих мікроорганізмів. Дозволений до 

використання на підприємствах різних типів (промислових, біотехнологічних, 

хімічних харчових), а також у закладах освіти, охорони здоров’я, спорту, 

розвитку, харчування тощо [72]. 

Засіб дезінфекційний «Ароміл Гідрожель Рапід» (спирт етиловий 67,5- 

70,0%, перекис водню 0,1-0,2%) – готовий спиртовий прозорий розчин, який 

призначений для обробки рук персоналу, поверхонь та інвентарю на 

мікробіологічних, харчових, промислових підприємствах, закладах охорони 

здоров’я тощо. 

Ефективний при дезінфекції невеликих за площею поверхонь та 

інвентарю. Широко використовується в санпропускниках медичних закладів, 

харчових, промислових, аграрних підприємствах тощо. Ефективний проти 

бактерій, включаючи туберкульозну паличку, вірусів та грибів. Чинить 

пролонговану антимікробну дію, яка зберігається протягом трьох годин. Не 

викликає алергічної реакції [73].  

Засіб «Санокварт» (ЧАС) – рідкий концентрат на основі ЧАС з миючим 

та дезінфікуючим ефектом, підходить для очищення всіх поверхонь та 

обладнання. Вважається безпечним для персоналу та людей, які з ним 

контактують, адже його рецептура низькотоксична, бо не містить альдегідів, 

фенолів та не чинить сенсибілізуючої дії [75]. 

Ефективний проти бактерії, включаючи туберкульозну паличку, вірусів, 

зокрема вірусів гепатиту, ВІЛ та рота-вірусів, а також грибів роду Candida. 

Ідеально підходить для дезінфекції  та миття інвентарю, виробів медичного 

призначення, поверхонь усіх типів – стіни, двері, підлога, стеля, обладнання, 

прибирального інвентарю тощо. 

Поверхні обладнання дезінфікують шляхом їх обприскування робочим 

розчином або протиранням вологою ганчіркою, змоченою в робочому розчині. 

Поверхні приміщення (стіни, стелю, підлогу) протирають бавовняною 

безворсовою ганчіркою або за допомогою мопів (мікрофіброві насадки), при 

цьому витрати розчину становлять 12 мл на м2. Інвентар дезінфікують шляхом 
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занурення в робочий розчин. Очищення можна проводити й у присутності 

сторонніх осіб. 

Заборонено приймати розчин всередину та уникати контакту з очима. 

Місця контакту розчину зі шкірою потрібно ретельно промивати великою 

кількістю води, працювати у захисних засобах. Не можна використовувати із 

засобами, які містять аніонні ПАР [76]. 

 «Dezaldum 20» (алкілдиметилбензиламоній хлорид – 16,5–19,75%;  

глутаровий альдегід – 10,5–11,5%) засіб дезінфікуючий з мийним ефектом – 

призначений для миття та дезінфекції робочих поверхонь та обладнання на 

харчових, біотехнологічних, фармацевтичних, промислових підприємствах, а 

також закладах харчування, освіти, відпочинку, спорту та культури [77].  

Ефективний проти грам (+) та грам (-) бактерій, чинить противірусну дію 

до різних вірусів, зокрема поліомієліту, грипу, ВІЛ, кору, паротиту, вірусних 

гепатитів, коронавірусу SARS-CoV-2, Коксакі та багатьох інших. 

Використовують розчин шляхом протирання, обприскування, змочення 

або занурювання обладнання, поверхонь та інвентарю. Кількість концентрату 

для приготування та кількість води вказані в методичних рекомендаціях. 

Заборонено використовувати разом з натуральними та синтетичними милами. 

Заборонений контакт засобу зі слизовими оболонками та вживання 

всередину. У разі потрапляння засобу до шлунково-кишкового тракту, негайно 

звернутися до лікаря. Працювати з розчином потрібно із ЗІЗ [78]. 

Засіб дезінфекційний «Дезаква –Аноліт» (хлорнуватиста кислота, 

високоактивні кисневі сполуки хлору, вільні радикали хлору та кисню (HClО; 

ClO2; ClO-; O3; H3O+2; H3O+;O2; Cl0; NaCl) – анодна рідина, яку отримують 

шляхом електролізу кухонної солі та води, в результаті чого в анодній зоні 

концентруються сильні окисники: хлоридні радикали – діоксид хлору та 

гіпохлоритна кислота, а також кислотні радикали – кисень, озон та перекис 

водню. Даний розчин забезпечує відсутність привикання мікроорганізмів до 

його дії. Володіє антимікробним та дезінфікуючим ефектом [79]. 
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Даний засіб володіє сильною антимікробною дією проти всіх 

патогенних мікроорганізмів та спор, за мінімальної концентрації 0,05% 

знищує спори сибірської язви протягом кількох секунд. 

Аноліт нетоксичний, неалергенний, негорючий, не має властивості до 

накопичення у навколишньому середовищі, не потребує змивання після 

обробки, багатофункціональний, володіє високою протимікробною, 

противірусною та протигрибковою дією. 

Засіб не токсичний, безпечний при потраплянні на шкіру та навіть при 

потраплянні всередину [80]. 

Отже, для обробки рук персоналу будемо використовувати антисептичні 

засоби MDA 72 та SterillPlus. Допоміжний інвентар (совки, шпателі, ваги, 

мірні ложки тощо) будемо обробляти дезінфекційниим засосбом «Ароміл 

Гідрожель Рапід». Обладнання та поверхні приміщення (стіни, вікна, двері 

столи) будемо обробляти такими засобами як Санокварт, «Dezaldum 20» та 

«Дезаква –Аноліт». Засоби для обробки поверхонь та обладнання мають різну 

цінову політику, але використовувати ми будемо всі, чергуючи їх кожного 

місяця для уникнення звикання мікроорганізмами. 

Узагальнені дані щодо концентрації обраних мийно-дезінфікуючих 

засобів та витрат на їх приготування для синтезу ПГБ за допомогою 

Cupriavidus necator H16 наведені нижче у табл. 5.3.4. 
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Таблиця 5.3.4. 

Узагальнена таблиця щодо концентрації обраних мийно-дезінфікуючих засобів та витрат на їх 

приготування 

Назва 

миючого/дезінфікуючого 

засобу (діючі речовини) 

Об’єкт 

миття 

та/або 

дезінфекції 

Концентрація 

робочого 

розчину 

Загальна 

площа миття 

за весь цикл 

виробництва, 

м2 

Кількість 

робочого 

розчину за 

весь період 

виробництва, 

л 

Вартість 1 

л/кг мийного 

або 

дезіфікуючого 

засобу, грн 

Вартість 

1 л 

робочого 

розчину, 

грн 

Загальна 

вартість 

миття та/або 

дезінфекції за 

весь період 

виробництва, 

грн 

Засіб миючий з 

дезінфікуючим ефектом 

Санокварт 1 

Поверхні, 

приміщення, 

обладнання  

2% 103026 10302,6 290 5,8 59755 

Засіб дезінфікуючий з 

мийним ефектом «Dezaldum 

20» 2 

Поверхні, 

приміщення, 

обладнання  

0,25% 103026 10302,6 170,4 0,43 4431 

Засіб дезінфекційний 

«Дезаква –Аноліт» 3 

Поверхні, 

приміщення, 

обладнання  

0,05% 

 
103026 10302,6 190 0,1 1030,3 

Джерала інформації: 1 - https://mydez.com.ua/p1675317803-famidez-sanokvart-

famidez.html?source=merchant_center&gad_source=1&gclid=Cj0KCQjw8pKxBhD_ARIsAPrG45naICh8ThrBkttyzWyfnE1nVe78x26nVjrosy5_vGbnk7NO2GxOWiwaAj8KEALw_wcB; 2 - https://atma.ua/profesijna-

himiya/dezynfektsiya/zasib-dezinfikuyuchyj-dlya-poverhon-dezaldum-20-5l-da015000/;  3 - https://prom.ua/ua/p1160215165-dezinfitsiruyuschee-sredstvo-dezakva.html 

 

https://mydez.com.ua/p1675317803-famidez-sanokvart-famidez.html?source=merchant_center&gad_source=1&gclid=Cj0KCQjw8pKxBhD_ARIsAPrG45naICh8ThrBkttyzWyfnE1nVe78x26nVjrosy5_vGbnk7NO2GxOWiwaAj8KEALw_wcB
https://mydez.com.ua/p1675317803-famidez-sanokvart-famidez.html?source=merchant_center&gad_source=1&gclid=Cj0KCQjw8pKxBhD_ARIsAPrG45naICh8ThrBkttyzWyfnE1nVe78x26nVjrosy5_vGbnk7NO2GxOWiwaAj8KEALw_wcB
https://atma.ua/profesijna-himiya/dezynfektsiya/zasib-dezinfikuyuchyj-dlya-poverhon-dezaldum-20-5l-da015000/
https://atma.ua/profesijna-himiya/dezynfektsiya/zasib-dezinfikuyuchyj-dlya-poverhon-dezaldum-20-5l-da015000/
https://prom.ua/ua/p1160215165-dezinfitsiruyuschee-sredstvo-dezakva.html
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5.4. Особливості підготовки і стерилізації поживного середовища 

для одержання посівного матеріалу і виробничого біосинтезу 

Згідно розрахунків, які були проведені у попередньому розділі, 

виробничий біосинтез полігідроксибутирату здійснюють у ферментері 

об’ємом 20 м3, що містить 10,88≈11 м3 поживного середовища. Отримання 

інокуляту включає в себе чотири послідовні стадії: І – у колбах на качалці; ІІ 

– інокулятор об’ємом 200 л; ІІІ – інокулятор об’ємом 20 л; ІV – посівний апарат 

об’ємом 2 м3. 

Для виробничого біосинтезу полігідроалканоатів  C. necator ATCC 

17697 використовують поживне середовище наступного складу (г/л) [28]: 

 Фруктоза – 20; 

 (NH₄)₂SO₄ – 1,5; 

 KH₂PO₄ –4,35; 

 NaH2PO4 – 4,35; 

 MgSO₄∙7H₂O – 0,5; 

 Розчин мікроелементів – 2 мл, що містить (г/100 мл): FeSO4∙7H₂O – 0,2; 

MnCl2∙4H₂O – 0,003; CaCl2∙2H₂O – 0,2; CuCl2∙2H₂O – 0,001;  ZnSO4∙7H₂O 

– 0,01; H3BO3 – 0,03; CoCl2∙7H₂O – 0,02; NiCl2∙6H₂O – 0,0002; 

Na2MoO4∙2H2O – 0,003; 

 рН – 7,0. 

Середовище для підживлення для етапу виробничого біосинтезу (г/л): 

 Фруктоза – 20; 

 (NH₄)₂SO₄ – 1,5. 

Отже, для вирощування інокуляту у колбах на качалці, стерилізація 

поживного середовища буде здійснюватися через невеликі об’єми поживного 

середовища (1,1 л)  в автоклаві. Поживне середовища для отримання інокуляту 

в інокуляторах об’ємами 20, 200, 2000 л та для виробничого біосинтезу  будемо 

здійснювати безпосередньо в апаратах при рН 7,0. 

Для оптимізації технологічного процесу стерилізацію поживних 

середовищ для посівних апаратів об’ємом 20, 200 та 2000 л, а також 



58 

 

виробничого ферментеру об’ємом 20 м3, фосфорні солі стерилізують разом з 

основими солями. Для того, щоб уникнути утворення осадів, рН середовища 

контролюють на рівні 4 – 4,5, шляхом додавання 6%-ого розчину соляної 

кислоти. 

Також варто врахувати, що культивування здійснюють при 

нейтральному рН, яке має зберігатися на рівні 7,0. Тому перед внесенням 

посівного матеріалу потрібно підлужнити поживне середовище, для цього 

вносять стерильний розчин NaOH з концентрацією 6%. 

Для того, щоб процес виробництва полігідроксибутирату був 

економічно вигіднішим, розрахуємо об’єми деяких компонентів, які будемо 

вносити в середовище, зокрема вміст титрувальних розчинів HCl та NaOH 

(табл 5.4.1). Зазначимо, що 6%-ий розчин NaOH готується окремо для кожної 

стадії. 

Додатково проведемо розрахунок вмісту мікроелементів для кожної 

стадії вирощування посівного матеріалу та стадії виробничого біосинтезу 

(табл. 5.4.2). 

З наведеної таблиці можемо зробити висновок, що необхідно 

приготувати розчин мікроелементів об’ємів 300 мл для чотирьох стадій 

культивування, адже наважки занадто малі для зважування на вагах для кожної 

стадії окремо. Даний розчин готуємо в колбі об’ємом 500 мл, розчин 

стерилізують в автоклаві. 

Також для підживлення на 25 годині культивування вносять  (NH₄)₂SO₄ 

та фруктозу у концентрації 1,5 г/л та 20 г/л відповідно. Для виробничого 

біосинтезу необхідно 16,5 кг солі та 220 кг фруктози. Необхідно приготувати 

330 л розчину фруктози, готуємо його в збірнику об’ємом 0,5 м3 та 

стерилізуємо у цьому ж апараті при температурі 112°С, впродовж 30 хв. Також 

необхідно приготувати 38,5 л розчин (NH₄)₂SO₄, готуємо його в зібрнику 

об’ємом 50 л та стерилізуємо у цьому ж апараті при 131°С, впродовж 40 хв 
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Таблиця 5.4.1 

Розрахунок вмісту та особливості приготування деяких компонентів 

поживного середовища 

Об’єм 

середовища 

л 

HCl (6%) NaOH 

Об’єм  

мл  

Особливість 

приготування 

Об’єм 

мл 

Особливість 

приготування 

1,1 - - - - 

11 22   

колба  на 50 мл 

22 у колбі об’ємом 

100 мл 

110 220  колба на 250 

мл 

220 у колбі об’ємом  

500 мл 

1100 2200 колба на 3 л 2200 у колбі на 3 л 

11000 22000 у реакторі 

об’ємом 50 л 

22000 у реакторі 

об’ємом 30л 

* – простерилізований 6%-ий розчин NaOH додають у кількості 2 л на 1м3 

середовища; 6%-ий розчин HCl додають у кількості 2 л на 1м3 середовища. 

Таблиця 5.4.2. 

Розрахунок вмісту мікроелементів в різних об’ємах поживного 

середовища 

Мікроелементи 
Концентрація 

мг(мкг)/ л 

Об’єм середовища, л 

1,1 11 110 1100 11000 

FeSO4∙7H₂O 2 мг 2,2 мг 22 мг 220 мг 2,2 г 22 г 

MnCl2∙4H₂O 30 мкг 33 мкг 330 мкг 3,3 мг 33 мг 330 мг 

CaCl2∙2H₂O 2 мг 2,2 мг 22 мг 220 мг 2,2 мг 22 г 

CuCl2∙2H₂O 10 мкг 11 мкг 110 мкг 1,1 мг 11 мг 110 мг 

ZnSO4∙7H₂O 100 мкг 110 мкг 1,1 мг 11мг 110 мг 1,1 г 

H3BO3 300 мкг 330 мкг 3,3 мг 33 мг 330 мг 3,3 г 

CoCl2∙7H₂O 200 мкг 220 мкг 2,2 мг 22 мг 220 мг 2,2 г 

NiCl2∙6H₂O 20 мкг 22 мкг 220 мкг 2,2 мг 22 мг 220 мг 

Na2MoO4∙2H2O 30 мкг 33 мкг 330 мкг 3,3 мг 33 мг 330 мг 

Спосіб 

приготування 
- 

3 л 

розчину 

у колбі 

V=5л* 

3 л 

розчину 

у колбі 

V=5л* 

3 л 

розчину 

у колбі 

V=5л* 

3 л 

розчину у 

колбі 

V=5л* 

Входить 

до 

композиції 

солей 

* – спільна підготовка для трьох стадій 
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Готовий стерильний розчин зберігають у лабораторії і додають 

необхідну кількість до розчину солей перед стерилізацією на відповідному 

етапі культивування.  Для приготування поживного середовища виробничого 

культивування у ферментері об’ємом 20 м3 об’єднаємо мікроелементи з 

композицією солей, адже за даних об’ємів поживного середовища маси 

наважок є достатніми для точного зважування.  

