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РЕФЕРАТ 

Кваліфікаційна робота присвячена розробці технологічної та апаратурної 

схем біосинтезу L-сорбози, як попередника аскорбінової кислоти, за культиву-

вання бактерій Gluconobacter oxydans, які синтезують речовину  у концентрації 

144,5  г/л за 16 год культивування, а також описі санітраної підготовки виробни-

цтва і технології очищення / виділення L-сорбози та аскорбінової кислоти.  

Розрахована потужність виробництва становить 3877,2 кг (34880,3 л куль-

туральної рідини) аскорбінової кислоти за рік. Технологічна схема біосинтезу 

сорбози включає допоміжні роботи (підготовка аераційного повітря, підготовка 

розчину підживлення сорбітолу, приготування та стерилізація поживних середо-

вищ) та технологічний процес (три стадії вирощування посівного матеріалу та 

біосинтез у ферментері об’ємом 630 л з коефіцієнтом заповнення 0,7). Технологія 

отримання L-сорбози передбачає використання культивування глибинним пері-

одичним способом.   

Кваліфікаційна робота складається зі вступу, дев’яти розділів, списку ви-

користаної літератури (64 найменувань), технологічної (формат А1) та апарату-

рної (формат А1) схем. Загальний обсяг роботи – 87 сторінок, 16 таблиць, 12 ри-

сунків. 

Ключові слова: аскорбінова кислота, L-сорбоза, Gluconobacter oxydans, бі-

осинтез, технологічна схема, апаратурна схема. 
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ABSTRACT 

The qualification work is devoted to the development of technological scheme 

and manufacturing flow chart for L-sorbose biosynthesis by Gluconobacter oxydans at 

a concentration of 144.5 g/l, a description of the sanitary preparation of production and 

the technology of purification / isolation of L-sorbose and ascorbic acid, as well as.  

The estimated capacity of biotechnological manufacture is 3877,2  kg (34880,3 

л solution) of ascorbic acid per year. The technological scheme of L-sorbose biosyn-

thesis includes preparation of sterile aeration air, preparation of sorbitol feeding solu-

tion, preparation and sterilization of seed and fermentation media and technological 

process (three stages of growing seed material (for flask culture, in inoculators) and 

fermentation in a fermenter 630 l with a filling factor of 0.7. 

The qualification work consists of an introduction, nine sections, references (64 

items), technological scheme (A1format) and manufacturing flow chart (A1format). 

The total volume of the work is 87 pages, 16 tables, 12 figures. 

Keywords: ascorbic acid,  L-sorbose,  Gluconobacter oxydans, biosynthesis, 

technological scheme, manufacturing flow chart. 
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ВСТУП 

Вітамін С або L-аскорбінова кислота є одним із розчинних вітамінів у вод-

них системах з високою антиоксидантною активністю, що робить його незамін-

ним для фармацевтичних, косметичних та харчових цілей [1, 2]. Крім того, цей 

вітамін можна використовувати як добавку для подовження терміну придатності 

харчових продуктів. Ця незамінна поживна речовина має різні фізіологічні влас-

тивості, відіграючи ключову роль у більшості біосинтетичних шляхів людини. 

На відміну від деяких рослин і тварин, людина не може синтезувати вітамін С 

через відсутність L-глюконолактоноксидази.Тому вітамін необхідно використо-

вувати в раціоні людини через продукти харчування або добавки [1, 4, 5].  

Промислове виробництво вітаміну С шляхом ферментації включає два ос-

новні етапи. На першому етапі D-сорбіт перетворюється на L-сорбозу (поперед-

ник аскорбінової кислоти)  під час культивування Gluconobacter oxydans [1]. G. 

oxydans — це аеробна грамнегативна бактерія з групи оцтовокислих бактерій, 

яка може використовувати висококонцентровані розчини під час окислення 

спиртів і цукрів [1]. На другому етапі L-сорбоза біоперетворюється на 2-кето-L-

гулонову кислоту за допомогою інших мікроорганізмів, зокрема Bacillus 

megaterium та Ktogulonigenium vulgare [1, 5, 6, 7, 8]. 

G. oxydans відіграє важливу роль у перетворенні D-сорбітолу на L-сорбозу, 

яка є важливим проміжним продуктом для промислового виробництва вітаміну 

С. Проте низька толерантність до високих концентрацій D-сорбітолу  дає по-

вштовх до пошуку інших штамів або модифікацій вже відкритих G. oxydans, з 

метою збільшення виходу L-сорбози шляхом  підвищення споживання  високих 

концентрацій субстрату і як наслідок інтенсифікації ефективністі біосинтезу, що 

дає можливість збільшити економічність промислового процесу ферментації. Зо-

крема використання штаму G. oxydans WSH-003 дає змогу синтезувати L-

сорбозу у концентрації 144,5 г/л [1].  

 

 Змн. Арк. № докум. Підпис Дата 
Арк. 
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Використовуючи   дослідження [1] у нашій роботі запропоновано проєкт 

біотехнологічного виробництва L-сорбози, як попередника біосинтезу вітаміну С 

аскорбінової кислоти, із представленням технологічної та апаратурної схем, опи-

сом стадій санітано-гігієнічної підготовки процесу, а також технології очистки і 

виділення L-сорбози та аскорбінової кислоти. 

Отже, новизною кваліфікаційної роботи є представлення технології про-

мислового біосинтезу L-сорбози, як попередника вітаміну С штамом G. oxydans 

WSH-003  для забезпечення потреби вітчизняного ринку у L-сорбози для задово-

лення потреб фармацевтичної промисловості у виробництві аскорбінової кислоти. 
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РОЗДІЛ 1. ХАРАКТЕРИСТИКА АСКОРБІНОВОЇ КИСЛОТИ 

Аскорбінова кислота – найбільш уживана назва вітаміну С. Назва за IUPAC 

– 2-оксо-L-тео-гексоно-4-лактон-2,3-енедіол. Емпірична хімічна формула: 

C6H8O6. Молекулярна маса – 176,13 г/л. Температура плавлення – 190-192°С, ки-

піння - 553°С. рН – 2-3, густина – 1,694 г/мл. Добре розчиняється у воді, гірше у 

етанолі. Нерозчинна в хлороформі, бензені та етерах [4, 5, 6].  

  

Рис. 1.1. Структурна формула аскорбінової кислоти [3,5] 

Аскорбінова кислота має майже плоске п’ятикутне кільце, а два хіральні 

центри в позиціях 4 і 5 визначають 4 стереоізомери. Як зазначалося раніше, віта-

мін С за своєю будовою не є кислотою, а γ-лактоном 2-кетогулонової кислоти в 

дієпольній формі і не має карбоксильної групи. Проте речовині притаманні кислі 

властивості у результаті дисоціації одного з фенольних гідроксилів, через що її і 

продовжують називати кислотою. За зовнішнім виглядом представляє собою бі-

лий кристалічний порошок або ж безбарвні кристали, чий колір залежить від 

впливу вологи та повітря [4, 5].  