Особливості підготовки та стерилізації поживного середовища для 

одержання інокуляту в колбах на качалках 

Так як у складі поживного середовища присутні термолабільні 

речовини, які потребують м’якого режиму стерилізації, а також присутні солі, 

які здатні випадати в осад, доцільно поділити поживне середовище на 

композиції. 

Композиція А: фруктоза (режим стерилізації: 112°С, впродовж 30 хв). 

Композиція Б: KH₂PO₄, NaH2PO4 (режим стерилізації: 131°С, впродовж 

40 хв). 

Композиція В: (NH₄)₂SO₄, MgSO₄∙7H₂O (режим стерилізації: 131°С, 

впродовж 40 хв). 

Так як фруктоза (композиція А) є вуглеводом і відповідно являється 

термолабільним компонентом, тому потребує м’якого режиму стерилізації. 

Окремо будемо стерилізувати (композиція Б) фосфатні солі, адже вони мають 

здатність утворювати нерозчинні фосфати магнію. Солі, зазначені в 

композиції В, стерилізуються за стандартних умов для всіх солей. 

Стерилізацію всіх композицій проведемо в автоклаві, через невеликі об’єми 

середовища. 

Також необхідно врахувати, що до складу поживного середовища 

входять мікроелементи, які містяться в надзвичайно низьких кількостях, тому 

їх не вводять до складу композицій з іншими солями, а готують запасний 

розчин мікроелементів об’ємом 300 мл. Розчин мікроелементів стерилізують 

також в автоклаві при температурі 131°С протягом 40 хв.                                                                                            
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Особливості підготовки та стерилізації поживного середовища для 

одержання інокуляту в посівних апаратах об’ємом 20 та 200 л  

Вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 20 літрів 

Для цього етапу нам необхідно 11,1 літрів  поживного середовища, тому 

поділимо компоненти середовища на інші композиції. 

Композиція А: фруктоза (режим стерилізації: 112°С, впродовж 30 хв).  

Композиція Б: KH₂PO₄, NaH2PO4, (NH₄)₂SO₄, MgSO₄∙7H₂O (режим 

стерилізації: 131°С, впродовж 40 хв, рН – 4,0 – 4,5).  

Солі з композиції Б розчиняють в збірнику, адже умови стерилізації, 

відрізняються від умов стерилізації композиції А. Об’єднаємо фосфорні та 

основні солі в одну композицію Б, яку спочатку потрібно розчини в окремому 

збірнику об’ємом 20 л, потім додати запасний розчин мікроелементів. Для 

того, щоб запобігти утворенню нерозчинних фосфатів магнію, рН середовища 

доводять до позначки 4 – 4,5 6%-вим розчином НСІ. Солі композиції Б 

розчинаємо в окремому збірнику, після чого подаємо в інокулятор та 

стерилізуємо при звичайній для солей температурі. Композицію А 

стерилізуємо в реакторі-змішувачі. 

Перед культивуванням зі збірника додають розчин фруктози, а рН 

середовища контролюють на рівні 7,0 стерильним 6%-им розчином NaOH.  

Вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 200 літрів 

Для цього етапу нам необхідно 111 літрів  поживного середовища, тому 

поділимо компоненти середовища на інші композиції. 

Композиція А: фруктоза (режим стерилізації: 112°С, впродовж 30 хв). 

Композиція Б: KH₂PO₄, NaH2PO4, (NH₄)₂SO₄, MgSO₄∙7H₂O (режим 

стерилізації: 131°С, впродовж 40 хв, рН – 4,0 – 4,5). 

Солі з композиції Б розчиняють в збірнику, адже умови стерилізації, 

відрізняються від умов стерилізації композиції А. Об’єднаємо фосфорні та 

основні солі в одну композицію Б, яку спочатку потрібно розчини в окремому 

збірнику об’ємом 20 л, потім додати запасний розчин мікроелементів. Для 

того, щоб запобігти утворенню нерозчинних фосфатів магнію, рН середовища 
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доводять до позначки 4 – 4,5 6%-вим розчином НСІ. Солі композиції Б 

розчинаємо в окремому збірнику, після чого подаємо в інокулятор та 

стерилізуємо при звичайній для солей температурі. Композицію А 

стерилізуємо в реакторі-змішувачі. 

Перед культивуванням зі збірника додають розчин фруктози, а рН 

середовища контролюють на рівні 7,0 стерильним 6%-им розчином NaOH.  

Особливості підготовки та стерилізації поживного середовища для 

одержання інокуляту в посівному апараті об’ємом 2 м3 

На даному етапі нам необхідно 1,09 м3 ≈ 1,1 м3 поживного середовища. 

Для цього середовище ділять на наступні композиції: 

Композиція А: фруктоза (режим стерилізації: 112°С, впродовж 30 хв).  

Композиція Б: KH₂PO₄, NaH2PO4, (NH₄)₂SO₄, MgSO₄∙7H₂O, FeSO4∙7H₂O, 

MnCl2∙4H₂O, CaCl2∙2H₂O, CuCl2∙2H₂O, ZnSO4∙7H₂O, H3BO3, CoCl2∙7H₂O, 

NiCl2∙6H₂O, Na2MoO4∙2H2О (режим стерилізації: 131°С, впродовж 40 хв, рН – 

4,0 – 4,5 за допомогою розчину НСІ). Солі композиції Б розчинаємо в 

окремому збірнику, після чого подаємо в інокулятор та стерилізуємо при 

звичайній для солей температурі. Композицію А стерилізуємо в реакторі-

змішувачі. 

Особливості підготовки та стерилізації поживного середовища для 

виробничого біосинтезу у ферментері об’ємом 20 м3 

На даному етапі нам необхідно 10,88 м3 ≈ 11 м3 поживного середовища. 

Такий об’єм поживного середовища доцільно стерилізувати в установці 

безперервної стерилізації, а саме в УБС-15, продуктивністю 15 м3/год. 

Температура стерилізації буде становити 130 °С. Час стерилізації складатиме 

1 година 36 хвилин. Для приготування поживного середовища поділимо його 

компоненти на наступні композиції, незважаючи на те, що всі компоненти 

стерилізуватимуть разом. 

Композиція А: фруктоза (режим стерилізації: 112°С, впродовж 30 хв). 

Композиція Б: KH₂PO₄, NaH2PO4, (NH₄)₂SO₄, MgSO₄∙7H₂O, FeSO4∙7H₂O, 

MnCl2∙4H₂O, CaCl2∙2H₂O, CuCl2∙2H₂O, ZnSO4∙7H₂O, H3BO3, CoCl2∙7H₂O, 
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NiCl2∙6H₂O, Na2MoO4∙2H2О (режим стерилізації: 131°С, впродовж 40 хв, рН – 

4,0 – 4,5 за допомогою розчину НСІ). 

Розчини усіх компонентів готуються в одному реакторі-змішувачі, 

спочатку розчиняють фруктозу, після цього подають всі інші компоненти. 

Для регуляції рН на етапах вирощування інокуляту в інокуляторах 

об’ємом 20 та 200 літрів, посівному апараті 2 м3 а також виробничому 

ферментері об’ємом 20 м3 використовують 6%-ві розчини NaOH та НСІ. НСІ 

додають аби уникнути випадання осадів фосфорних та основних солей під час 

стерилізації композиції до якої вони входять, а розчином NaOH підтримуємо 

оптимальне значення рН для культивування C. necator АТСС 17697. 

 5.5. Узагальнення до підрозділу 5.4  

 Отже, технологічна схема, окрім стадій підготовки посівного матеріалу, 

включає такі додаткові стадії: 

 підготовка аераційного повітря та очистка відпрацьованого; 

 приготування 6%-го розчину НСІ, для підкислення середовища в 

інокуляторі об’ємом 20 та 200 л, посівному апараті об’ємом 2 м3 та 

виробничому ферментері 20 м3; 

 приготування та стерилізація 6%-го розчину NaOH, для 

підкислення середовища в інокуляторі об’ємом 20 та 200 л, посівному апараті 

об’ємом 2 м3 та виробничому ферментері 20 м3; 

 приготування та стерилізація розчину мікроелементів для 

вирощування інокуляту у колбаха на качалках, в інокуляторі об’ємом 20 та 200 

л та посівному апараті об’ємом 2 м3; 

 приготування розчину фруктози та (NH₄)₂SO₄ для підживлення в 

окремих збірниках. 

Окрім основних збірників для розчинення композицій солей, що 

встановлені перед ферментерами, варто передбачити такі ємності: 

 реактор-змішувачі для приготування фруктози об’ємом 10 л та 100 

л; 

 збірники для розчинення солей об’ємом 10 л, 120 та 1200 л. 
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В цеху виробничого біосинтезу: 

 реактор-змішувач об’ємом 500 л для стерилізації композиції А 

перед подачею у виробничий ферментер; 

 реактор-змішувач об’ємом 15 м2 для змішування компонентів 

композиції Б перед подачею у ферментер; 

 20 літровий збірник для приготування 6%-го NaOH; 

 50 літровий збірник для приготування 6%-го HCl; 

 50 літровий збірник для приготування (NH₄)₂SO₄ для підживлення; 

 0,5 м3 збірник для приготування розчину фруктози для 

підживлення. 
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РОЗДІЛ 6. СПЕЦИФІКАЦІЯ ОБЛАДНАННЯ 

Таблиця 6.1. 

Позиція Найменування Кількість 
Технічна характеристика  

(виробник) 

1 2 3 4 

ПЗ-1 Повітрозабірник 1 
Обладнаний металевою сіткою для 

видалення механічних забруднень [1] 

Ф-2 
Фільтр грубої 

очистки повітря 
1 

Фільтр  Prana 

Фільтруючий матеріал - 

пінополіуретан 

Пропускна здатність – 1500-2000 л/хв 

Е=  80-90%. 

Виробник – “ Prana ” (Україна) [2] 

К-3 Компресор 1 

Компресор модель  NX-75HC 

Робочий тиск 7-12 бар, потужність 20 

м3/хв. 

Виробник – «Bolaite» (Китай) [3] 

Т-4 
Теплообмінник-

охолоджувач 
1 

Гібридний теплообмінник APV 

Робочий тиск – 1-32 бар 

Поверхня теплообміну – 436 м2 

Виробник – «Тапфло» (Україна) [4] 

Рс-5 Ресивер 1 

Ресивер РВ 500.11.00 

Робочий тиск до 10 атм 

Об'єм –  5 м3 

Виробник – "Летісс компресор" 

(Україна) [5] 

Т-6 
Теплообмінник-

нагрівач 
1 

Гібридний теплообмінник APV 

Робочий тиск – 1-32 бар 

Поверхня теплообміну – 436 м2 

Виробник – «Тапфло» (Україна) [4] 

Ф-7 
Головний 

фільтр очистки 
1 

Фільтр NFC. 
Ефективність очистки – 95%. HDPE / 

нетканий синтетичний / скловолокно. 

Температура до 145 °С 

  Виробник – "Netfil" (Індія)[6] 

ФІ-8 
Індивідуальний 

фільтр 
1 

Фільтр тонкої очистки НF 0095 

Фільтруючий матеріал – 

скловолокно 

Продуктивність – до 20 м3/год 

Максимальний тиск – 16 атм 

Ступінь очистки – 0,01 мкм 

Е=99,99% 

Виробник “OMI” (Італія) [7] 
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Продовження таблиці 6.1. 

1 2 3 4 

Р-9 

Реактор-

змішувач для 

солей 

композиції Б (10 

л) 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 10 л, з 

високоякісного боросилікатного скла; 

оснащений перемішувальним 

пристроєм, всередині – нержавіюча 

сталь, а зовні – титан,  швидкість 

перемішування 680 об/хв 

Виробник – «Титан Технікс» (Україна) 

[9]  

ІН-10 
Інокулятор (20 

л) 
1 

Інокулятор робочим об’ємом 20 л, 

загальний об’єм становить 23 л, 

оснащений сорочкою та мішалкою з 

магнітним приводом австрійського 

фірми ZETA; швидкість перемішування 

500 об/хв; габаритні розміри, мм: 

довжина/ширина/висота:1085/600/1150 

Виробник – «ПРОМВІТ» (Україна) [10] 

ФІ-11 
Індивідуальний 

фільтр 
1 

Фільтр тонкої очистки НF 0095 

Фільтруючий матеріал – 

скловолокно 

Продуктивність – до 20 м3/год 

Максимальний тиск – 16 атм 

Ступінь очистки – 0,01 мкм 

Е=99,99% 

Виробник “OMI” (Італія) [7] 

Д-12 
Об'ємно-

ваговий дозатор 
 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 

Р-13 

Реактор-

змішувач для 

композиції А 

(10 л) 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 10 л, з 

високоякісного боросилікатного скла; 

оснащений перемішувальним 

пристроєм, всередині – нержавіюча 

сталь, а зовні – титан,  швидкість 

перемішування 680 об/хв 

Виробник – «Титан Технікс» (Україна) 

[9] 

Д-14 
Об'ємно-

ваговий дозатор 
1 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: від 1 до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 

Р-15 

Реактор-змішувач 

для солей 

композиції Б (120 

л) 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 120 л; 

оснащений перемішувальним пристроєм та 

нагрівальною сорочко; швидкість 

перемішування 940 об/хв 

Виробник – «Lampart» (Угорщина) [11]; 
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Продовження таблиці 6.1. 