Вперше вітамін С було виділено у 1918 році з лимона, а уже в 1930 – з 

капусти, солодкого перцю та надниркової залози бика. Розшифрувати будову ас-

корбінової кислоти та остаточно підтвердити її за допомогою хімічного синтезу 

вдалося у 1933. До природних джерел вітаміну С відноситься в основному рос-

линна сировина, наприклад ківі, бузина, малина, грейпфрут, цибуля і, звичайно 

ж, апельсин та лимон. Також джерелом вітаміну С може слугувати печінка [4, 5, 

7].  
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Рис. 1.2. Зовнішній вигляд аскорбінової кислоти [7] 

Варто зазначити, що людина потребує великої кількості вітаміну С (70-100 

мг на день) для підтримки гомеостазу. Авітаміноз за цією речовиною призводить 

до такої патології, як цинга – хвороба, яка є причиною неврастенії, злоякісних 

змін шкіри та слизових оболонок, розхитування та випадіння зубів. Вітамін С не 

синтезується у організмі людини, що зумовлює необхідність у екзогенному над-

ходженні речовини з навколишнього середовища [7, 8, 9]. 

Головною властивістю, яка зумовлює використання вітаміну С, є його ан-

тиоксидантна дія. Живі організми розвинули в собі здатність до синтезу аскорбі-

нової кислоти для боротьби з активними формами кисню (АФК), котрі відпові-

дальні за ряд видів пошкоджень тканин, захворювань та процес старіння в ці-

лому. Аскорбінова кислота виводить такі АФК, наприклад супероксидні та гід-

ропероксильні радикали, синглетний кисень та озон, що знижує їх негативну дію 

на організм [9, 10].  

Необхідно додати, що патогенні стани може викликати як гіпо-, так і гіпе-

рвітаміноз аскорбінової кислоти. Так, тривале вживання великих доз вітаміну С 

здатне викликати нудоту, розлади шлунку, діарею, підвищення кислотності у ро-

товій порожнині, у результаті чого руйнується зубна емаль, та навіть утворення 

каменів у нирках. Тому вживання аскорбінової кислоти повинно мати розумні 

межі [2, 3, 8].  

Окрім своєї антиоксидантної дії, вітамін С також проявляє ряд важливих 

для організму властивостей. Так, аскорбінова кислота приймає участь у синтезі 

колагену (головний білок тваринної сполучної тканини) та карнітину (спорід-

нена до вітамінів групи В речовина), а також таких нейромедіаторів, як 
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норепінифрин та серотонін. Крім того, дана сполука також приймає участь у де-

токсикації та виведенні токсичних сполук з організму, розкладанні і виведенні 

холестерину, імуномодуляції. Зважаючи на це, вітамін С є затребуваною для ор-

ганізму людини речовиною для загального покращення функціонування органі-

зму [5, 7, 10].  

Аскорбінова кислота широко використовується у харчовій промисловості 

під індексом Е300 завдяки своїм антиоксидантним властивостям. Так, аскорбі-

нова кислота при додаванні до харчових продуктів не допускає їх окислення, 

прискорює утворення кольору та його збереження, нейтралізує нітрати і загалом 

збільшує період зберігання продуктів. В основному на 1 кг продукції використо-

вують 1 г аскорбінової кислоти, що дозволяє збагатити їжу вітаміном С [7].  

 

 

Рис. 1.3. Товарні форми аскорбінової кислоти [11, 12, 13] 

Наразі на ринку України присутня безліч препаратів, що містять аскорбі-

нову кислоту у своєму складі в якості діючої речовини, що в основному викори-

стовуються для профілактики гіповітамінозу вітаміном С. Детальнішу інформа-

цію про наявні на ринку препарати на основі аскорбінової кислоти наведено в 

табл. 1.1. 
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Таблиця 1.1 

Препарати на основі аскорбінової кислоти,  

представлені на ринку України 

Назва 

препа-

рату 

Призначення 
Форма ви-

пуску 
Виробник 

Дже-

рело 

Аскорбі-

нка-КВ 

Профілактика і лікування 

дефіциту вітаміну С 
Таблетки 

АО «Київський 

вітамінний завод» 
[11] 

Аскорбі-

нова ки-

слота 

Профілактика і лікування 

дефіциту вітаміну С 
Драже 

АО «Київський 

вітамінний завод» 
[9] 

Аскорбі-

нова ки-

слота 

Гіповітаміноз С, цинга, 

інтоксикації та інфекції 

Розчин для 

ін’єкцій 

ПАТ «Лекхім-Ха-

рків» 
[10] 

Аскорбі-

нова ки-

слота 

Профілактика і лікування 

дефіциту вітаміну С 
Таблетки 

ПАТ «Лекхім-Ха-

рків» 
[12] 

Аскорбі-

нова ки-

слота 

Гіповітаміноз С, цинга, 

інтоксикації та інфекції 

Розчин для 

ін’єкцій 
ФК «Здоров’я» [13] 

Аскоцин 

Лікування захворювань, 

зумовлених дефіцитом ві-

таміну С 

Таблетки 
«Гледфарм» 

(«Кусум») 
[14] 

Вітамін 

С 

Лікування недостатності 

аскорбінової кислоти  
Таблетки «ІнтреХім» [15] 

 

Не зважаючи на те, що вітамін С міститься у великій кількості природних 

рослинних джерелах, зокрема у цитрусових, виділення їх з такого матеріалу є 

неоптимальним зважаючи на високу потребу у сировині, місці для вирощування 

рослин та багатьох інших факторах. Промислове отримання аскорбінової кис-

лоти передбачає використання змішаного хімічно-ферментативного синтезу. 

Так, процес включає в себе кілька стадій хімічного синтезу та одну стадію мік-

робіологічного синтезу. Спочатку глюкоза відновлюється до D-сорбіту за допо-

могою нікелю як каталізатора, після чого відбувається її окислення до L-сорбози 

за використання мікроорганізмів. Після серії реакцій для захисту гідроксильних 

груп від окислення L-сорбоза окислюється до 2-кето-L-гулонової кислоти (2-
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КЛГ).  Енолізація та лактонізація 2-КЛГ призводить до утворення L-аскорбінової 

кислоти [5, 18, 19].  