1 2 3 4 

Н-16 

Відцентровий 

насос для 

перекачування 

солей від З-16 

до ІН-17 

1 

Насос відцентровий AQUATICA 

4QJD7-15-1.8; матеріал – нержавіюча 

сталь; максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 140 л/хв 

Виробник – «AQUATICA» (Україна) 

[10] 

ІН-17 
Інокулятор  

(200 л) 
1 

Інокулятор об’ємом 200 л; матеріал - 

нержавіючої сталі SUS316L; 

оснащений перемішувальним 

пристроєм; швидкість перемішування 

50 – 680 об/хв 

Виробник – «Smart way plus» (Україна) 

[12] 

ФІ-18 
Індивідуальний 

фільтр 
1 

Фільтр тонкої очистки НF 0095 

Фільтруючий матеріал – 

скловолокно 

Продуктивність – до 20 м3/год 

Максимальний тиск – 16 атм 

Ступінь очистки – 0,01 мкм 

Е=99,99% 

Виробник “OMI” (Італія) [7] 

Д-19 
Об'ємно-

ваговий дозатор 
1 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 

Р-20 

Реактор-

змішувач для 

композиції А 

(100 л) 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 100 л; 

матеріал - нержавіючої сталі AISI 4; 

оснащений перемішувальним 

пристроєм; габарити: висота-1100 мм, 

діаметр-570 мм 

Виробник –  «Wise master» (Україна) 

[13] 

Н-21 

Насос 

відцентровий 

для 

перекачування 

композиції А 

від Р-20 до ПА-

25 

1 

Насос відцентровий AQUATICA 

4QJD7-15-1.8; матеріал – нержавіюча 

сталь; максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 140 л/хв 

Виробник – «AQUATICA» (Україна) 

[10] 

Д-22 
Об'ємно-

ваговий дозатор 
1 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 
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Продовження таблиці 6.1. 
1 2 3 4 

Р-23 

Реактор-змішувач 

для композиції Б 

(1200 л) 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 1200 л, 

оснащений мішалкою італійського 

виробництва; швидкість перемішування 0 – 

300 об/хв; габаритні розміри, мм: 

довжина/діаметр/висота:1500/1400/2500 

Виробник – «ПРОМВІТ» (Україна) [14] 

Н-24 

Насос 

відцентровий 

для 

перекачування 

композиції Б від 

З-23 до ПА-25 

1 

Насос відцентровий AQUATICA 

4QJD7-15-1.8; матеріал – нержавіюча 

сталь; максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 140 л/хв 

Виробник – «AQUATICA» (Україна) 

[10] 

ПА-25 Посівний апарат 1 

Посівний апарат оснащений паровою 

сорочкою 

Матеріал – нержавіюча сталь AISI 304 

Геометричний об’єм 2000 л 

Швидкість перемішування до 200 об/хв 

Габарити: висота-1600 мм, діаметр-800 

мм 

Виробник –  Czech Brewery System 

(Чехія) [15] 

ФІ-26 
Індивідуальний 

фільтр 
1 

Фільтр тонкої очистки НF 0095 

Фільтруючий матеріал – 

скловолокно 

Продуктивність – до 20 м3/год 

Максимальний тиск – 16 атм 

Ступінь очистки – 0,01 мкм 

Е=99,99% 

Виробник “OMI” (Італія) [7] 

Д-27 

Об'ємно-

ваговий дозатор 

для композиції 

А 

1 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 

Д-28 

Об'ємно-

ваговий дозатор 

для композиції 

Б 

1 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 

Д-29 

Об'ємний 

дозатор для 

приготування 

6%-го розчину 

НСІ 

1 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 
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Продовження таблиці 6.1. 

1 2 3 4 

З-30 

Збірник для 

розчину НСІ (50 

л) 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 50 л; 

матеріал - нержавіючої сталі AISI 304, 

316 L; оснащений перемішувальним 

пристроєм; швидкість перемішування 

10 – 240 об/хв; габарити: висота-1900 

мм, діаметр-750 мм 

Виробник –  «BioStar» (Китай) [16] 

Н-31 

Відцентровий 

насос для 

перекачування 

НСІ від З-30 до 

Р-32 

1 

Насос відцентровий AQUATICA 

4QJD7-15-1.8; матеріал – нержавіюча 

сталь; максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 140 л/хв 

Виробник – «AQUATICA» (Україна) 

[10] 

Р-32 

Реактор 

змішувач для 

композицій А 

перед подачею 

у ферментер 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 500 л; 

матеріал - нержавіючої сталі AISI 304; 

оснащений перемішувальним 

пристроєм; габарити: висота-1320 мм, 

діаметр-800 мм 

Виробник –  «Wise master» (Україна) 

[17] 

Н-33 

Насос 

відцентровий 

для подачі 

композицій з Р-

32 до ФР-47 

1 

Насос відцентровий AQUATICA 

4QJD7-15-1.8; матеріал – нержавіюча 

сталь; максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 140 л/хв 

Виробник – «AQUATICA» (Україна) 

[10] 

Р-32.1 

Реактор 

змішувач 

композицій Б 

перед подачею 

у ферментер 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 15 м3; 

матеріал - нержавіючої сталі 316 L; 

оснащений перемішувальним 

пристроєм; швидкість перемішування 

10 – 240 об/хв; габарити: довжин -2300 

мм, діаметр-3540 мм 

Виробник –  «PERRY WIDEX 

EQUIPMENT COMPANY» (США) [18] 

Н-34 

Насос 

відцентровий 

для подачі ПС з 

Р-32.1 до Ф-47 

1 

Насос відцентровий Grundfos NS 30-30 

3х400V; матеріал – чавун; 

максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 18 м3/год  

Виробник – «Grundfos» (Італія) [19] 

Д-35 
Об'ємно-

ваговий дозатор 
1 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 
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   Продовження таблиці 6.1. 
1 2 3 4 

Р-36 

Реактор-

змішувач для 

натрій 

гідроксиду 

1 

Інокулятор робочим об’ємом 20 л, загальний об’єм 

становить 23 л, оснащений сорочкою та мішалкою з 

магнітним приводом австрійського фірми ZETA; 

швидкість перемішування 500 об/хв; габаритні 

розміри, мм: довжина/ширина/висота:1085/600/1150 

Виробник – «ПРОМВІТ» (Україна) [10] 

Н-37 

Відцентровий 

насос для 

подачі натрій 

гідроксиду від 

Р-37 до Ф-46 

1 

Насос відцентровий AQUATICA 

4QJD7-15-1.8; матеріал – нержавіюча 

сталь; максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 140 л/хв 

Виробник – «AQUATICA» (Україна) 

[10] 

ФІ-38 
Індивідуальний 

фільтр 
1 

Фільтр тонкої очистки НF 0095 

Фільтруючий матеріал – 

скловолокно 

Продуктивність – до 20 м3/год 

Максимальний тиск – 16 атм 

Ступінь очистки – 0,01 мкм 

Е=99,99% 

Виробник “OMI” (Італія) [7] 

Д-39 

Об'ємно-

ваговий 

дозатор 

1 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 

З-40 

Збірник 

розчину 

фруктози для 

підживлення на 

етапі 

виробничого 

біосинтезу 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 500 л; 

матеріал - нержавіючої сталі AISI 304; 

оснащений перемішувальним 

пристроєм; габарити: висота-1320 мм, 

діаметр-800 мм 

Виробник –  «Wise master» (Україна) 

[17] 

Н-41 

Відцентровий 

насос для 

подачі розчину 

від З-41 до Ф-

46 

1 

Насос відцентровий AQUATICA 

4QJD7-15-1.8; матеріал – нержавіюча 

сталь; максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 140 л/хв 

Виробник – «AQUATICA» (Україна) 

[10] 

Д-42 

Об'ємно-

ваговий 

дозатор 

1 

Ваговий дискретний дозатор-

витратомір  

для дозування сипких продуктів  

Продуктивність: до 500 кг/год  

Точність зважування - 0,1% 

Виробник – "Техноваги" (Україна) [8] 

З-43 

Збірник 

розчину 

(NH4)2SO4 

1 

Реактор-змішувач об’ємом 50 л;атеріал - 

нержавіючої сталі AISI 304, 316 L; 

оснащений перемішувальним пристроєм; 

швидкість перемішування 10 – 240 об/хв; 

габарити: висота-1900 мм, діаметр-750 мм 

Виробник –  «BioStar» (Китай) [16] 
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Примітка.* Пошук і підбір обладнання здійснювався з використанням наступних 

електронних джерел: 

2.https://povitrya.com.ua/product/prana-filtry/ 

3. http://www.rig620.com/product/5225824.html 

4. https://tapflo.ua/ua/products-2/teploobmenniki#spetsialne-vikonannya 

5. https://letiss.com.ua/ua/resiveri_ua/povitryaniy-vertikalniy-resiver-rv-5001100 

6. http://www.netfil-

ind.com/index.php?option=com_content&view=article&id=32&Itemid=146 

7.https://snabzhenie.com.ua/uk/hf-0095-1-1-2-filtr-tonkogo-ochischennya-

stisnenogo-povitrya-04a.0570.h.html 
8. https://www.vostok.dp.ua/ukr/catalog/scale/doza/product.html?id=4117 

9. https://hms-ua.com/ua/p1445439783-steklyannyj-reaktor-rubashkoj.html 

10. https://promvit.com.ua/laboratornij-reaktor-robochim-ob%e2%80%b2yemom-20-l-rc-20-00-

000-ps/ 

11.https://perryvidex.eu/product/120-ltr-3-bar-int-6-bar-jkt-anch-agit-U2402-11 

12. https://smartwayplus.com.ua/catalog/avtomatychnyy-fermenter-dlya-bakterialnoyi-kultury-

200-litrovyy 

13. https://agrovektor.com/ua/physical_product/1325830-emkost-dlya-prigotovleniya-produkta-

emk-r-100-100-l.html 

14.https://promvit.com.ua/reaktor-1200-l-dlya-rastvorov-supsenzij-siropov/ 

15. https://eshop.czechminibreweries.com/uk/product/cft-shp3-2000de/ 

16. https://wise-master.com.ua/ua/p1000176145-zbirnik-dlya-ekstraktu.html 
17. https://sartorius.com.ua/fermenteri-i-bioreaktori/odnorazovi-fermenteri-bioreaktori/biostat-

str/ 

18. https://perryvidex.eu/product/15000-ltr-3-bar-int-6-bar-jkt-45kw-agit-L1445 15000 

19.https://vik21.com.ua/ua/catalog/nasosy_tsentrobezhnye/tsentrobezhnyy_monoblochnyy_naso

s_grundfos_ns_13_18_1kh230v/ 

20.https://www.micetbrewing.com/Fermentation_tanks/20000L_Commercial_Fermentation_Ves

sels_247.html 

21.https://vik21.com.ua/ua/catalog/nasosy_tsentrobezhnye/tsentrobezhnyy_monoblochnyy_naso

s_grundfos_ns_30_30_3kh400v/ 

 

 

 

Закінчення таблиці 6.1. 
1 2 3 4 

Н-44 

Відцентровий 

насос для подачі 

розчину від З-44 

до Ф-46 

1 

Насос відцентровий AQUATICA 4QJD7-

15-1.8; матеріал – нержавіюча сталь; 

максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 140 л/хв 

Виробник – «AQUATICA» (Україна) [10] 

Ф-45 Ферментер 1 

Ферментер оснащений паровою 

сорочкою 

Геометричний об’єм  20 м3 

Швидкість перемішування до 200 об/хв 

Габарити: висота-3600 мм, діаметр-

2000 мм 

Виробник – «Micent Innovation For 

Everyone» (Китай) [20] 

Н-46 
Відцентровий 

насос 
1 

Насос відцентровий Grundfos NS 13-18 

1х230V; матеріал – чавун; 

максимальний тиск – до 6 бар; 

продуктивність – 36 м3/год 

Виробник – «Grundfos» (Італія) [21] 

https://povitrya.com.ua/product/prana-filtry/
http://www.rig620.com/product/5225824.html
https://tapflo.ua/ua/products-2/teploobmenniki#spetsialne-vikonannya
https://letiss.com.ua/ua/resiveri_ua/povitryaniy-vertikalniy-resiver-rv-5001100
http://www.netfil-ind.com/index.php?option=com_content&view=article&id=32&Itemid=146
http://www.netfil-ind.com/index.php?option=com_content&view=article&id=32&Itemid=146
https://snabzhenie.com.ua/uk/hf-0095-1-1-2-filtr-tonkogo-ochischennya-stisnenogo-povitrya-04a.0570.h.html
https://snabzhenie.com.ua/uk/hf-0095-1-1-2-filtr-tonkogo-ochischennya-stisnenogo-povitrya-04a.0570.h.html
https://www.vostok.dp.ua/ukr/catalog/scale/doza/product.html?id=4117
https://hms-ua.com/ua/p1445439783-steklyannyj-reaktor-rubashkoj.html
https://promvit.com.ua/laboratornij-reaktor-robochim-ob%e2%80%b2yemom-20-l-rc-20-00-000-ps/
https://promvit.com.ua/laboratornij-reaktor-robochim-ob%e2%80%b2yemom-20-l-rc-20-00-000-ps/
https://perryvidex.eu/product/120-ltr-3-bar-int-6-bar-jkt-anch-agit-U2402-11
https://smartwayplus.com.ua/catalog/avtomatychnyy-fermenter-dlya-bakterialnoyi-kultury-200-litrovyy
https://smartwayplus.com.ua/catalog/avtomatychnyy-fermenter-dlya-bakterialnoyi-kultury-200-litrovyy
https://agrovektor.com/ua/physical_product/1325830-emkost-dlya-prigotovleniya-produkta-emk-r-100-100-l.html
https://agrovektor.com/ua/physical_product/1325830-emkost-dlya-prigotovleniya-produkta-emk-r-100-100-l.html
https://promvit.com.ua/reaktor-1200-l-dlya-rastvorov-supsenzij-siropov/
https://eshop.czechminibreweries.com/uk/product/cft-shp3-2000de/
https://wise-master.com.ua/ua/p1000176145-zbirnik-dlya-ekstraktu.html
https://sartorius.com.ua/fermenteri-i-bioreaktori/odnorazovi-fermenteri-bioreaktori/biostat-str/
https://sartorius.com.ua/fermenteri-i-bioreaktori/odnorazovi-fermenteri-bioreaktori/biostat-str/
https://perryvidex.eu/product/15000-ltr-3-bar-int-6-bar-jkt-45kw-agit-L1445%2015000
https://vik21.com.ua/ua/catalog/nasosy_tsentrobezhnye/tsentrobezhnyy_monoblochnyy_nasos_grundfos_ns_13_18_1kh230v/
https://vik21.com.ua/ua/catalog/nasosy_tsentrobezhnye/tsentrobezhnyy_monoblochnyy_nasos_grundfos_ns_13_18_1kh230v/
https://vik21.com.ua/ua/catalog/nasosy_tsentrobezhnye/tsentrobezhnyy_monoblochnyy_nasos_grundfos_ns_30_30_3kh400v/
https://vik21.com.ua/ua/catalog/nasosy_tsentrobezhnye/tsentrobezhnyy_monoblochnyy_nasos_grundfos_ns_30_30_3kh400v/
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РОЗДІЛ 7. ОПИС ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ БІОСИНТЕЗУ 

ПОЛІГІДРОКСИБУТИРАТУ 

ДР 1. Підготовка аераційного повітря 

ДР 1.1. Забір атмосферного повітря 

Забір повітря проводиться за допомогою вертикальної трубки з 

повітрозабірником (ПЗ-1) у найвищій точці відділення підготовки повітря – 

вище будівлі на 3 – 5 м. 

ДР 1.2. Очищення від грубих домішок 

Здійснюємо попередню очистку повітря від пилу на фільтрі грубого 

очищення (Ф-2) з ефективністю очистки Е=90%. 

ДР 1.3. Компресування повітря  

Повітря стискають у (К-3) до тиску 0,4 МПа за рахунок нагрівання від 

120 °С до 220 °С, це роблять для того аби подолати гідравлічний тиск стовпа 

рідини у ферментері. 

ДР 1.4. Охолодження повітря та виділення з нього вологи 

Стиснене повітря, яке надходить (від ДР 1.3.) охолоджують в 

теплообміннику-охолоджувачі (Т-4) до температури 25 – 30 °С для того аби 

забрати надлишкову вологу. Охолоджене повітря направляють до (Р-5), де 

безпосередньо забирається надлишок вологи і зменшуються пульсації руху 

повітря, які в майбутньому негативно впливають на роботу інших фільтрів 

очищення. Вологість повітря має становити W=60%. 