  Найпоширеніші мікроорганізми, що використовуються для перетворення 

D-сорбіту в L-сорбозу – це Gluconobacter suboxydans та Acetobacter suboxydans 

(стара назва). Однак відомо про можливість спільного культивування із подаль-

шим мікробіологічним синтезом 2-КЛГ, концентрацію якого ми надалі і візь-

мемо для порівняння. Так, одні бактерії (Acetobacter, Gluconobacter, Erwinia) мо-

жуть перетворювати глюкозу на 2,5-дикето-D-глюконову кислоту (2,5-ДКГ), а 

інші – (Corynebacterium, Brevibacterium, Arthrobacter), які синтезують фермент 

2,5-ДКГ-редуктазу, — здатні перетворювати 2,5-ДКГ на 2-КЛГ. Такий підхід 

може спростити процес виробництва попередника аскорбінової кислоти [19].  
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РОЗДІЛ 2. ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТА ХАРАКТЕРИСТИКА 

БІОЛОГІЧНОГО АГЕНТА 

2.1. Обґрунтування вибору біологічного агента та поживного середовища 

для його культивування 

Аскорбінова кислота є первинним метаболітом певних мікроорганізмів, зо-

крема бактерій. Серед продуцентів аскорбінової кислоти можуть бути бактерії 

роду Acetobacter та Gluconobacter. Ці мікроорганізми поділяються на дві 

групи:Peroxydans - у цих бактерій аскорбінова кислота накопичується як промі-

жний продукт, представником є Gluconobacter oxydans. Процес синтезу вітаміну 

С включає одну стадію ферментації та п’ять стадій хімічного синтезу. Спочатку 

глюкоза відновлюється до D-сорбіту за допомогою нікелю як каталізатора, після 

чого відбувається її окислення до L-сорбози за використання мікроорганізмів. 

Після серії реакцій для захисту гідроксильних груп від окислення L-сорбоза оки-

слюється до 2-кето-L-гулонової кислоти (2-КЛГ).  Енолізація та лактонізація 2-

КЛГ призводить до утворення L-аскорбінової кислоти [1, 21, 22].  

 Найпоширенішим промисловим методом біологічного отримання попере-

дника аскорбінової кислоти – L-сорбози є біотрансформація D-сорбітолу в L-со-

рбозу з використанням видів Gluconobacter або Acetobacter. Під час реакції  D-

сорбіт окислюється до L-сорбози, що включає відновлення NADP+ до NADPH. 

Дослідження біоконверсії D-сорбітолу в L-сорбозу за допомогою диких та гене-

тично модифікованих штамів G. оxydans є дуже важливим, оскільки дає змогу 

підвищити рівень синтезу фінішного продукту – аскорбінової кислоти. Як пока-

зують результати досліджень, на конверсію впливає багато факторів, включаючи 

тип та концентрацію середовища для росту, температуру, pH, концентрацію ро-

зчиненого кисню, співвідношення інокулят/субстрат та тип ферментера [1, 21, 

22].  
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Загальну характеристику біосинтезу L-сорбози із використанням різних шта-

мів Gluconobacter oxydans, наведено в табл. 2.1. Найбільшу кількість L-сорбози  

(144,5 г/л) протягом 16 год культивування показав штам  Gluconobacter oxydans 

WSH-003 [1]. За 24 год культивування штам G. oxydans KCTC 1091 продукує 120,9 

г/л L-сорбози [22]. На наступному етапі вибору необхідно розрахувати вартості по-

живних середовищ для культивування обраних продуцентів L-сорбози (поперед-

ник аскорбінової кислоти)  (табл. 2.2). Вартість поживних середовищ є ідентичною 

у 33,75 грн для культивування G. oxydans WSH-003 та G. oxydans KCTC 1091. 

Заключний етап вибору найефективнішого біологічного агенту є підрахунок 

умовної вартості 1 г L-сорбози (табл. 2.3). Виходячи із отриманих результатів у 

табл. 2.3, найменшу кількість L-сорбози за 1 год продукує G. oxydans KCTC 1091  

– 5,03 г/год, а найбільшу (9,03 г/год) G. oxydans WSH-003. Умовна вартість 

цільового продукту у G. oxydans WSH-003 є найнижчою – 0,23 грн/г, а у  G. oxydans 

KCTC 1091 умовна вартість складає 0,28 грн/г. 

Отже, враховуючи вище зазначену інформацію, найбільш оптимальним про-

дуцентом є G. oxydans WSH-003 і цей штам обираємо для промислового культиву-

вання. 
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Таблиця 2.1 

Особливості одержання L-сорбози 

Продуцент 
Склад поживного середо-

вища, г/л 
Концентрація 

L-сорбози, г/л 

Умови культивування бі-

ологічного агента 
Література 

G. oxydans WSH-003 
D-сорбітол - 150  

дріжджовий екстракт - 10 
144,5 16 год, 30 °C, 200 об/хв,  

Hu, Y., Wan, H., Li, J., & Zhou, J. 

Enhanced production of l-sorbose in an 

industrial Gluconobacter oxydans strain 

by identification of a strong promoter 

based on proteomics analysis. Journal of 

Industrial Microbiology & 

Biotechnology, 2015, 42(7), 1039–1047. 

doi:10.1007/s10295-015-1624-7 

G. oxydans KCTC 

1091 

D-сорбітол – 150 

дріжджовий екстракт - 10 
120,9 24 год, 30 °C, 200 об/хв, 

Kim T.-S., Gao H. , Li J., Kalia V. C., 

Muthusamy K., Sohng J. K., Kim I.-W., 

Lee J.-K. Overcoming NADPH product 

inhibition improves D-sorbitol conver-

sion to L-sorbose. Sci Rep. 2019 

28;9(1):815. doi: 10.1038/s41598-018-

37401-0. 
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Таблиця 2.2 

Вартість поживних середовищ для культивування продуцентів  

L-сорбози 

Продуцент 

Компонент по-

живного сере-

довища 

Концентра-

ція у ПС, г/л 

Ціна ком-

понента, 

грн/кг 

Вартість 

компо-

нента (грн) 

на 1 л сере-

довища 

Джерело 

інформації 

(1, 2, 3)* 

1 2 3 4 5 6 

G. oxydans 

WSH-003 

D-сорбітол 150,0 105,0 15,75 1 

дріжджовий  

екстракт 

10,0 1800,0 18,0 1 

                                Вартість 1 л середовища – 33,75 грн 

G. oxydans 

KCTC 1091 

D-сорбітол 150,0 105,0 15,75 1 

дріжджовий  

екстракт 

10,0 1800,0 18,0 1 

Вартість 1 л середовища – 33,75 грн 

Примітка. * – Ціни наведено станом на травень 2025 р.  

1 – https://prom.ua/ua.  