ДР 1.5. Нагрівання повітря  

Повітря, яке надійшло (від ДР 1.4.), нагрівають у теплообміннику-

нагрівачі (Т-6) до температури 30 – 35 °С. Вологість має бути на рівні 50%. 

ДР 1.6. Очищення повітря в головному фільтрі 

Підігріте повітря (від ДР 1.5.) надходить до головного фільтру (Ф-7), 

ступінь очистки становить 95%, надалі це повітря передається до  
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індивідуальних фільтрів. 

ДР 1.7. Очищення повітря в індивідуальному фільтрі 

Повітря (від ДР 1.6.) передається до індивідуальних фільтрів (ФІ-8, ФІ-

11, ФІ-18, ФІ-26, ФІ-39), які встановлюють перед кожним інокулятором, 

ферментером та збірником, що містить стерильні розчини. 

ДР 2. Приготування та стерилізація титрувальних агентів 

ДР 2.1. Пpигoтувaння 6% poзчину НCI  

Необхідна кількість компонентів для приготування 6%-го розчину хлоридної 

кислоти, яка потрібна на кожному етапі підготовки поживного середовища 

наведена у табл 7.1. 

Таблиця 7.1.  

Об’єм 

середовища

, л 

Об'єм 

необхідно

ї 

кількості 

6% НСІ, 

мл 

Кількість 

37% НСІ для 

приготування 

титрувальног

о розчину, мл 

Кількість 

води для 

приготування

, мл 

Ємність для 

приготуванн

я розчину 

1,1 - - - - 

11 22 3 19 Колба 

об’ємом 50 мл 

110 220 13 207 
Колба 

об’ємом 250 

мл 

1100 2200 366 1834 Колба 

об’ємом 3 л 

11000 22000 3666 18334 Реактор 

об’ємом 30 л 

 

ДР 2.1.1. Приготування 6% розчину НСІ для посівного апарату об’ємом 

20 л 

У колбу під витяжною шафою вносять 19 мл дистильованої води. Потім 

за допомогою піпетки вносять 3 мл 37%-го розчину НСІ. Колбу закривають 

притертою скляною пробкою для герметичного зберігання рідини. 

ДР 2.1.2. Приготування 6% розчину НСІ для посівного апарату об’ємом 

200 л 
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У колбу під витяжною шафою вносять 207 мл дистильованої води. Потім 

за допомогою піпетки вносять 13 мл 37%-го розчину НСІ. Колбу закривають 

притертою скляною пробкою для герметичного зберігання рідини. 

ДР 2.1.3. Приготування 6% розчину НСІ для посівного апарату об’ємом 

2 м3 

У колбу під витяжною шафою вносять 1934 мл дистильованої води. 

Потім за допомогою мірного циліндру вносять 366 мл 37%-го розчину НСІ. 

Колбу закривають притертою скляною пробкою для герметичного зберігання 

рідини. 

ДР 2.1.4. Приготування 6% розчину НСІ для посівного апарату об’ємом 

20 м3 

У збірник об’ємом 30 л (З-31) за допомогою об’ємного дозатора (Д-30) 

подають 18334 мл питної води. Потім за постійного перемішування вносять 

3666 мл 37%-го розчину НСІ. 

ДР 2.2. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH 

ДР 2.2.1. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH для 

підлужнення поживного середовища в посівному апараті об’ємом 20 л 

Потрібно приготувати 22 мл 6%-го розчину натрій гідроксиду, який 

використають для нейтралізації поживного середовища в посівному апараті 

об’ємом 20 л. 

Для того, щоб приготувати 22 мл 6%-го розчину натрій гідроксиду на 

технічних вагах зважуємо 1,32 г кристалічного NaOH і вносимо в колбу 

об’ємом 50 мл. Мірним циліндром на 25 мл додаємо 20,7 мл дистильованої 

води. Розчин перемішують, закривають ватно-марлевою пробкою та 

стерилізують в автоклаві пpи 131ºC протягом 40 хв. 

ДР 2.2.2. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH для 

підлужнення поживного середовища в посівному апараті об’ємом 200 л 

Для того, щоб приготувати 220 мл 6%-го розчину натрій гідроксиду на 

технічних вагах зважуємо 13,2 г кристалічного NaOH і вносимо в колбу 

об’ємом 500 мл. Мірним циліндром на 250 мл додаємо 206,8 мл дистильованої 
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води. Розчин перемішують, закривають ватно-марлевою пробкою та 

стерилізують в автоклаві пpи 131ºC протягом 40 хв. 

ДР 2.2.3. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH для 

підлужнення поживного середовища в посівному апараті об’ємом 2 м3 

Для того, щоб приготувати 2200 мл 6%-го розчину натрій гідроксиду на 

технічних вагах зважуємо 132 г кристалічного NaOH і вносимо у колбу 

об’ємом 3 л, доливаємо додаємо 2068 мл питної води. Розчин постійно 

перемішують та стерилізують пpи 131ºC протягом 40 хв. 

ДР 2.2.4. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH для підлуження 

поживного середовища у ферментері об’ємом 20 м3 

Для того, щоб приготувати 22000 мл 6%-го розчину натрій гідроксиду, 

за допомогою об’ємно-вагового дозатору (Д-36) зважуємо 1320 г 

кристалічного NaOH і вносимо в збірник (З-37) об’ємом 30 л. Додаємо 20680 

мл питної води. Розчин постійно перемішують та стерилізують пpи 131ºC 

протягом 40 хв. 

ДР 3. Приготування та стерилізація розчину мікроелементів 

Для ТП 6.4., 6.5., 6.6., 6.7. готується запасний розчин мікроелементів, 

який додається у середовище 2 мл на 1 л поживного середовища.  

ДР 3.1. Приготування та стерилізація розчину мікроелементів 

На технічних вагах зважують 0,25 г FeSO4∙7H₂O, 0,004 г MnCl2∙4H₂O, 

0,25 г CaCl2∙2H₂O, 0,002 г CuCl2∙2H₂O, 0,02 г ZnSO4∙7H₂O, 0,037 г H3BO3, 0,024 

г CoCl2∙6H₂O, 0,003 г NiCl2∙6H₂O, 0,004 г Na2MoO4∙2H2О. Відміряну кількість 

солей вносять у колбу об’ємом 5 л та доливають 3 л води дистильованої. Потім 

колбу закривають ватно-марлевою пробкою та стерилізують при температурі 

131°С, впродовж 40 хв. 

ДР 4. Приготування та стерилізація розчинів для підживлення на 

етапі виробничого біосинтезу 

ДР 4.1. Приготування та стерилізація розчину фруктози для 

підживлення на етапі виробничого біосинтезу 
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На 25 годині на етапі виробничого біосинтезу в ферментер вносять 

фруктозу у концентрації 20 г/л. Для приготування розчину необхідно 220 кг 

фруктози та 330 л водопровідної води. Наважку фруктози за допомогою 

об’ємно-вагового дозатору (Д-41) поміщають у збірник (З-42) об’ємом 0,5 м3 

та доливають водопровідною водою розчин перекачують у (Ф-47) за 

допомогою насоса (Н-43). Стерилізацію проводять в апараті протягом 30 хв 

при 112 °С. 

ДР 4.2. Приготування та стерилізація розчину (NH₄)₂SO₄ для 

підживлення на етапі виробничого біосинтезу 

На 25 годині на етапі виробничого біосинтезу в ферментер вносять 

фруктозо у концентрації 1,5 г/л. Для приготування розчину необхідно 16,5 кг 

(NH₄)₂SO₄ та 38,5 л водопровідної води, наважки вносять за допомогою 

об’ємно-вагового дозатора (Д-44). Наважку (NH₄)₂SO₄ поміщають у збірник 

об’ємом (З-45) 50 л та доливають водопровідною водою. Розчин подають у 

ферментер (Ф-47) за допомогою (Н-48). Стерилізацію проводять в апараті 

протягом 40 хв при 131 °С. 

ДР 5. Приготування та стерилізація поживних середовищ 

ДР. 5.1. Приготування та стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту у колбах на качалках  

Для вирощування інокуляту потрібно 1100 мл поживного середовища. 

Врахуємо, що 10 % від об’єму поживного середовища – це посівний матеріал, 

який складає 110 мл, об’єм запасного розчину мікроелементів складає 1,98 мл, 

то кількість води для приготування поживного середовища становитиме 988 

мл. Через невелику кількість компонентів поживне середовище будемо 

стерилізувати в автоклаві, конденсат при цьому не утворюється. 

У табл. 7.2. наведено дані по розрахунку необхідної кількості 

компонентів для приготування середовища для отримання посівного 

матеріалу у колбах на качалках. 
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Таблиця 7.2 

Склад композицій для стерилізації компонентів для вирощування 

посівного матеріалу у колбах на качалках 

Компонент 

поживного 

середовища 

Вміст, 

г/л 

Кількість для 

приготування 990 

мл  середовища, 

г(мл) 

Композиція 

Об’єм 

композиції, V, 

мл 

Фруктоза 20 20 
А 50 

Вода  30 

KH₂PO₄ 4,35 4,3 

Б 469 NaH2PO4 4,35 4,3 

Вода  460 

(NH₄)₂SO₄ 1,5 1,5 

В 469 MgSO₄∙7H₂O 0,5 0,5 

Вода  467 

*  – запасний розчин мікроелементів у кількості 2 мл на 1 л поживного середовища, 

на даному етапі потрібно 1,98 мл. 

ДР 5.1.1. Приготування і стерилізація композиції А  

На технічних вагах зважують 20 г фруктози. Наважку поміщають у 

колбу об’ємом 100 мл та додають 30 мл дистильованої води, потім 

перемішують та закривають ватно-марлевим корком. Стерилізацію проводять 

в автоклаві при 112 °С впродовж 30 хв. 

ДР 5.1.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

На технічних вагах зважують 4,3 г KH₂PO₄ та 4,3 г NaH2PO4. Наважки 

поміщають у колбу об’ємом 750 мл та додають 460 мл дистильованої води. 

Колбу закривають ватно-марлевим корком та поміщають в автоклав на 40 хв 

при температурі 131 °С. 

ДР 5.1.3. Приготування і стерилізація композиції В 

На технічних вагах відважують 1,5 г (NH₄)₂SO₄ та 0,5 г MgSO₄∙7H₂O. 

Наважки переносять у колбу об’ємом 3 л та додають 467 мл дистильованої 

води. Колбу закривають ватно-марлевим корком та стерилізують в автоклаві 

40 хв при температурі 131 °С. 
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ДР 5.2. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 20 л 

У табл. 7.3. наведено дані по розрахунку необхідної кількості 

компонентів для приготування середовища для отримання посівного 

матеріалу в інокуляторі об’ємом 20 л. На даній стадії нам необхідно 

приготувати 12,2 літрів поживного середовища. Враховуючи кількість 

посівного матеріалу з минулої стадії (1,1 л). Об’єм запасного розчину 

мікроелементів складає 22 мл, то кількість води для приготування поживного 

середовища становитиме 9,878 л. 

Таблиця 7.3 

Склад композицій для стерилізації компонентів для вирощування 

посівного матеріалу в інокуляторі об’ємом 20 л 

Компонент 

поживного 

середовища 

Вміст, 

г/л 

Кількість для 

приготування 11,1 л  

середовища, г(л) 

Композиція 
Об’єм 

композиції, л 

Фруктоза 20 220 
А 550 мл 

Вода  330 мл 

KH₂PO₄ 4,35 48,3 

Б 

 
9, 33 л 

NaH2PO4 4,35 48,3 

(NH₄)₂SO₄ 1,5 183,3 

MgSO₄∙7H₂O 0,5 5,6 

Вода  9,04 л 

*  – запасний розчин мікроелементів у кількості 2 мл на 1 л поживного середовища, 

на даному етапі потрібно 22,2 мл. 

ДР 5.2.1. Приготування і стерилізація композиції А 

На технічних вагах зважують 220 г фруктози. Наважку поміщають у 

колбу об’ємом 1 л та додають 330 мл дистильованої води, потім перемішують 

та закривають ватно-марлевим корком. Стерилізацію проводять в автоклаві 

при 112 °С впродовж 30 хв. 

ДР 5.2.2. Приготування і стерилізація композиції Б 
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На технічних вагах зважують 48,3 г KH₂PO₄, 47,3 г NaH2PO4, 183,3 г 

(NH₄)₂SO₄ та 5,6 г MgSO₄∙7H₂O. Наважки поміщають у реактор-змішувач 

об’ємом 10 л (Р-9) та додають 9,04 л питної води, для кращого розчинення 

компонентів вмикають перемішуючий пристрій. Отриманий розчин 

самоплином подають в простерилізований інокулятор об’ємом 20 л (ІН-10) та 

подають 6%-ий розчин соляної кислоти (від ДР 2.1.1.) для досягнення рН 4,0-

4,5. Стерилізацію проводять 40 хв при температурі 131 °С. 

ДР 5.3. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 200 л 

У табл. 7.4. наведено дані по розрахунку необхідної кількості 

компонентів для приготування середовища для отримання посівного 

матеріалу в інокуляторі об’ємом 200 л. На даній стадії нам необхідно 

приготувати 122,1 літрів поживного середовища. Враховуючи кількість 

посівного матеріалу з минулої стадії (11,1 л). При розрахунку необхідно 

врахувати запасний розчин мікроелементів, який складає 222 мл. Тому об’єм 

води необхідний для приготування поживного середовища складає 110,8 л. 

Таблиця 7.4 

Склад композицій для стерилізації компонентів для вирощування 

посівного матеріалу в інокуляторі об’ємом 200 л 

Компонент 

поживного 

середовища 

Вміст, 

г/л 

Кількість для 

приготування 111 л  

середовища, г(л) 

Композиція 
Об’єм 

композиції, л 

Фруктоза 20 2220  
А 5,55  

Вода  3330 мл 

KH₂PO₄ 4,35 482,9 

Б 

 
105,3 

NaH2PO4 4,35 482,9 

(NH₄)₂SO₄ 1,5 166,5 

MgSO₄∙7H₂O 0,5 55,5 

Вода  104,1 л 

*  – запасний розчин мікроелементів у кількості 2 мл на 1 л поживного середовища, 

на даному етапі потрібно 222 мл. 
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ДР 5.3.1. Приготування і стерилізація композиції А 

Через об’ємно-ваговий дозатор (Д-12) подають 2,22 кг фруктози та 

додають 3,33 л водопровідної води. Компоненти поміщають у збірник об’ємом 

10 л (Р-13), потім перемішують до повного розчинення компонентів. Розчин 

подають самоплином в (ІН-17).Стерилізацію проводять в апараті при 112 °С 

впродовж 30 хв.  

ДР 5.3.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

На технічних вагах зважують 482,9 г KH₂PO₄, 482,9 г NaH2PO4, 166,5 г 

(NH₄)₂SO₄ та 55,5 г MgSO₄∙7H₂O. Наважки поміщають у реактор-змішувач 

об’ємом 120 л (Р-15) та додають за допомогою об’ємного дозатору (Д-14) 104,1 

л питної води, для кращого розчинення компонентів вмикають перемішуючий 

пристрій. Отриманий розчин перекачують насосом (Н-16) в 

простерилізований інокулятор (ІН-17) об’ємом 200 л та подають 6%-ий розчин 

соляної кислоти (від ДР 2.1.2.) для досягнення рН 4,0-4,5. Стерилізацію 

проводять 40 хв при температурі 131 °С. 

ДР 5.4. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 2 м3 

У табл. 7.5. наведено дані по розрахунку необхідної кількості 

компонентів для приготування середовища для отримання посівного 

матеріалу в посівному апараті  об’ємом 2 м3. На даній стадії нам необхідно 

приготувати 1211 літрів поживного середовища. Враховуючи кількість 

посівного матеріалу з минулої стадії (111 л). При розрахунку необхідно 

врахувати запасний розчин мікроелементів, який складає 2,2 л. Тому об’єм 

води необхідний для приготування поживного середовища складає 1097,8 л. 
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Таблиця 7.5 

Склад композицій для стерилізації компонентів для вирощування 

посівного матеріалу в посівному апараті об’ємом 2 м3 

Компонент 

поживного 

середовища 

Вміст, 

г/л 

Кількість для 

приготування 1100 

л  середовища, г(л) 

Композиція 
Об’єм 

композиції, л 

Фруктоза 20 22000 
А 55   

Вода  33 л 

KH₂PO₄ 4,35 4785 

Б 

 
1043 

NaH2PO4 4,35 4785 

(NH₄)₂SO₄ 1,5 1650 

MgSO₄∙7H₂O 0,5 550 

Вода  1031 л 

*  – запасний розчин мікроелементів у кількості 2 мл на 1 л поживного середовища, 

на даному етапі потрібно 2,222 л. 

ДР 5.4.1. Приготування і стерилізація композиції А 

Через об’ємно-ваговий дозатор (Д-19) подають 22 кг фруктози. Наважку 

поміщають у реактор-змішувач об’ємом 100 л (Р-20) та додають 33 л 

водопровідної води, потім перемішують до повного розчинення компонентів. 

За допомогою насоса (Н-21) композицію перекачують в посівний апарат (ПА-

25). Стерилізацію проводять в апараті при 112 °С впродовж 30 хв. 

ДР 5.4.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

Через об’ємно-ваговий дозатор (Д-22) подають 4785 г KH₂PO₄, 4785 г 

NaH2PO4, 1650 г (NH₄)₂SO₄, 550 г MgSO₄∙7H₂O. Наважки поміщають у реактор-

змішувач об’ємом 1,2 м3 (Р-23) та додають 1031 л питної води через об’ємно-

ваговий дозатор (Д-22), для кращого розчинення компонентів вмикають 

перемішуючий пристрій. Отриманий розчин перекачують насосом (Н-24) в 

простерилізований посівний апарат об’ємом 2 м3 (ПА-25) та подають 6%-ий 

розчин соляної кислоти (від ДР 2.1.3.) для досягнення рН 4,0-4,5. Стерилізацію 

проводять 40 хв при температурі 131 °С. 
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ДР 5.5. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 20 м3 

У табл. 7.6. наведено дані по розрахунку необхідної кількості 

компонентів для приготування середовища для отримання посівного 

матеріалу у ферментері об’ємом 20 м3. На даній стадії нам необхідно 

приготувати 12100 літрів поживного середовища. Враховуючи кількість 

посівного матеріалу з минулої стадії (111 л), необхідний об’єм води для 

приготування поживного середовища складає 11989 л. 

Таблиця 7.6 

Склад композицій для стерилізації компонентів для вирощування 

посівного матеріалу для виробничого культивування 

Компонент 

поживного 

середовища 

Вміст, 

г/л 

Кількість для 

приготування 11000 

л  середовища, г(л) 

Композиція 
Об’єм 

композиції, л 

Фруктоза 20 220000 
А 550 

Вода  330 л 

KH₂PO₄ 4,35 47850 

Б 

 
10450 

NaH2PO4 4,35 47850 

(NH₄)₂SO₄ 1,5 16500 

MgSO₄∙7H₂O 0,5 5500 

FeSO4∙7H₂O 2 мг 22   

MnCl2∙4H₂O 30 мкг 0,33 

CaCl2∙2H₂O 2 мг 22 

CuCl2∙2H₂O 10 мкг 0,11 

ZnSO4∙7H₂O 100 мкг 1,1 

H3BO3 300 мкг 3,3 

CoCl2∙6H₂O 200 мкг 2,2 

NiCl2∙6H₂O 20 мкг 0,22 

Na2MoO4∙2H2О 30 мкг 0,33 

Вода  10332,3 
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ДР 5.5.1. Приготування композиції А 

Через об’ємно-ваговий дозатор (Д-27) у реактор-змішувач  об’ємом 0,5 

м3  (Р-32) подають 220 кг фруктози та додають 330 л водопровідної води, потім 

перемішують до повного розчинення компонентів, за допомогою насосу (Н-

33) подають у виробничий ферментер (Ф-45). Стерилізацію проводять в 

апараті при 112 °С впродовж 30 хв. 

ДР 5.5.2. Приготування композиції Б 

Через об’ємно-ваговий дозатор (Д-28) у реактор-змішувач об’ємом 15 м3 

(Р-32.1) подають 47,85 кг KH₂PO₄, 47,85 кг NaH2PO4, 16,5 кг (NH₄)₂SO₄, 5,50 кг 

MgSO₄∙7H₂O. На технічних терезах відважують 22 г FeSO4∙7H₂O, 0,33 г 

MnCl2∙4H₂O, 22 г CaCl2∙2H₂O, 0,11 г CuCl2∙2H₂O, 1,1 г ZnSO4∙7H₂O, 3,3 г 

H3BO3, 2,2 г CoCl2∙6H₂O, 0,22 г NiCl2∙6H₂O, 0,33 г Na2MoO4∙2H2О. Наважки 

поміщають у реактор-змішувач об’ємом 15 м3 (Р-32.1) та через об’ємно-

ваговий дозатор (Д-29) додають 10332,3 л водопровідної води, для кращого 

розчинення компонентів вмикають перемішуючий пристрій. У цей же 

реактор-змішувач (Р-32.1) із збірника об’ємом 50 л (З-30) за допомогою насоса 

(Н-31) подають 6%-ий розчин соляної кислоти (від  ДР 2.1.4.) для досягнення 

рН 4,0-4,5 компоненти відміряють за допомогою об’ємного (Д-29). 

Стерилізацію проводять 40 хв при температурі 131 °С. 

ТП 6. Підготовка посівного матеріалу 

ТП 6.1. Підготовка колекційної культури 

Музейну культуру C. necator АТСС 17697 зберігають на скошеному 

поживному агарі (м’ясо-пептонний агар) у пробірках при температурі 4°С. 

Кожні 3-4 місяці здійснюють пересіви на свіже поживне середовище, при 

роботі з колекційною культурою дотримуються асептичних умов. 

ТП 6.2. Одержання робочої культури 

Для отримання робочої культури, колекційну культуру, яка зберігається 

у пробірках зі скошеним м’ясо-пептонним агаром пересівають у чашки Петрі 

з МПА, таким чином отримують ізольовані колонії. Культивування проводять 

в термостаті при температурі 30±1°С протягом 48 годин. 
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ТП 6.3. Вирощування культури на агаризованому середовищі  

Ізольовані колонії, які були отримані на чашках Петрі (від ТП 6.2.) 

мікробіологічною петлею пересівають у пробірки із скошеним агаром. Беруть 

одну колонію для засіву однієї пробірки. Культивування проводять в 

термостаті при температурі 30±1°С протягом 24 годин. 

ТП 6.4. Вирощування інокуляту в колбах на качалках 

В асептичних умовах у колбу об’ємом 3 л у якій міститься стерильна 

композиція В (від ДР 5.1.3.) доливають стерильні композиції А та Б (від ДР 

5.1.1. до ДР 5.1.2.), вносять 2,2 мл розчину мікроелементів (від ДР 3.1.), 

перемішують та розливають у 5 качалочних колб об’ємом 750 мл по 150 мл 

інокуляту, одну качалочну колбу об’ємом 750 мл 250 мл інокуляту та одну 

колбу об’ємом 750 мл 100 мл інокуляту. 

У пробірку, в якій міститься робоча культура C. necator АТСС 17697  

(від ТП 6.3.) вносять 5 мл стерильної води, змивають культуру відбирають 

піпеткою бактеріальну суспензію і поміщають у качалочні колби з поживним 

середовищем. В одну колбу вноситься бактеріальна суспезія з однієї пробірки. 

Культивування проводять при 150 об/хв, при t = 30±1 °C протягом 24 годин. 

ТП 6.5. Вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 20 л 

У стерильну колбу об’ємом 1 л вносять композицію А (від ДР 5.2.1.) та 

22 мл розчину мікроелементів (від ДР 3.1.). 

  В інокулятор об’ємом 20 л (ІН-10)  з простерилізованою композицією 

Б (від ДР 5.2.2.) подають вміст колби з композицією А (від ДР 5.2.1.). Для 

нейтралізації в посівний апарат вносять 6%-ий розчин NaOH (від ДР 2.2.1.) до 

досягнення рівня рН 7,0.  

Після внесення NaOH через засівну колбу вносять посівний матеріал (від 

ТП 6.4). Культивують при температурі 30 °С протягом 24 годин, n=150 об/хв 

концентрацію розчиненого кисню рО2 контролюють шляхом корегування 

швидкості перемішування та додаванням стерилізованого повітря.  

ТП 6.6. Вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 200 л 
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У інокулятор об’ємом 200 літрів (ІН-17) з композицією Б (від ДР 5.3.2.) 

з реактора (Р-13) самоплином подають композиції А (від ДР 5.3.1.) та вносять 

220 мл розчину мікроелементів (від ДР 3.1.). Вмикають перемішувальний 

пристрій та вносять 6%-ий розчин NaOH (від ДР 2.2.2.) до досягнення рівня 

рН 7,0.  

Через трубу перетискання з інокулятора перекачують посівний 

матеріалу (від ТП 6.5.). Культивують при температурі 30 °С протягом 24 годин, 

n=150 об/х, концентрацію розчиненого кисню рО2 контролюють шляхом 

корегування швидкості перемішування та додаванням стерилізованого 

повітря. Кожні 4 години відбирають проби культуральної рідини, щоб 

здійснити мікробіологічний контроль посівного матеріалу. 

ТП 6.7. Вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 2 м3 

У посівний апарат об’ємом 2 м3 (ПА-25) літрів зі стерильною 

композицією Б (від ДР 5.4.2.) з реактора-змішувача (Р-20) подають 

композицію А (від ДР 5.4.1.) за допомогою насоса (Н-21), а також вносять 

запасний розчин мікроелементів (від ДР 3.1.). Вмикають перемішувальний 

пристрій та вносять 6%-ий розчин NaOH (від ДР 2.2.3.) до досягнення рівня 

рН 7,0. Після чого вносять посівний матеріалу (від ТП 6.6.). 

Культивують при температурі 30 °С протягом 24 годин, n=150 об/хв 

концентрацію розчиненого кисню рО2 контролюють шляхом корегування 

швидкості перемішування та додаванням стерилізованого повітря. Кожні 4 

години відбирають проби культуральної рідини, щоб здійснити 

мікробіологічний контроль посівного матеріалу. 

ТП 7. Біосинтез 

ТП 7.1. Виробниче культивування 

Виробничий біосинтез цільового продукту здійснюють у ферментері 

об’ємом 20 м3 (Ф-45). У ферментер подається простерилізоване середовище з 

реактора-змішувача (Р-3) композицією А (від ДР 5.5.1.) та композицією Б (від 

ДР 5.5.2.)  з реактора-змішувача (Р-32.1). Також у ферментер за допомогою 

насоса (Н-37) подають 6%-вий розчин NaOH (від ДР 2.2.4.) для нейтралізації 
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середовища та слідкують за показниками датчика, щоб рН було на рівні 7,0, 

потім вносять посівний матеріал (від ПА-26, ТП 6.7.). 

На 25 годині культивування у ферментер за допомого насоса зі збірника 

(З-40) за допомогою (Н-41) подають розчин фруктози (від ДР 4.1.) та зі 

збірника (З-43) розчин (NH4)2SO4 (від ДР 4.2.) за допомогою насоса (Н-44) для 

підживлення середовища.  

Тривалість культивування становить 76 годин при температурі 30 °С та 

за постійної аерації середовища. 

Кожні 4 години здійснюють відбір проб культуральної рідини для 

проведення мікробіологічного контролю, визначення концентрації джерела 

вуглецевого живлення та азоту, а також рівня біомаси. Рівень біомаси на 76 

годину культивування знаходиться на рівні 14,4 г/л. Також після завершення 

культивування визначають концентрацію ПГА, яка становить 9,9 г/л.  
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РОЗДІЛ 8. КОНТРОЛЬ ВИРОБНИЦТВА 

 8.1. Мікробіологічний контроль 

Біосинтез полігідроксибутирату мікроорганізмом Cupriavidus necator 

АТСС 17697  здійснюється в асептичних умовах, тому мікробіологічний 

контроль передбачає контроль стерильності поживного середовища, яке 

використовують для біосинтезу полігідроксибутирату. Додатково потрібно 

контролювати на мікробіологічну чистоту посівний матеріал та культуральну 

рідину протягом усього періоду біосинтезу. Ці параметри контролюються 

шляхом висівів зразків поживного середовища, культуральної рідини та 

інокуляту на чашки Петрі з агаризованим середовищем. 

8.1.1. Мікробіологічний контроль стерильності поживного 

середовища 

Щоб провести даний вид контролю в стерильних умовах відбирають 10 

мл поживного середовища та заливають чашки Петрі агаризованим 

середовищем. 

Для визначення стерильності поживного середовища потрібно взяти за 

допомогою стерильної піпетки 0,1 мл зразка поживного середовища. Зразок 

наливають на поверхню сусло-агару (СА) для виявлення грибів та дріжджів і 

на м’ясо-пептонний агар (МПА) для виявлення бактерій. За допомогою 

стерильного шпателя Дригальського зразок розтирають по всій поверхні 

агару. Потім чашки Петрі зі зразками поживного середовища поміщають в 

термостат при температурі 30 – 34 °С для грибів та дріжджів, а для бактерій 

при температурі 24 – 26 °С. Якщо середовище стерильне, то відсутня будь-яка 

мікробіота [81]. 

8.1.2. Мікробіологічний контроль чистоти культури 

Мікробіологічний контроль чистоти культури проводять двома 

способами – висіюванням культури на чашки Петрі з агаром та/або 
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мікроскопіюванням. Культуральну рідину і посівний матеріал висівають до 

ізольованих колоній на чашки Петрі з м’ясо-пептонним агаром (МПА) для 

виявлення бактерій та сусло-агаром (СА) для виявлення грибів та дріжджів. 

Після інкубації здійснюють мікроскопіювання мікроорганізмів, які виросли на 

поверхі чашки Петрі [81]. 

На чашках повинні бути присутні лише колонії C. necator АТСС 17697  

та відсутня будь-яка стороння мікробіота. На поживному агарі протягом 2 дні, 

при 27°С, колонії досягають 2-4 мм, брудно-білі, блискучі, слизові, гладкі, 

опуклі з цілим краєм [82]. 

Мікроскопіювання проводять за допомогою мікроскопа, який оснащений 

імерсійною системою. Препарат готують на чистому знежиреному 

предметному склі, яке проводять над верхньою частиною полум’я пальника. 