  Таблиця 2.3 

Умовна вартість 1 г L-сорбози, синтезованої на різних поживних середови-

щах 

Біологічний 

агент 

Концентрація 

L-сорбози, г/л 

Тривалість 

культи-

вування, год 

Кількість 

утвореної L-

сорбози за го-

дину, г/год 

Вартість 1 л 

середо-

вища, грн/л 

Умовна 

вартість 1 г 

цільового 

продукту, 

грн/г 

1 2 3 4 5 6 

G. oxydans 

WSH-003 
144,5 16 9,03 33,75 0,23 

G. oxydans 

KCTC 1091 
120,9 24 5,03 33,75 0,28 

2.2. Перевірочний розрахунок складу поживного середовища для 

вирощування штаму G. oxydans WSH-003– продуцента L-сорбози 

Тривалість культивування 16 год, концентрація L-сорбози в культуральній 

рідині становить 144,5 г/л [1].  

Розрахунок вмісту в середовищі джерела вуглецевого живлення  

Потреби для синтезу L-сорбози. Як джерело вуглецю для одержання L-сор-

бози використовуються сорбітол. Розрахуємо, скільки вуглецю (за елементом С) 

міститься в 144,5 г L-сорбози. Молекулярна маса L-сорбози становить 180,0. Отже, 

https://prom.ua/ua/p2510010000-sorbitol-saharozamenitel.html
https://prom.ua/ua/p1086437845-ekstrakt-drozhzhej.html?srsltid=AfmBOoo1rwbMJRPO8FQil9DDTwyqNBa0jbSzpYwkmXEAJkYgDFuCPsRG
https://prom.ua/ua/p2510010000-sorbitol-saharozamenitel.html
https://prom.ua/ua/p1086437845-ekstrakt-drozhzhej.html?srsltid=AfmBOoo1rwbMJRPO8FQil9DDTwyqNBa0jbSzpYwkmXEAJkYgDFuCPsRG
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у 180,0 г L-сорбози (C6H12O₆) міститься 72 г Карбону, а в 144,5 г L-сорбози (144,5 

х 72,0) / 180,0 = 57,8 г Карбону. 

Далі розрахуємо, у скількох грамах сорбітолу міститься 57,8 г Карбону. Моле-

кулярна маса сорбітолу (С6Н14О6) – 182. У 182 г сорбітолу міститься 72 г Карбону, 

а 57,8 г Карбону міститься у (57,8 × 182) / 72 = 146,1 г сорбітолу.  

Потреби для синтезу біомаси.  

Кількість сорбітолу необхідної для синтезу біомаси = 150,00 – 146,1 = 3,9 г.  

У такій кількості сорбітолу міститься 3,9·72 / 182 = 1,54 г Карбону У біомасі 

міститься 50 % Вуглецю, тому 1,54 г такого елементу міститься у 1,54 · 2 = 3,08 г 

біомаси. 

Розрахунок вмісту в середовищі джерела азотного живлення 

Потреби для синтезу біомаси. Припустимо, що у біомасі міститься 10 % 

Нітрогену. Таким чином, у 3,08 г біомаси вміст азоту (за елементом N) становить 

0,3 г. 

Продуцент L-сорбози може асимілювати як джерело азотного живлення ор-

ганічний Нітроген. Такий тип азоту містить 43 % білків, а до складу таких білків 

входить близько 16 % Нітрогену.  

Для одержання L-сорбози (попередник аскорбінової кислоти)  в промислових 

умовах використовується середовище, яке містить як джерело органічного Нітро-

гену дріжджовий екстракт. Оскільки у 100 г  білка міститься 16 г азоту, тоді 0,3 г 

Нітрогену у (100·0,3) / 16 = 1,875 г білку. В перерахунку на дріжджовий екстракт 

отримуємо 4,36 г/л. 

        2.3. Морфолого-культуральні та фізіолого-біохімічні ознаки  

2.3.1 Морфолого-культуральні ознаки 

Клітини G. oxydans зазвичай мають еліпсоїдну або паличкоподібну форму, 

розміром 0,5-0,8 мкм завширшки та 0,9-4,2 мкм завдовжки, що розташовані поо-

динці або парами, а іноді короткими ланцюжками. Вони нерухомі, не мають 

джгутиків. Колонії G. oxydans круглі, опуклі та гладкі з цілісним краєм діаметром 
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близько 3 мм, білого або злегка від жовтуватого до коричневого кольору залежно 

від віку культури. Оптимальний ріст при pH 5,4 – 5,8 [23]. 

2.3.2 Фізіолого-біохімічні ознаки 

G. oxydans  є оцтовокислим, хемоорганотрофним та облігатним аеробним 

організмом, що має суто респіраторний тип метаболізму з киснем як кінцевим 

акцептором електронів. Вони окислюють гліцерин, ксилозу, глюкозу, галактозу, 

манозу, фруктозу, сорбозу, сорбіт, маніт та сахарозу. Вони також окислюють ета-

нол до оцтової кислоти. Однак вони не окислюють оцтову кислоту, бурштинову 

кислоту, d-l-аланін, l-глутамінову кислоту або l-серин. Виробляють пігмент, γ-

піронові сполуки, а також 2- та дикетоглюконат з глюкози або глюконату. Вико-

ристовуються для  промислового для виробництва L-сорбози з D-сорбітолу; D-

глюконічної кислоти, 5-кето- і 2кетоглуконова кислоти з D-глюкози. Метаболізм 

глюкози відбувається через окислювальний пентозофосфатний шлях та певною 

мірою через шлях ЕнтнераДудорова (КДФГ-шлях) [23]. 

2.4. Таксономічний статус G. oxydans 

Сучасна (філогенетична) класифікація для G. oxydans наведена представлена 

нижче [23]: 

Домен – Bacteria  

Відділ – Gracilicutes  

Клас – Alphaproteobacteria  

Родина – Acetobacteraceae  

Рід – Gluconobacter 

Вид – oxydans 

 

 

 

 



21 

 

РОЗДІЛ 3. ТЕХНІКО-ЕКОНОМІЧНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ  

АСКОРБІНОВОЇ КИСЛОТИ 

3.1. Потреба у виробництві аскорбінової кислоти 

Аскорбінова кислота (вітамін С) являє собою низькомолекулярний вугле-

вод, має ендіолову структуру. Ендіол — це алкененол з гідроксильною групою, 

який приєднаний до обох атомів вуглецю вуглецевого подвійного зв’язку. Ця 

хімічна властивість обумовлює важливу роль вітаміну С у природі як донора 

електронів [24].  

Слід відмітити, що відомою біологічною функцією вітаміну С є його роль в 

якості відновника, тобто аскорбінова кислота віддає субстрату електрон, при 

цьому окиснюючись до вільного аскорбілового радикала, який є відносно 

стабільним. 

Дві молекули вільного радикала аскорбілу можуть перетворюватись на 1 

молекулу аскорбату та 1 молекулу дегідроаскорбінової кислоти, що відповідає 

повністю відновленій та окисленій формам вітаміну С відповідно. 