Далі в асептичних умовах профламбованою петлею відбирають зразок 

культуральної рідини та рівномірно розприділяють по предметному склу. 

Зразок висушують, тримаючи його високо над полум’ям пальника. Препарат 

фіксують, щоб забезпечити прилипання мікроорганізмів до поверхні скла, 

шляхом термічної фіксації. Фіксований препарат обробляють кількома 

краплями фуксину протягом 1-2 хвилин. Потім препарат розглядають за 

збільшення 90х. Клітини C. necator АТСС 17697  грам-негативні (рис. 8.1.) [83, 

84]. 

 

Рис. 8.1.1. Колонії C. necator на скошеному агарі та при фарбуванні за 

Грамом (збільшення 90х) [84] 
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Якщо в зразку відсутня стороння мікробіота, то можна побачити клітини 

Cupriavidus necator АТСС 17697. Клітини паличкоподібної форми із 

заокругленими кінцями, палички короткої форми. Клітини мають розмір 0,5-

0,8 × 2-5 мікрон і розташовуються поодинці, попарно і в коротких ланцюжках, 

неспороутворюючі. С. necator рухливий, рухається за допомогою 

перитрихіальних джгутиків. Джгутиків зазвичай від 2 до 10 [82,85]. 

8.2. Визначення концентрації джерела азоту та вуглецю 

Джерелом вуглецю в обраному середовищі слугує фруктоза. 

Джерелом азотного живлення є (NH₄)₂SO₄. 

Методи визначення вуглецю та азоту. Визначення фруктози 

проводили методом 3,5-динітросаліцилової кислоти (DNS), а визначення 

концентрації азоту проводили за допомогою фенол-гіпохлориднох реакції. 

Для того, щоб визначити вміст вуглецю та азоту, потрібно відокремити 

біомасу та здійснювати визначення в супернатанті. 

Отримання супернатанту. Зразки клітин після ферментації в 

біореакторі, відбирали та центрифугували при 10000 об/хв протягом 10 хвилин 

при температурі 4°С. Отриманий супернатант (надосадову рідину) 

використовували для визначення концентрації фруктози та амоній сульфату. 

Залишковий осад перед ліофілізацією промивали дистильованою водою та 

розглядали як масу сухих клітин і позначали як біомасу (г/л) [86]. 

8.2.1. Визначення концентрації джерела вуглецю 

Визначення фруктози проводили методом 3,5-динітросаліцилової 

кислоти (DNS). 

Принцип методу. Метод заснований на тому, що при реакції лужного 

розчину 3,5-динітросаліцилової кислоти з редукуючими цукрами (фруктоза, 

глюкоза тощо), 3,5-динітросаліцилова кислота перетворюється на 3-аміно-5-

нітросаліцилову кислоту (рис. 8.2.1), яка має характерне оранжеве 

забарвлення, інтенсивність забарвлення залежить від кількості редукуючого 

цукру (рис. 8.2.2) [87]. 
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Рис. 8.2.1. Схема перетворення 3,5-динітросаліцилової кислоти на 3-

аміно-5-нітросаліцилову кислот [87] 

 

Рис. 8.2.2. Інтенсивність забарвлення 3-аміно-5-нітросаліцилової 

кислоти залежно від кількості редукуючого цукру [87] 

 

Склад реагенту. Для аналізу використовували модифікований реагент, 

який містив 1% динітросаліцилової кислоти, 0,2% фенолу, 0,057% бісульфіту 

натрію та 1% натрію гідроксиду. Рошельську сіль (тетрагідрат тартрату калію 

натрію) вводили на початку проявлення забарвлення та перед охолодженням 

зразку. 

 Кожна речовина виконує свою роль, зокрема сіль Рошеля запобігає 

розчинення реагенту киснем, фенол посилює забарвлення, бісульфіт натрію 

стабілізує забарвлення в присутності фенолу, а гідроксид натрію необхідний, 

щоб забезпечити відновлювальну дію цукру на динітросаліцилову кислоту 

[88].  

Методика проведення тесту для визначення фруктози. Для досліду 

брали 14 мм хімічну пробірку (14× 120 мм), в яку піпеткою додавали 3 

аліквоти реагенту та 3 аліквоти супернатанту культуральної рідини. Отриману 

суміш нагрівали протягом 15 хвилин на киплячій водяній бані і охолоджували 
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під проточною водою до кімнатної температури. Охолодження до 

температури навколишнього середовища необхідне через вплив температури 

на поглинання забарвленого продукту реакції. Інтенсивність кольору 

вимірювали на спектрофотометрі Beckman IIodel DL при довжині хвилі 575 

нм. 

Так як для аналізу використовували модифікований реагент, колір 

розчину був нестабільним, тому 1 мл 40% розчину Рошельської солі додавали 

до суміші перед проявленням забарвлення і перед охолодженням розчину.  

Модифікований реагент готують шляхом розчиненні всіх компонентів в 

потрібному об’ємі натрію гідроксиду. Сульфіт потрібно додавати до реагенту 

безпосередньо перед використанням. Рошельську сіль додають частинами, 

щоб вона не перешкоджала сульфіту вилучати розчинний кисень [88]. 

8.2.2. Визначення концентрації джерела азоту 

Визначення концентрації азоту проводили за допомогою фенол-

гіпохлоридної реакції. 

Методика проведення тесту для визначення джерела азоту. Реакція 

проводилася за допомогою двох реагентів – нітропрусиду натрію з фенолом та 

гіпохориду з лугом [89]. 

Принцип методу. Іони амонію здатні реагувати з гіпохлоритом та 

утворювати монохлорамін. Коли присутній фенол та надлишок гіпохлориту, 

монохлорамін утворює індофенол – синю сполуку, а нітропрусид натрію 

використовують як каталізатор. Концентрацію амонію визначають за 

допомогою спектрофотометра [90]. 

Реактиви для проведення досліду. Фенол, нітропрусид натрію, 

гідроксид натрію, гіпохлорит натрію (з 5% вмістом хлору), сульфат амонію. 

Воду, для приготування розчину, пропускали через картридж з іонообмінною 

смолою, щоб забрати іони амонію [89]. 

Приготування реагентів. Реагент (А) – фенол + нітропрусид натрію. На 

500 мл розчину додавали 5 грамів фенолу разом та 25 мг нітропрусиду натрію. 
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Витримували у флаконах з бурштинового скла, у холодильнику протягом 1 

місяця [89]. 

Реагент (Б) – лужний гіпохлорид. На 500 мл розчину додавали 2,5 грами 

гідроксиду натрію та 4,2 мл гіпохлориту натрію. Витримували у флаконах з 

бурштинового скла, у холодильнику протягом 1 місяця. 

Визначення вмісту азоту. У пробірку відміряють 5,0 мл реагенту А 

автоматичною піпеткою та 20 мкл супернатанту культуральної рідини. 

Пробірку накривають вологостійкою термоплівкою після чого енергійно 

струшують, щоб перемішати. Потім за допомогою автоматичної піпетки 

відміряють 5,0 мл реагенту В, додають до суміші та ретельно перемішують. 

Поява кольору спостерігається протягом 20 хвилин при 37°С. Поглинання 

розчину вимірюють за допомогою спектрофотометра при довжині хвилі 625 

нм [89].  

8.3. Визначення показників біосинтезу 

Визначення концентрація полігідроксибутирату 

Визначення вмісту полігідроксибутирату проводили шляхом УФ-

спектрофотометрії. 

Принцип методу. Спектофотометричні методи аналізу засновані на 

вимірюванні поглинання монохроматичного випромінювання в УФ, видимій 

та ІФ області спектру.  Спектрофотометрія в УФ-області та видимих ділянках 

дозволяє отримати дані про ступінь чистоти речовини, визначити певну 

сполуку за спектром поглинання, встановити константи дисоціації кислот та 

основ, дослідити процеси комплексоноутворення [90,91,92].  

У статті Nygaard et al. визначення концентрації полігідроксіалканоатів 

(РНВ) проводили з використання методу УФ-спектрофотометрії [28]. 

Зразки клітин з біореактору відбирали та центрифугували протягом 10 

хв при 3500 об/хв (Presvac INS-DCA-300RTV), далі двічі промивали 

дистильованою водою та сушили при 105 °С, до того часу, поки зразки не мали 

постійної ваги. Потім промитий осад клітин кілька разів заморожували та 

розморожували, далі до зразків додавали хлорокс. Розщеплення хлороксом 
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тривало 1 годину при 37 °С, після чого гранули РНВ, осаджували 

центрифугуванням. Щоб видалити сліди хлору, до ресуспендованого у воді 

РНВ, додавали тіосульфат натрію. Потім відбувалися послідовні промивання 

у воді, ацетоні та етанолі. Промивання хлороформом не здійснювали, оскільки 

не спостерігалося забруднень в основній спектральній області.  

5 мл концентрованої H2SO4 додавали до сухого осаду, пробірки 

закривали мармуровими ковпачками та нагрівали на піщаній бані 20 хв при 

100 °С до окиснення РНВ до кротонової кислоти. Як еталонний зразок 

використовували розчин H2SO4 80% об.об. без біополімеру. Поглинання 

вимірювали при довжині хвилі 234 нм УФ-спектрофотометром PerkinElmer 

Lambda 35 UV/Vis spectrometer [93,94]. 

Обладнання для проведення аналізу УФ-спектрофотометрії (рис. 8.3.1): 

 

Рис. 8.3.1. УФ-спектрофотометр PerkinElmer Lambda 35 UV/Vis [95] 

Спектрофотометр PerkinElmer Lambda 35 UV/Vis являє собою комплекс, 

який дозволяє легко працювати з твердими речовинами, пастами та 

порошками. За рахунок легкості в експлуатації, не потребує спеціально 

навченого персоналу. Аналіз проводиться легко, швидко та надійно. 

Особливості: 

діапазон довжини хвилі – 190 – 1100 нм; 

точність довжини хвилі –  ± 0,1 нм; 

управління на комп’ютері здійснюється за рахунок UV WinLab 6.4 і 

нового ПК/монітора Windows 10; 
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двопроменева оптика забезпечує точність та стабільність результатів 

[96]. 

8.4. Карта постадійного контролю 

ДР 1. Підготовка аераційного повітря 

ДР 1.1. Забір атмосферного повітря 

ДР 1.2. Очищення від грубих домішок 

ДР 1.3. Компресування повітря  

ДР 1.4. Охолодження повітря та виділення з нього вологи 

ДР 1.5. Нагрівання повітря  

ДР 1.6. Очищення повітря в головному фільтрі 

ДР 1.7. Очищення повітря в індивідуальному фільтрі 

ДР 2. Приготування та стерилізація титрувальних агентів 

ДР 2.1. Пpигoтувaння 6% poзчину НCI  

ДР 2.1.1. Приготування 6% розчину НСІ для посівного апарату об’ємом 20 

л 

ДР 2.1.2. Приготування 6% розчину НСІ для посівного апарату об’ємом 200 

л 

ДР 2.1.3. Приготування 6% розчину НСІ для посівного апарату об’ємом 2 

м3 

ДР 2.1.4. Приготування 6% розчину НСІ для посівного апарату об’ємом 20 

м3 

ДР 2.2. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH 

ДР 2.2.1. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH для підлужнення 

поживного середовища в посівному апараті об’ємом 20 л 

ДР 2.2.2. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH для підлужнення 

поживного середовища в посівному апараті об’ємом 200 л 

ДР 2.2.3. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH для підлужнення 

поживного середовища в посівному апараті об’ємом 2 м3 

ДР 2.2.4. Приготування і стерилізація 6% розчину NaOH для підлуження 

поживного середовища у ферментері об’ємом 20 м3 
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ДР 3. Приготування та стерилізація розчину мікроелементів 

ДР 3.1. Приготування та стерилізація розчину мікроелементів 

ДР 4. Приготування та стерилізація розчинів для підживлення на етапі 

виробничого біосинтезу 

ДР 4.1. Приготування та стерилізація розчину фруктози для підживлення 

на етапі виробничого біосинтезу 

ДР 4.2. Приготування та стерилізація розчину (NH₄)₂SO₄ для підживлення 

на етапі виробничого біосинтезу 

ДР 5. Приготування та стерилізація поживних середовищ 

ДР. 5.1. Приготування та стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту у колбах на качалках  

ДР 5.1.1. Приготування і стерилізація композиції А  

ДР 5.1.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

ДР 5.1.3. Приготування і стерилізація композиції В 

ДР 5.2. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 20 л 

ДР 5.2.1. Приготування і стерилізація композиції А 

ДР 5.2.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

ДР 5.3. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 200 л 

ДР 5.3.1. Приготування і стерилізація композиції А 

ДР 5.3.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

ДР 5.4. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 2 м3 

ДР 5.4.1. Приготування і стерилізація композиції А 

ДР 5.4.2. Приготування і стерилізація композиції Б 

ДР 5.5. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 20 м3 

ДР 5.5.1. Приготування композиції А 

ДР 5.5.2. Приготування композиції Б 
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ТП 6. Підготовка посівного матеріалу 

ТП 6.1. Підготовка колекційної культури 

ТП 6.2. Одержання робочої культури 

ТП 6.3. Вирощування культури на агаризованому середовищі  

ТП 6.4. Вирощування інокуляту в колбах на качалках 

ТП 6.5. Вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 20 л 

ТП 6.6. Вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 200 л 

ТП 6.7. Вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 2 м3 

ТП 7. Біосинтез 



97 

 

Таблиця 8.5. 

Карта постадійного контролю біосинтезу полігідроксибутирату Cupriavidus necator  ATCC 17697 

Номер контрольної 

точки та назва стадії 

Об’єкт контролю та 

показник, що визначається 

Засоби та методи 

контролю 

Періодичність перевірки 

та відбору проб 

Нормативні 

значення показника 

1 2 3 4 5 

Кт 1.1 

Забір атмосферного 

повітря 

Рівень забору повітря - Весь цикл виробництва 

Найвища точка 

відділення підготовки 

повітря – вищебудівлі 

на 3 – 5 м  

Кт 1.2 

Попереднє очищення від 

грубих домішок 

Повітря після проходження 

фільтра грубого очищення, 

тиск, ступінь очищення 

Перевірка ступеня 

очищення повітря згідно 

паспорту фільтра 

Після проходження фільтра 

грубого очищення 
Е=90% 

Кт 1.3 

Компресування повітря 

Стиснене повітря після 

проходження через 

компресор,  

тиск, температура 

Термометр, манометр 
Повітря після проходження 

через компресор 

t = 120 – 220 °C,  

Р = 0,4 МПа 

Кт 1.4 

Охолодження повітря та 

видалення вологи 

Охолоджене повітря, 

температура, вологість 
Термометр, психрометр 

Повітря після охолодження 

та видалення вологи 

t = 25 – 30 °C,  

W = 60%  

Кт 1.5 

Підігрів повітря 

Нагріте повітря, 

температура 
Термометр, психрометр Повітря після нагріву 

t = 30 – 35 °C,  

W = 50% 
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Продовження таблиці 8.5. 