Біологічна функція та особливість аскорбінової кислоти пов’язана з її 

відновленою формою аскорбатом, при цьому проявляється можливість 

розділення на ферментативну та неферментативну функцію аскорбінової кис-

лоти. Найвідомішою ферментативною особливістю вітаміну С є його дія як ко-

фактора для двовалентного заліза і 2-оксоглутарат-залежних діоксигеназ в син-

тезі колагену. Такі ферменти каталізують гідроксилювання залишків лізину та 

проліну в розгорнутих проколагенових ланцюгах, що беруть участь у фор-

муванні потрійної спіральної структури зрілого функціонального колагену. Ас-

корбат також служить донором електронів для різноманітних ферментів, що ка-

талізують біосинтез карнітину та норадреналіну, амідування пептидного гор-

мону та метаболізм тирозину.  
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Опосередковане аскорбатом гідроксилювання фактора 1α, індукованого гі-

поксією ( HIF-1α ), впливає на транскрипцію певних генів,  

що кодують білки, беручи участь у гомеостазі заліза, ангіогенезі та проліфе-

рації клітин [24]. 

Нещодавно наукові дослідження показали, що вітамін С має велике зна-

чення у функціонуванні судин. Аскорбат є потужним антиоксидантом, ця спо-

лука сприяє зменшенню або звільненню від багатьох патофізіологічно вільних 

радикалів та активних форм кисню. Крім того, вітамін С може регенерувати 

вітамін Е з його окисленої форми (α-токофероксильний радикал), дозволяючи 

аскорбіновій кислоті опосередковано пригнічувати перекисне окислення ліпідів. 

Аскорбат також сприяє зменшенню кількості радикалів уратів і глутатіону як ча-

стини антиоксидантної мережі в клітинах і позаклітинних рідинах. Хоча клінічну 

важливість антиоксидантної активності аскорбату важко оцінити, значна маса 

експериментальної літератури свідчить, що вітамін С ефективно захищає 

біологічні макромолекули від окисного пошкодження, що в іншому випадку 

могло б впливати на виникнення та прогресування як хронічних, так і гострих 

захворювань [24]. 

Хоча аскорбінова кислота має сильні антиоксидантні властивості, вона та-

кож може мати прооксидантну дію в присутності вільних перехідних металів 

[25].  

Аскорбінова кислота накопичується у фагоцитуючих клітинах, таких як 

нейтрофіли, при цьому може посилювати хемотаксис, фагоцитоз, утворення ак-

тивних форм кисню та, як наслідок, інгібування патогенних мікроорганізмів. Ас-

корбінова кислота також необхідна для апоптозу та звільнення відпрацьованих 

нейтрофілів від місць інфікування макрофагами, що супроводжується зменшен-

ням некрозу та пошкоджень тканин. Роль вітаміну С в лімфоцитах менш до-

сліджена, однак припускають, що вітамін С посилює диференціювання та про-

ліферацію В- і Т-клітин завдяки його ефектам генної регуляції. Дефіцит вітаміну 

С призводить до ослаблення імунітету та підвищеного ризику сприйнятливості 

до інфекційних захворювань [26].  
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У свою чергу, ураження організму патогенною мікрофлорою значно впли-

ває на рівень вітаміну С через виникнення посиленого запалення та метаболічні 

потреби. Крім того, додаткове споживання вітаміну С сприяє як запобіганню, так 

і лікуванню респіраторних та системних інфекцій. Профілактика інфекцій вима-

гає дієтичного споживання вітаміну С, яке забезпечує його достатній рівень у 

плазмі, що відповідає 100-200 мг/день, при цьому оптимізуючи функціонування 

клітин і тканин [26].  

Аскорбінова кислота сприяє ранній диференціації гемопоетичних стовбуро-

вих клітин (ГСК) у NK-клітини і налаштовує диференціацію плазматичних 

клітин. Це вказує на те, що аскорбінова кислота відіграє важливу роль у регулю-

ванні клітин як вродженого, так і адаптованого імунітету, відкриваючи нові 

напрямки досліджень [27]. 

Внаслідок водорозчинних властивостей і безпечності цього вітаміну ас-

корбінова кислота може використовуватися як допоміжний засіб при багатьох 

захворюваннях імунної системи [27]. 

L-сорбоза за своєю характеристикою має необхідну L-конфігурацію, яка по-

трібна для формування L-аскорбінової кислоти. Найпрактичніше значення має 

отримання L-сорбози з D-сорбіту за допомогою біотрансформації за допомогою 

Gluconobacter oxydans. При отриманні L-сорбози може відбуватися обробка аце-

тон і окислення до аскорбінової кислоти (рис 3.1) [11]. 
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Рис.3.1. Схема трансформації мікробноотриманої L-сорбози до аскорбіно-

вої кислоти хімічним шляхом 

Gluconobacter oxydans трансформує в L-сорбозу (попередник аскорбінової 

кислоти) з D-сорбіту субстрату за допомогою сорбітолдегідрогенази (СДГ / 

Sldh) відповідно до відповідності з правила Бертрана-Гудсона (рис.3.2) [32]. 

 

 

Рис.3.2. Схема трансформації трансформує D-сорбіту в L-сорбозу мікроб-

ним способом. 
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Не зважаючи на ряд досліджень, пов’язаних з дослідженням отримання 2-

кето-L-гулонової кислоти або ж саме L-аскорбінової кислоти, було встановлено, 

що Gluconobacter oxydans здатний трансформувати дуже малу кількість з D-

сорбіту саме у готову аскорбінову кислоту і, відповідно, є економічно неви-

гідним. А ось Ketogulonicigenium vulgare доволі ефективно (до 98,5%) трансфор-

мує L-сорбозу до аскорбінової кислоти. Саме тому в багатьох статтях можна 

зустріти інформацію про двостадійний процес біосинтезу аскорбінової кислоти 

де передбачено використання Gluconobacter oxydans та Ketogulonicigenium 

vulgare (рис.3.3) [32, 33]. 

 

 Рис.3.3. Схема біотрансформації L-сорбози за допомогою 

Ketogulonicigenium vulgare 

3.2. Розрахунок потужності виробництва 

Раціон харчування має значний вплив на вміст вітаміну в організмі людини. 

Надмірне споживання вуглеводів з їжею значно збільшує потребу у вітаміні С. 

Проте водночас, дефіцит білків (рослинних і тваринних) погіршує його за-

своєння [28].  

Добова норма у вітаміні С залежить від віку:  

• для дітей: 0-6 міс становить – 30 мг, 6 міс. – 1 рік – 35 мг, 1-3 роки – 

40 мг, 4-6 років – 45 мг, 7-10 років – 45 мг, 11-14 років – 50 мг; 
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• для жінок та чоловіків віком від 15 до 50 років добова норма стано-

вить 50-120 мг. Важливо зазначити, що потреба у вітаміні С зростає 

при фізичних навантаженнях, інфекційних захворюваннях та під час 

вагітності [28] 

Вітамін С доступний у різноманітних лікарських формах: пігулки, драже, 

жувальні пігулки, шипучі пігулки, порошок, ампулірований розчин для ін’єкцій, 

таблетки з глюкозою. Шипучі таблетки аскорбінової кислоти мають перевагу за 

рахунок мінімізації подразнюючої дії на шлунково-кишковий тракт та прискоре-

ної абсорбції. У дорослих для профілактичних заходів допустиме застосування 

практично будь-яких препаратів вітаміну С. З метою лікування рекомендовано 

використовувати «Вітамін С плюс», «Кальцій-С 1000 Сандоз», «Упсавіт вітамін 

С», «Асвітол», «Аддітіва вітамін С з лимонним смаком», «Таксофіт С», «Біові-

таль вітамін С 500», «Вітрум плюс вітамін С», «Целаскон» та інші[28]. 

Гострі респіраторні вірусні інфекції (ГРВІ) – найбільш поширена патологія 

людини з максимальним рівнем захворюваності в дитячому віці. Гострі респіра-

торні вірусні інфекції у дітей, особливо раннього віку, окрім більш високої час-

тоти, нерідко мають важкий перебіг і в ряді випадків перебігають із серйозними 

ускладненнями. Щорічно у світі хворіють на грип близько 20 % дітей і 5 % до-

рослих.  

В Україні щороку хворіють на грип та гострі респіраторні вірусні інфекції 

до 10–15 млн осіб (відповідно до раніше опублікованої статистичної інформації, 

від 23 % до 35 % від довоєнного населення приблизно 42 млн. осіб). Більше по-

ловини із них складають діти. Описано понад 200 видів вірусів, здатних викли-

кати захворювання дихальних шляхів [29].  

Найбільш часті збудники ГРВІ у дітей:  

1. Вірус парагрипу.  

2. Аденовірус.  

3. Риновірус.  

4. Респіраторний вірус.  
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5. Ентеровірус.  

6. Коронавірус.  

7. Бокавірус.  

8. Метапневмовірус.  

Джерелом інфекції є хвора людина, особливо в першій стадії захворювання. 

У цей момент людина, не усвідомлюючи, вже виділяє вірус і інфікує їм оточую-

чих людей: на робочому місці, у транспорті, в сімейному колі. Основним шляхом 

передачі є повітряно-крапельний: вірус передається зі слизом і слиною, які 

виділяються при розмові, чханні, кашлі [29]. 

Таким чином, як зазначено вище, проблема лікування гострих респіратор-

них вірусних інфекцій особливо гостро стоїть для дітей, зважаючи на значний 

рівень захворюваності. Тому приймемо, що будемо виробляти аскорбінову кис-

лоту для лікування та профілактики ГРВІ у дітей. 

Станом на 1 січня 2024 року загальна чисельність дітей віком від 0 до 17 

років становила 5 385 000 осіб  [30].  

Забезпечити дитячий організм вітаміном С можна за допомогою таких пре-

паратів, як спеціальні дитячі таблетки аскорбінової кислоти, у тому числі з глю-

козою, сироп з плодів шипшини, а також застосуванням жувальних таблеток 

«Фарма-мед Кід’с формула вітамін С плюс» та «Вітамін С Нікомед»[29].  

Зважаючи на різноманіття препаратів аскорбінової кислоти для дітей, прий-

мемо, що будемо забезпечувати частку 30% від загальної чисельності дітей в 

Україні: 

5 385 000 ×30

100
= 1 615 500 дітей 

Як раніше вже було вказано, добова потреба у вітаміні С залежить від віку 

дітей: 0-6 міс. – 30 мг, 6 міс. – до року – 35 мг, 1-3 роки – 40 мг, 4-6 років – 45 мг, 

7-10 років – 45 мг, 11-14 років – 50 мг [29, 31].  

Для розрахунків приймемо усереднену дозу аскорбінової кислоти – 40 мг. 

Оскільки діти через особливості свого організму схильні хворіти щонай-

менше три рази на рік, важливо враховувати рекомендовану тривалість прийому 
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референтних препаратів вітаміну С – від 10 до 20 днів [31]. Це допоможе підтри-

мати їхній імунітет у періоди підвищеної захворюваності. Тому приймемо курс 

прийому аскорбінової кислоти для дітей 20× 3 = 60 днів.  

Одна дитина за добу споживає 40 мг вітаміну С, тоді за 60 днів сумарна 

кількість аскорбінової кислоти складе: 

40 мг × 60 днів = 2 400 мг або 2,4 г 

Тоді 1 615 500 дітей споживають таку кількість аскорбінової кислоти: 

1 615 500 дітей × 2,4 г = 3 877 200 г = 3 877,2 кг 

З огляду на проведені розрахунки, річною потребою в аскорбіновій кислоті 

для частки дітей віком до 14 років в Україні є 3 877,2 кг субстанції вітаміну С. 

Але оскільки продуцент синтезує не аскорбінову кислоту безпосередньо, а 

попередник для її отримання L-сорбозу, у подальшому для розрахунку потреби 

необхідно враховувати втрати на етапі подальшого процесу біотрансформації з 

L-сорбози через L-сорбозон до 2-кето-L-гулонової кислоти та подальшої ас-

корбінової кислоти. Відповідно до наведених публікацій, котрі описують процес 

отримання аскорбінової кислоти іншими продуцентами та з урахування етапів 

виділення і очищення, загальні втрати повинні становити в межах 30% [11,14]. 

Тривалість культивування Gluconobacter oxydans становить 16 год, а кон-

центрація L-сорбози в культуральній рідині становить 144,5 г/л [1]. 

Загальна кількість культуральної рідини для отримання 3 877,2 кг L-сорбози 

(попередника аскорбінової кислоти) складе: 

144,5 г – 1 л 

3 877 200 г – Х 

Х= 26 831 л  

Враховуючи 30 % втрат при подальшому етапі виробництва аскорбінової 

кислоти з L-сорбози (попередник для отримання вітаміну С), необхідний об’єм 

культуральної рідини буде:  

VКР = 26831 ∙ 1,3 = 34880,3 л =34,9 м3. 
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3.3. Розрахунок загальної кількості циклів проектованого виробництва ас-

корбінової кислоти та об’єму виробничого ферментера 

Для забезпечення річної потреби у L-сорбози (попередник вітаміну С) за 

п.3.2 потрібно одержати (з урахуванням втрат під час виділення) 34880,3 л куль-

туральної рідини. 