Кт 1.6 

Очищення повітря в 

головному фільтрі 

Повітря після проходження 

головного фільтра, 

ступінь очищення 

Згідно з паспортом 

фільтра 

Повітяр після проходження 

через головний фільтр 
Е=95% 

Кт 1.7  

Очищення повітря в 

індивідуальних фільтрах 

Повітря після проходження 

індивідуальних фільтрів,  

ступінь очищення 

Згідно з паспортом 

фільтра 

Повітяр після проходження 

через індивідуальні фільтри 
Е=99,99% 

Кх,2.1.1, 2.1.2, 2.1.3, 2.1.4 

Приготування 6% розчину 

HCl для інокуляторів 

об’ємом 20 та 200 л, 2 м3 

та ферментера об’ємом 20 

м3 

Розчин соляної кислоти 

 
Хімічний метод 

Після приготування 

розчину 
С = 6% 

Кх, Кт, Км 2.2.1, 2.2.2, 

2.2.3, 2.2.4 

Приготування 6% розчину 

NaOH для інокуляторів 

об’ємом 20 та 200 л, 2 м3 

та ферментера об’ємом 20 

м3 

Розчин гідроксиду натрію, 

Температура, тиск, час, 

стерильність 

Годинник, термометр, 

мікробіологічний 

контроль 

Температуру контролюють 

весь час під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

С = 6%, t = 131 °C,  

 = 40 хв, Р = 0,15 

МПа, 

відсутність 

мікробіоти 
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Продовження таблиці 8.5. 

Кт, Км 3.1 

Приготування та 

стерилізація запасного 

розчину мікроелементів 

Розчин мікроелементів 

Температура, тиск, час, 

відсутність мікробіоти 

Годинник, манометр, 

термометр, 

мікробіолоігчний 

контроль 

Температуру контролюють 

весь час під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

t = 131 °C,  = 40 хв, 

 Р = 0,15 МПа, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 4.1 

Приготування та 

стерилізація розчину 

фруктози для 

підживлення 

Розчин фруктози 

Температура, тиск, час, 

відсутність мікробіоти 

Годинник, манометр, 

термометр, 

мікробіолоігчний 

контроль 

Температуру контролюють 

весь час під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

t = 112 °C,  = 30 хв, 

 Р = 0,05 МПа, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 4.2 

Приготування та 

стерилізація розчину 

амоній сульфату для 

підживлення 

Розчин (NH4)2SO4 

Температура, тиск, час, 

відсутність мікробіоти 

Годинник, манометр, 

термометр, 

мікробіолоігчний 

контроль 

Температуру контролюють 

весь час під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

t = 131 °C,  = 40 хв, 

 Р = 0,15 МПа, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 5.1.1, 5.2.1, 5.3.1, 

5.4.1 

Приготування та 

стерилізація композиції А 

Композиція А 

Температура, тиск, час, 

відсутність мікробіоти 

Годинник, манометр, 

мікробіолоігчний 

контроль 

Температуру контролюють 

весь час під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

t = 112 °C,  = 30 хв, 

 Р = 0,05 МПа, 

відсутність 

мікробіоти 
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Продовження таблиці 8.5. 

Кт, Км 5.1.2 

Приготування та 

стерилізація композиції Б 

Композиція Б 

Температура, тиск, час, 

відсутність мікробіоти 

Годинник, манометр, 

мікробіолоігчний 

контроль 

Температуру контролюють 

весь час під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

t = 131 °C,  = 40 хв, 

 Р = 0,15 МПа, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 5.2.2, 5.3.2,  

Приготування та 

стерилізація композиції Б 

Композиція Б 

Температура, тиск, час, 

відсутність мікробіоти 

Годинник, манометр, 

мікробіолоігчний 

контроль 

Температуру контролюють 

весь час під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

t = 131 °C,  = 40 хв, 

 Р = 0,15 МПа, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 5.1.3 

Приготування та 

стерилізація композиції В 

Композиція В 

Температура, тиск, час, 

відсутність мікробіоти 

Годинник, манометр, 

мікробіолоігчний 

контроль 

Температуру контролюють 

весь час під час 

стерилізації, 

мікробіологічний контроль 

після стерилізації 

t = 131 °C,  = 40 хв, 

 Р = 0,15 МПа, 

відсутність 

мікробіоти 
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Продовження таблиці 8.5. 

Кт, Км 6.1 

Підготовка колекційної 

культури 

Колекційна культура 

Сupriavidus necator ATCC 

17697 

Температура, тривалість 

вирощування, 

мікробіологічна чистота 

культури 

 

Холодильник Мікробіологічний контроль t = 4 °C, відсутність 

сторонньої 

мікробіоти  

Кт, Км 6.2 

Одержання робочої 

культури 

Колекційна культура 

Сupriavidus necator ATCC 

17697 

Морфологічна однорідність, 

відсутність 

неконтрольованих мутацій, 

відсутність сторонньої 

мікробіоти 

Термометр, годиннк, 

мікробіологічний 

контроль 

Мікробіологічний контроль 

кожні 8 годин 

t = 30 ± 1 °C,  = 24 

год, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 6.3 

Вирощування культури на 

агаризованому 

середовищі 

 

Колекційна культура 

Сupriavidus necator ATCC 

17697 

Температура, тривалість 

вирощування, 

мікробіологічна чистота 

Термометр, годиннк, 

мікробіологічний 

контроль 

Мікробіологічний контроль 

кожні 8 годин 

t = 30 ± 1 °C,  = 48 

год, 

відсутність 

мікробіоти 
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Продовження таблиці 8.5. 

Кт, Км 6.4 

Вирощування культури в 

колбах на качалках 

Посівний матеріал 

Температура, тривалість 

вирощування, обертова 

частота качалки, 

мікробіологічна чистота, 

концентрація біомаси 

рН-метр, годинник, 

технічний тахометр та 

термометр, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура і швидкість 

обертання регулююся 

автоматично протягом 

всього часу культивування, 

мікроскопіювання 

проводять кожні 8 годин, 

визначення біомаси вкінці 

культивування 

t = 30±1 °C,  = 24 хв, 

рН=7±2, ω=150 об/хв, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 6.5 

Вирощування культури в 

інокуляторі об’ємом 20 л 

Посівний матеріал 

Температура, р, тривалість 

вирощування, частота 

обертів мішалки, 

мікробіологічна чистота, 

морфологічна відповідність 

мікроорганізмів 

концентрація біомаси, 

вуглецю та азоту 

Датчик контролю рН-

метр, годинник, 

технічний тахометр та 

термометр, мікроскоп, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура і швидкість 

обертання регулююся 

автоматично протягом 

всього часу культивування, 

мікроскопіювання 

проводять кожні 8 годин, 

визначення біомаси вкінці 

культивування 

t = 30±1 °C,  = 24 хв, 

рН=7±2, ω=150 об/хв, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км 6.6 

Вирощування культури в 

інокуляторі об’ємом 200 л 

Посівний матеріал 

Температура, рН, тривалість 

вирощування, частота обертів 

мішалки, мікробіологічна 

чистота культури, 

морфологічна відповідність 

мікроорганізмів, концентрація 

біомаси, вуглецю та азоту 

Датчик контролю рН-

метр, годинник, 

технічний тахометр та 

термометр, мікроскоп, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура і швидкість 

обертання регулююся 

автоматично протягом 

всього часу культивування, 

мікроскопіювання 

проводять кожні 8 годин, 

визначення біомаси вкінці 

культивування 

t = 30±1 °C,  = 24 хв, 

рН=7±2, ω=150 об/хв, 

відсутність 

мікробіоти 
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Закінчення таблиці 8.5. 

Кт, Км 6.7 

Вирощування культури в 

інокуляторі об’ємом 2м3 

Посівний матеріал 

Температура, рН, тривалість 

вирощування, частота 

обертів мішалки, 

мікробіологічна чистота 

культури, морфологічна 

відповідність 

мікроорганізмів, 

концентрація біомаси, 

вуглецю та азоту 

Датчик контролю рН-

метр, годинник, 

технічний тахометр та 

термометр, мікроскоп, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура і швидкість 

обертання регулююся 

автоматично протягом 

всього часу культивування, 

мікроскопіювання 

проводять кожні 8 годин, 

визначення біомаси вкінці 

культивування 

t = 30±1 °C,  = 24 хв, 

рН=7±2, ω=150 об/хв, 

відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км, Кх 7.1 

Виробниче культивування 

у ферментері об’ємом 20 

м3 

Культуральна рідина 

Температура, рН, тривалість 

вирощування, частота 

обертів мішалки, рівень піни, 

мікробіологічна чистота 

культури, морфологічна 

відповідність 

мікроорганізмів, 

концентрація 

полігдроксибутирату 

Датчик контролю рН-

метр, годинник, 

технічний тахометр та 

термометр, мікроскоп, 

датчик контролю піни, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура і швидкість 

обертання регулююся 

автоматично протягом 

всього часу культивування, 

мікроскопіювання 

проводять кожні 8 годин, 

визначення біомаси вкінці 

культивування 

t = 30±1 °C,  = 76 хв, 

рН=7±2, ω=150 об/хв, 

відсутність 

мікробіоти, 

СПГБ= 9,9 г/л; 

Сбіом.=14,4 г/л. 
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РОЗДІЛ 9 

ОХОРОНА ДОВКІЛЛЯ 

Важливим моментом функціонування кожного виробництва є контроль за 

показниками забрудненням навколишнього середовища. Тому для запобігання 

погіршення екологічного стану довкілля необхідно дотримуватися екологічної 

політики. 

9.1. Аналіз технологічної схеми виробництва полігідроксибутирату на 

місця емісії твердих, рідких та газоподібних відходів 

Технологія отримання полігідроксибутирату за допомогою C.necator H16 

включає в себе наступні етапи: 

1. Санітарна підготовка виробництва. На даному етапі передбачено 

підготовку приміщення до роботи, а саме обробка стін, поверхонь, підлоги, 

інвентарю та вікон, а також обробка обладнання за допомогою СІР-мийки. На 

стадії підготовки виробництва використовуємо великі об'єми мийно-

дезінфікуючого розчину – Dezaldum 20 та дезінфікуючого засобу – Ароміл 

Гідрожель Рапід. Вода разом з відпрацьованими дезінфікуючими розчинами, 

після обробки обладнання та приміщення, надходить до каналізації, а потім має 

піддатися очистці та вийти за межі заводу. 

Тому, можна зробити висновок, що даний етап виступає місцем емісії 

великої кількості рідких відходів.  

2. Приготування розчинів титрувальних агентів. Титрувальними 

агентами, які використовуються на виробництві є 6% розчин хлоридної кислоти, 

який викоистовують для підкислення середовища та 6% розчин натрій 

гідроксиду, який використовується для підлуження середовища. Розчини, які 

готуються на даному етапі, використовуються для приготування інокуляту та для 

етапу виробничого біосинтезу. Відходи можуть утворитися лише в тому 

випадку, коли на підприємстві знаходяться розчини, які втратили свої фізико- 

хімічні властивості у зв'язку з невідповідними умовами зберігання, але утворння 
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некондиції на даному етапі можна й уникнути шляхом забезпечення відповідних 

умов зберігання. 

Тому, можна зробити висновок, що даний етап не передбачає утворення 

відходів, або виступає місцем емісії незначної кількості рідких відходів.  

3. Приготування розчинів для підживлення на етапі виробничого 

культивування. Розчини для підживлення на етапі виробничого біосинтезу 

представлені розчином фруктози та амоній сульфату. Відходи можуть 

утворитися лише в тому випадку, коли на підприємстві знаходяться розчини, які 

втратили свої фізико-хімічні властивості у зв'язку з невідповідними умовами 

зберігання, але утворння некондиції на даному етапі можна й уникнути шляхом 

забезпечення відповідних умов зберігання. 

Тому, можна зробити висновок, що даний етап не передбачає утворення 

відходів, або виступає місцем емісії незначної кількості рідких відходів.  

4. Підготовка та стерилізація поживних середовищ. Поживне 

середовище, приготоване на даному етапі, передається на вирощування 

інокуляту та виробниче культивування. Утворення відходів на даному етапі 

можливе лише у разі невідповідності показників якості компонентів, які 

використовують для їх приготування. 

Тому, можна зробити висновок, що даний етап не передбачає утворення 

відходів, або виступає місцем емісії незначної кількості рідких відходів.  

5. Підготовка посівного матеріалу. Посівний матеріал та поживне 

середовище перетворюються на культуральну рідину, яка передається на стадію 

вирощування інокуляту та збільшується в об'ємах. І тут вже починається 

безпосередньо виробниче культивування, коли інокулят досягає необхідного 

об'єму для засіву ферментера. 

Тому, можна зробити висновок, що даний етап не передбачає утворення 

відходів, або виступає місцем емісії незначної кількості відходів.  

6. Підготовка аераційного повітря. Так як C.necator H16 є аеробом, 

для ефективного біосинтезу потрібне ефективне забезпечення мікроорганізму 
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розчиненим киснем. Тому процес культивування буде супроводжуватися 

утворення великого об’єму відпрацьованого повітря. 

Тому, можна зробити висновок, що даний етап виступає місцем емісії 

великої кількості газоподібних відходів.  

7. Виробниче культивування. На даному етапі утворюється 

культуральна рідина, яка зберігається, обробляється та готується до випуску на 

ринок. Рідкі відходи на даному етапі не утворюються, але утворюються 

газоподібні відходи, які є наслідком виходом з ферментера відпрацьованого 

повітря.  

Тому, можна зробити висновок, що даний етап виступає місцем емісії 

великої кількості газоподібних відходів.  

9.2. Перспективи впровадження системи екологізації виробництва  

Для того аби зменшити кількість відходів та покращити стан 

навколишнього середовища необхідно дотримуватися екологічної політики. 

Екологічна політика являє собою систему заходів, котрі призводять до 

покращення стану навколишнього середовища. На території України така 

політика реалізується через дотримання стандартів серії ISO9000 та ISO14000. 

Запровадження екологічної політики на підприємстві призводить до 

зменшення викидів шкідливих речовин в навколишнє середовище, гарантує 

безпеку здоров’я працівників та знижує рівень енергоспоживання [107].  

Впровадження екологічної політики призводить до: 

 привернення уваги іноземних інвесторів – для іноземних партнерів 

важливо, щоб підприємство дотримувалося правил екологічної безпеки, адже це 

свідчить про високу соціальну відповідальність, вкладені кошти можна 

витрачати на модернізацію обладнання та збільшення масштабів виробництва; 

 зниження рівня аварійних ситуацій, котрі можуть негативно 

впливати на безпеку всієї території країни; 

 робота працівників на екологічному підприємстві призведе до 

покращення показників стану їх здоров’я, що в свою чергу забезпечує 
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підприємство персоналом, який може працювати систематично та не 

використовувати лікарняні дні. 

9.3. Система знешкодження та утилізації рідких відходів 

Рідкі відходи під час виробництва полігідроксибутирату складаються з: 

 відпрацьованих залишків мийних і дезінфікуючих засобів; 

 відпрацьованої води для ополіскування обладнання. 

Залишки мийно-дезінфікуючих засобів. Миття обладнання будемо 

здійснювати за рахунок циркуляційної СІР-мийки, для цього готуються робочі 

розчини миючих засобів з розрахунком 20-30% від об’єму ємкісного обладнання. 

Зі специфікації обладнання необхідно виписати реактори, які будуть 

піддаватися миттю та стерилізації: реактор на 10 л (Р-9) для приготування 

композиції Б та інокулятор на 20 л (ІН-10). Для вирощування інокуляту в 

інокуляторі об’ємом 200 л: реактор на 10 л (Р-13) для приготування композиції 

А, реактор на 120 л (Р-15) для приготування композиції Б та інокулятор об’ємом 

200 л (ІН-17). Для вирощування інокуляту в посівному апараті об’ємом 2 м3: 

реактор на 100 л (Р-20) для композиції А, реактор на 1,2 м3 (Р-23) для композиції 

Б та посівний апарат об’ємом 2 м3 (ПА-25). Для виробничого біосинтезу у 

ферментері об’ємом 20 м3: збірник об’ємом 0,5 м3 (Р-32) для композиції А, 

реактор на 15 м3 (Р-32.1) для композиції Б, а також виробничий ферментер 

об’ємом 20 м3 (Ф-45). Додатково встановимо два збірники об’ємом по 50 л (З-30) 

та 20 л (Р-36) для розчинів HCl та NaOH відповідно, які використаємо на етапі 

виробничого біосинтезу. А також два збірники на 50 л (З-43) та 500 л (З-40) для 

розчинів (NH4)2SO4 та фруктози, які використаємо для підживлення на етапі 

виробничого біосинтезу. Тому загальний об’єм ємностей становить: 

Vємностей= VР-9 + Vін-10 + VР-13+ VР-15+ Vін-17+ VР-20 + VР-23 + VПА-25 + VЗ-32 + VЗ-

32.1 + VФ-45 + VЗ-30 + VР-36+ VЗ-43 +V3-40 = 0,01 + 0,02 + 0,01 + 0,12 + 0,2 + 0,1 + 1,2 + 

2 + 0,5 + 15 + 20 + 0,05 + 0,02 + 0,05 + 0,5 = 39,78 м3 або 39 780 л. 

Звідси обʼєм засобів для миття та/або дезінфекції становить: 

Vзасобів =Vємностей ×0,2= 39 780 л × 0,2=7 956 л, або 

Vзасобів =Vємностей ×0,3= 39 780 л ×0,3=11 934 л 
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 Приймемо об’єм відпрацьованих залишків деззасобів рівному об’єму цих 

засобів: 7 956 л - 11 934 л. 

Розрахунок об’єму відпрацьованої води після ополіскування обладнання. 

Об’єм води, яка йде на ополіскування обладнання також складає 20-30% від 

об’єму ємнісного обладнання. Тому ця кількість води складає  7 956 л - 11 934 л. 

Тепер можемо розрахувати сумарну кількість стічних вод за один цикл: 

11 934 л + 11 934 л = 23 868 л або 23,87м3. 

Згідно з ТЕО річна потужність підприємства становить 6256 кг ПГБ, а 

кількість трудоднів 330 днів. Далі знаходимо кількість одиниць продукту що 

виробляється за день: 

6256 кг / 330 = 18, 96 кг/добу або 0,01896 т/добу. 

Визначимо середні витрати виробничних стічних вод за зміну (Qв): 

Qв = qв×n, 

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

підприємство (показник ми рахували вище й він становить 2500 м3/т); 

n - кількість одиниць продукції, що виробляється за зміну (розраховується 

у масових одиницях випуску готової продукції на добу). 

Qв= 2500 × 0,01896 = 47,4 м3/добу. 

Середні за зміну витрати побутових стічних вод (Qn): 

Qп= qп×N, 

де qп - норма відведення побутових стічних вод в м3/зм на одного робітника 

(для холодних цехів 0,025 м3/(зм люд)).  

N - кількість робітників, що працюють у зміну. Припустимо, що N = 9 

(змінний майстер, мікробіолог, технолог, 3 апаратчики, 2 прибиральники, 

оператор). 

Qп = 0,025 × 9 людей = 0,225 м3/зм. 

Перерахунок даного показника на добу: 

(0,225 ×3×24)/8 = 2,02 м3/добу, 

де 3 - кількість змін на добу; 

24 - кількість годин у добі; 
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8 - тривалість однієї зміни, год. 

Загальна витрата стічних вод, що утворюються на підприємстві (Qа). 

Орієнтовно можна прийняти у обʼємах у 5-30 разів меншому за витрати 

побутових стічних вод: 

Qa = Qп/5 = 0,225/5 = 0,06 м3/добу. 

Загальні витрати стічних вод, що утворюються на підприємстві (Q): 

Q = Qв+ Qп + Qa = 47,4  м3/добу + 2,02 м3/добу + 0,06 м3/добу =  49,48 

м3/добу, 

де Qв – середні за добу витрати виробничих стічних вод, м3/добу; Qп – 

середні за добу витрати побутових стічних вод на підприємстві, м3/добу; Qa – 

середні за добу витрати атмосферних стічних вод, м3/добу. 

Визначимо загальні годинні витрати: 

𝑄заг
год =

𝑄заг
доб

24
=

49,48

24
= 2,06; 

Визначимо загальні секундні витрати: 

𝑄зпг
сек =

𝑄заг
доб

3600
=

49,48

3600
= 0,014; 

Розраховуємо максимальні і мінімальні витрати стічної води, що надходять 

на малі очищувальні споруди:  

𝑄𝑚𝑎𝑥
доб = 𝐾𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑄заг

доб
, 

 де 𝐾𝑚𝑎𝑥 = 1,45 – коефіцієнт максимальної добової нерівномірності 

притоку стічної води на малі очищувальні споруди, який залежить від середніх 

витрат побутових стічних вод. 

𝑄𝑚𝑎𝑥
доб = 𝐾𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑄заг

доб = 1,45 ∙ 49,48 = 71,75; 

Визначаємо максимальні годинні витрати стічної води: 

𝑄𝑚𝑎𝑥
год =

𝑄𝑚𝑎𝑥
доб

24
=

71,75

24
= 3,0; 

Визначаємо максимальні секундні витрати стічної води: 

𝑄𝑚𝑎𝑥
сек =

𝑄𝑚𝑎𝑥
год

3600
=

3

3600
= 0,0008; 

Визначаємо мінімальні добові витрати стічної води: 
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𝑄𝑚𝑖𝑛
доб = 𝐾𝑚𝑖𝑛 ∙ 𝑄заг

доб, 

𝐾𝑚𝑖𝑛 = 0,5 – коефіцієнт мінімальної добової нерівномірності притоку 

стічних вод на малі очищувальні споруди.  

𝑄𝑚𝑖𝑛
доб = 𝐾𝑚𝑖𝑛 ∙ 𝑄заг

доб = 0,5 ∙ 49,48 = 24,74 

Визначаємо мінімальні годинні витрати стічної води: 

𝑄𝑚𝑖𝑛
год =

𝑄𝑚𝑖𝑛
доб

24
=

24,74

24
= 1,03 

Визначаємо мінімальні секундні витрати стічної води: 

𝑄𝑚𝑖𝑛
сек =

𝑄𝑚𝑖𝑛
год

3600
=

1,03

3600
= 0,0003; 

За добу на підприємстві утворюється 49,48 м3/добу стічних вод. Тому для 

очищення стічних вод можемо використати установку СПБО-60 (рис.9.2.4), 

виробником якої є українська компанія «Промтехвод», вона призначена для 

очищення стічних вод об’ємом до 60 м3/добу (межі в яких працює установка 39 

- 64 м3/добу). Дана установка використовується для біологічного очищення 

побутових вод. Дана установка являє собою блокову систему з металевих 

ємностей, які покриті спеціальним захисним покриттям. Система забезпечує 

повну 6-ти ступінчасту технологію біологічної очистки стічних вод. СПБО-60 

працює як система аеробної очистки повітря та виконана за принципом 

аеротенка змішувача. Габаритні розміри установки: 3,1 х 1,5 х 1,5 м; встановлена 

потужність – 1,8 кВт; споживча потужність – 3,5 кВт [108, 109]. 

 

Рис. 9.3. Зображення установки СПБО-60 [109] 
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Переваги даної установки: 

 можливість працювати навіть без електроенергії як відстійник, та 

очищувати воду від жирових, маслянистих забруднень, а також від завислих 

речовин на 50%; 

 конструкторні особливості виключають можливість потрапляння до 

каналізації неочищеної води, адже установка не боїться залпового викидання 

води; 

 можливість установки як під землею так і на поверхні; 

 за рахунок наявності в системі безреагентного електрохімічного 

знежаражування не потрібно використовувати мийно-дезінфікуючі розчини, що 

виключає їх потрапляння в навколишнє середовище та підвищує екологічність; 

 за рахунок двох зон освітлення ми отримуємо воду підвищеної 

якості; 

 блоки установки можуть працювати або паралельно або послідовно 

(один – накопичувач, другий – очищувач) [108]. 

Етапи очищення стічних вод в установці: 

 Спочатку відбувається передача води у вузол регулювання подачі води, 

де за допомогою шибера встановлений необхідний потік стічної води. У разі 

надходження надлишкової рідини вона повертається в накопичувальний 

резервуар з перемішуючим пристроєм, при цьому в той же резервуар затягується 

повітря для того щоб забезпечувалася додаткова аерація при перемішуванні та 

вода не застоювалася та небуло ефекту «застоювання»; 

 Далі стічна вода самоплином надходить у вузол механічного очищення, 

в якому є спеціальне сите, котре затримує механічні домішки розміром понад 5 

мм. Сито очищується від домішок залежно від кількості накопиченого 

забруднення; 

 Наступна зона – зона аерації, тут вода насичується киснем і 

перемішується з мулом заглибленим імпелерним електромеханічним аератором, 

який підтримує постійну концентрацію активного мулу. Якщо необхідно 

інтенсифікувати процес біологічного очищення стічної води, то додатково 
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встановлюють об’ємно-блочний завантажувач. Даний пристрій забезпечує 

умови для розвитку та накопичення штамів м/о, які повільно ростуть, а саме такі 

штами забезпечують високу надійність очищення води в разі зміни її складу або 

збільшення кількості; 

 В установці присутні дві секції освітлення стічних вод (одна секція є 

складовою зони аерації). Самоплином стічні води протікають через ці секції, при 

чому активний мул з першої секції за допомогою гідродинамічних сил 

повертається в зону аерації, а з другої камери – за допомогою аератора, 

надлишковий мул виводиться з установки; 

 Після проходження водою через другу камеру очистки, вона 

самоплином подається у фільтр доочистки [110]. 

Таким чином вода готова до потрапляння в каналізацію. 

9.4. Система знешкодження та утилізації газоподібних відходів 

Газоподібні відходи у вигляді відпрацьованого повітря утворюються на 

наступних стадіях: 

 на етапі отримання посівного матеріалу C.necator H16 в інокуляторах 

об'ємом 20 та 200 л, посівному апараті об'ємом 2 м3; 

 виробничого біосинтезу полігідроксибутирату у ферментері об’ємом 

20 м3; 

Тривалість отримання посівного матеріалу складає 76 годин, а 

виробничого біосинтезу – 86 годин, у виробничому приміщенні встановлено 4 

ферментаційні апарати з коефіцієнтом заповнення 0,55: інокулятори об’ємом 20 

та 200 л, посівний апарат об’ємом 2 м3 та виробничий ферментер 20 м3. 

Швидкість подачі стерильного аераційного повітря для аерації поживного 

середовища складає 1 л/лПС∙хв. 

Розрахунок приблизного об’єму відпрацьованого повітря за 1 цикл 

ферментації (𝑄заг
доб

): ((20 + 200 + 2000 + 20000) ∙ 0,55 ∙ 76 ∙ 60)) + ((20 + 200 + 2000 

+ 20000) ∙ 0,55 ∙ 86 ∙ 60)) = 118788120 л = 118788,12 м3. 

Для того аби підібрати ефективне обладнання для очищення повітря 

розрахуємо загальні годинні витрати: 
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𝑄заг
год =

𝑄заг
доб

24
=

118788,12 

24
= 4950 м3 

Так як об’єм утворених газоподібних відходів не великий, достатньо буде 

фільтрів, які встановлені на реакторах. 

9.5. Система знешкодження твердих відходів 

Тверді відходи на виробництві представлені (біомаса не буде твердим 

відходом, адже вона є основою виробництва): 

 Спрацьовані реактиви – агаризовані середовища МПА та сусло-агар, 

які використовують для перевірки на мікробіологічну чистоту поживних 

середовищ, культуральної рідини та посівного матеріалу, порошки для їх 

приготування (якщо вийшов термін придатності чи порушилися умови 

зберігання), солі для приготування поживних середовищ, якщо відбулося їх 

протермінування чи розсипання; 

 використані маски, рукавички, інвентар для прибирання, 

спрацьований одяг; 

 пакувальні матеріали (папір, картон, поліетилен, пластик) – 

утворюються внаслідок розпаковки лабораторного обладнання, при 

розтарюванні первинного пакування складників поживного середовища, 

при викиданні тари після використання миючих засобів; 

 скло – результат бою лабораторного посуду, та інших побутових 

речей на підприємстві; 

 бруд на фільтрах. 

Спрацьовані реактиви. Необхідно зберігати окремо від усіх інших 

відходів, після чого знайти пункти прийому чи організації, які займаються 

правильною утилізацією таких відходів. Агаризовані середовища необхідно 

простерилізувати в автоклаві, для того аби інактивувати колонії мікроорганізмів. 

Скло. Встановити спеціальні контейнери куди буде викидатися лише скло, 

яке потім можна відправити на пункти переробки. 

Пакувальні матеріали. Важливо встановити окремі баки для сортування 

поліетилену, який є частиною первинного пакування багатьох речовин, які 

постачаються на підприємство та полівінілхлориду, який є тарою для пакування 
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миючих розчинів та інших засобів. Ці речовини належать до групи пластиків, 

проте мають різні фізико-хімічні властивості й відповідно мають абсолютно різні 

методи переробки. Відповідно папір та картон сортуємо в окремий бак. 

Використані ЗІЗ. Необхідно викидати окремо маски та рукавички, адже 

вони зроблені з різних матеріалів. Одяг, який вже пройшов певну кількість 

циклів прання та підлягає утилізації, викидаємо в спеціальні контейнери та 

передаємо на пункти переробки одягу. 

Використані фільтри. Такі фільтри перед утилізацією необхідно 

простерилізувати в автоклаві, щоб інактивувати залишки клітин продуценту 

цільового продукту. 

9.6. Система екологізації підприємства та методи щодо зменшення 

кількості відходів 

Проаналізувавши відходи, які утворюються на різних стадіях синтезу 

полігідроксибутирату можемо зробити висновок, що всі викиди належать до ІІІ 

класу (помірно небезпечні речовини) та IV класу (малонебезпечні речовини). 

Продуцент біопластику також не є патогенним мікроорганізмом, тому він також 

не чинить небезпеки для оточуючих. 

Для того аби зменшити викиди газоподібних та рідких відходів на 

підприємстві встановлено ефективне обладнання для очистки стічних вод та 

відпрацьованих газів, в результаті чого в навколишнє середовище потрапляє 

очищена вода та гази без домішок. Також для зменшення кількості рідких 

відходів мийно-дезінфікуючих засобів підприємство обладнане СІР-мийкою, яка 

дозволяє використовувати мийні кілька разів.  Для зменшення твердих відходів 

на території підприємства встановлюються контейнери для роздільного 

сортування відходів, після чого вони передаються на підприємства з якими 

укладені угоди про правильну утилізацію та переробку відходів.  

Тому можемо зробити висновок, що наше підприємство дотримується 

правил екологічної політики та забезпечує покращення стану навколишнього 

середовища. 
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