Розрахуємо, скільки культуральної рідини потрібно отримати за цикл фер-

ментації, щоб розрахувати кількість стадій приготування посівного матеріалу 

[10]. Приймаємо кількість трудоднів – 90, інші 240 днів виробництво буде 

працювати над біосинтезом інших попередників та/або вітамінів мікробного по-

ходження.  

Об’єм культуральної рідини за добу становить: 

Vд = Vгп / Ттр = 34880,3/90 = 387,0 л 

Кількість продукту за цикл буде становити: 

Vцк = (К1×Vд×Тцф)/24 = (1,1× 387 ×24)/24 = 425,7 л/цикл, 

де Tцф – цикл роботи ферментера, який включає тривалість виробничого біо-

синтезу (16 год) та час підготовки ферментера до роботи (8 год). К1 – коефіцієнт 

запасу, що враховує можливість нестерильних операцій (К1 = 1,1 – 1,5). 

Підготовка ферментера включає: мийка та огляд – 1,5 год, перевірка на гер-

метичність – 1 год, підігрів та стерилізація апарату – 2 год, охолодження фермен-

тера – 1 год, завантаження поживного середовища – 1,5 год, засів культурою – 

0,5 год, вивантаження культуральної рідини – 0,5 год. 

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

визначаємо геометричний об’єм ферментера: 

Vг = Vкрц/Кзап = 425,7/0,7 = 608 л, 

Уточнюємо коефіцієнт заповнення: 

Кз = 425,7/630 = 0,67 – не перевищує заданого значення. 

3.4. Розрахунок кількості стадій отримання посівного матеріалу для виро-

щування культури у ферментері 0,63 м3 

За один виробничий цикл отримують 425,7 м3 культуральної рідини. При 

одержанні культуральної рідини потрібно врахувати її втрати в результаті 
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краплевиносу через колектор відпрацьованого повітря (Еф), які становлять від 10 

- 15%. 

З урахуванням покриття 10% втрат об’єм поживного середовища та посів-

ного матеріалу перед виробничим біосинтезом має становити: 

Vроб.1 = Vкр× (1+Еф) = 425,7×1,1 = 468,3 л, 

де Еф – втрати культуральної рідини під час біосинтезу. 

Отже, робочий об’єм ферментера дорівнює 468,3 л. За вибраного 

коефіцієнта заповнення 0,67 геометричний об’єм ферментера становить: Vф = 

468,3/0,67 = 700 л. Приймаємо найближчий за об’ємом стандартний ферментер 

Vст1 = 630 л. 

Уточнюємо коефіцієнт заповнення: Кз1 = 468,3/630 = 0,74. Пропонується ви-

користовувати ферментер геометричним об’ємом 630 л, хоч і не підпадає під оп-

тимальні межі у коефіцієнту заповнення 0,5-0,65. 

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

поживного середовища. 

Для засіву Vроб.1 = 468,3 л середовища необхідно приготувати 

Vпм1 = Vроб.1× Хф = 468,3 × 0,1 = 46,83 л посівного матеріалу, 

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

Тоді об’єм поживного середовища в ферментері буде становити: 

Vпс1 = Vроб.1 - Vпм1 = 468,3 – 46,83 = 421,47 л ≈ 421,5 л, 

Врахуємо, що під час одержання 46.83 л посівного матеріалу в інокуляторі 

10 % культуральної рідини буде втрачено внаслідок краплевиносу через колек-

тор відпрацьованого повітря. Тоді об’єм поживного середовища та посівного ма-

теріалу в посівному апараті становитиме: 

Vроб.3 = Vпм2× (1+Еф) = 46.83 × 1,1 = 51.5 л 

Об’єм інокуляту 51.5 л за коефіцієнта заповнення 0,6 можна отримати в 

посівному апараті об’ємом: Vпа3 = 51.5 л /0,6 = 85.8 л. Приймаємо найближчий за 

об’ємом стандартний  апарат Vст3 = 100 л. 
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Уточнюємо коефіцієнт заповнення: Кз.3 = 51.5/100 = 0,52. Уточнений 

коефіцієнт заповнення перебуває у вибраних межах, отже геометричний об’єм 

посівного апарату обрано правильно. 

Кількість посівного матеріалу становить 10 % від об’єму поживного середо-

вища. Для засіву поживного середовища об’ємом 51.5 л необхідно: 

Vпм3 = Vроб.3× Хф = 51.5 × 0,1 = 5.15 л посівного матеріалу 

де Xф = 0,1 – доза посівного матеріалу для посівного апарата. 

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

Vпс3 = Vроб.3 - Vпм3 = 51.5 – 5.15 = 46.35 л 

Врахуємо, що під час одержання 5.15 л посівного матеріалу в інокуляторі 10 

% культуральної рідини буде втрачено внаслідок краплевиносу через колектор 

відпрацьованого повітря. Тоді об’єм поживного середовища та посівного ма-

теріалу в інокуляторі становитиме: 

Vроб.4 = Vпм3× (1+Еф) = 5.15 × 1,1 = 5.67 л 

Об’єм інокуляту 5.67 л за коефіцієнта заповнення 0,6 можна отримати в іно-

куляторі об’ємом: Vін4 = 5.67/0,6 = 9.44 л. Приймаємо найближчий за об’ємом 

стандартний інокулятор Vст4 = 10 л. 

Уточнюємо коефіцієнт заповнення: Кз.4 = 10/6 = 0.6. Уточнений коефіцієнт 

заповнення перебуває у вибраних межах, отже геометричний об’єм інокулятора 

обрано правильно. 

Кількість посівного матеріалу становить 10 % від об’єму поживного середо-

вища. Для засіву інокулятора необхідно підготувати 

Vпм4 = Vроб.4 × Хф = 5.67 × 0,1 = 0,57 л 

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

Тоді об’єм поживного середовища в інокуляторі буде становити: 

Vпс4 = Vроб.4 - Vпм4 = 5.67 – 0,57 = 5.1 л 

Одержання посівного матеріалу Vпм4 = 0,57 л (570 мл) для засіву інокулятора 

можна здійснити культивуванням G. oxydans WSH-003 у колбах на качалці.  
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Для цього використовують качалочні колби об’ємом Vколб = 750 мл з коефі-

цієнтом заповнення Кзк = 0,15. 

Тоді кількість колб становить: 

Nколб = Vпм4/( Vколб*Кзк) = 570/(750*0,15) = 5,1 ≈ 5 колб. 

Таблиця 3.1 

Об’єми середовищ та апаратів для стадії підготовки посівного матері-

алу та виробничого біосинтезу L-сорбози (попередника аскорбінової кис-

лоти) 

№ 

ста

дії 

Тип апарата 

Об’єм 

культу-

ральної 

рідини 

Vкр, м3 (л) 

Коефіцієнт 

заповнен-ня, 

Кз, частка 

Робочий 

об’єм 

апарата 

Vроб, л 

Об’єм по-

жив-ного 

середови-

ща, Vпс, л 

Об’єм 

посівного 

ма-

теріалу,Vп

м, л 

Геомет-

ричний 

об’єм 

фермен-

тера, 

Vст, л 

1 2 3 4 5 6 7 8 

4 Ферментер 468,3 0,74 468,3 421,5 46,83 630 

3 Інокулятор 51,5 0,52 51,5 46,35 5,15 100 

2 Інокулятор 5,67 0,6 5,67 5,67 0,57 10 

1 Колби, шт 570 мл 0,15 570 мл 570мл - 5 шт 
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РОЗДІЛ 4. БІОСИНТЕЗ ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ 

4.1 Шлях катаболізму сорбітолу у Gluconobacter oxydans 

Згідно із роботою [1]  Gluconobacter oxydans використовує для росту і біо-

синтезу таке джерело вуглеводного живлення як сорбітол. Згідно до Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) катаболізм сорбітолу у G. oxydans 

[34] відбувається шляхом його метаболізму D-сорбітолу до  L-сорбози за допо-

могою D-сорбітол дегідрогенази (КФ:1.1.1.289). L-сорбоза під дією сорбоз реду-

ктази  (КФ:1.1.1.15)  трансформується у D-фруктозу, яка потім в наслідок впливу 

фруктокінази (КФ: 2.7.1.4) трансформується у фруктозо-6-фосфат. Фруктозо-1,6 

дифосфатаза  II (КФ:3.1.1.11) перетворює фруктозу-6 фосфат на фруктоза 1,6-

дифосфат, яка під впливом фруктозо-біфосфат альдозали (КФ:4.1.2.13) перетво-

рюється у гліцеральдегід-3-фосфат та діоксиацетонфосфат. Гліцеральдегід-3-фо-

сфат дегідрогеназа (КФ:1.2.1.12) трансформує у 1,3-дифосфогліцерат, який під 

дією фосфогліцераткінази (КФ:2.7.2.3) перетворюється на 3-фосфогліцерат. Вна-

слідок дії 2,3-дифософо-гліцерат-залежної фосфогліцератмутази (КФ:5.4.2.12) 3-

фосфогліцерат трансформується у 2- фосфогліцерат. Під впливом енолази 1/2/3 

(КФ:4.2.1.11) із 2-фосфогліцерату отримуємо фосфоенолпіруват, який впливом 

піруват кінази (КФ:2.7.1.40) перетворюється на піруват. Графічне зображення ка-

таболізму ростового субстрату сорбітолу  у штаму G. oxydans наведено на рис. 

4.1. Піруват, що в наслідок впливу комплексу ферментів 2 піруватдегідрогенази 

(КФ:1.2.4.1), піруват-дегідрогеназа-E2 (КФ:2.3.1.12) трансформується у Ацетил-

КоА, який залучається до ЦТК [35, 36]. 

Анаплеротичні реакції для поповнення оксалоацетату (інтермедіату ЦТК) 

є карбоксилювання фосфоенолпірувату (фосфоенол-піруваткарбоксилаза (КФ 

4.1.1.31)) і карбоксилювання пірувату (піруваткарбоксилаза (КФ 6.4.1.1)). 
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Рис. 4.1. Шлях катаболізму сорбітолу Gluconobacter oxydans 

 Ферменти: 1 - D-сорбітол дегідрогеназа (КФ:1.1.1.289); 2 - сорбозредуктаза  

(КФ:1.1.1.15); 3 - фруктокіназа (КФ: 2.7.1.4), 4 - фруктозо-1,6-бісфосфатаза II 

(КФ: 3.1.3.11), 5 - фруктозо-бісфосфатальдолаза, клас I (КФ: 4.1.2.13), 6 - гліце-

ральдегід 3-фосфатдегідрогеназа (фосфорилююча) (КФ: 1.2.1.12), 7 – фосфоглі-

цераткіназа (КФ: 2.7.2.3), 8 - 2,3-бісфосфогліцератнезалежна фосфогліцератму-

таза (КФ: 5.4.2.12), 9 – енолаза (КФ: 4.2.1.11 ), 10 - піруваткіназа (КФ: 2.7.1.40) 
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Рис. 4.2. ЦТК і анаплеротичні реакції у Gluconobacter oxydans 

11 – 2 піруватдегідрогенази (КФ:1.2.4.1), піруват-дегідрогеназа-E2 (КФ:2.3.1.12); 

12 – цитратсинтаза (КФ:2.3.3.1); 13 - аконітатгідраназа (КФ:4.2.1.3); 14-ізоцит-

ратдегідогеназа(КФ:1.1.1.41); 15-дегідроліпоаміддегідрогеназа (КФ:1.8.1.4); 16-

сукциніл-КоА синтетаза, альфа-субодиниця(КФ:6.2.1.5); 17-сукцинат дегідроге-

наза, цитохром b субодиниця (КФ:1.8.1.4); 18- фумарат гідратаза клас II 

(КФ:4.2.1.2); 19-малатдегідрогеназа (КФ:1.1.5.4). 
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РОЗДІЛ 5. ОБГРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

5.1. Обгрунтування способу культивування і типу ферментера 

Для культивування аеробних бактерій Gluconobacter oxydans оптимальні 

умови включають температуру 30˚C та рН 7,0 . Ці умови сприятливі для мезо-

фільних та ацидофільних мікроорганізмів.  

Утворення сорбози може здійснюватися як глибинним, так і поверхне-

вим методами. При поверхневому методі бактерії культивуються на поверхні 

середовища, але це не забезпечує високий вихід сорбози. Найчастіше викори-

стовується глибинний метод культивування, який має вищу продуктивність. 

Бактерії G. oxydans є облігатними аеробами і потребують постійної ае-

рації під час культивування. Для біосинтезу використовується періодичне ку-

льтивування. Отже, для виробничого біосинтезу аскорбінової кислоти з вико-

ристанням бактерій G. oxydans застосовують глибинний метод культивування 

у стерильних умовах [1].  

Для культивування бактерій G. oxydans необхідна постійна аерація сере-

довища, оскільки вони є облігатними аеробами. Тому доцільно використо-

вувати ферментер, оснащений барботером. Аерація в межах від 0.4 до 0.15 м³/м³ 

за хвилину забезпечує культуру необхідною  кількістю кисню. 

Для забезпечення рівномірного масообміну по всьому середовищу фер-

ментер повинен бути оснащений мішалкою. Швидкість обертання мішалки по-

винна бути в межах 150-300 об/хв. Тому рекомендується використовувати зви-

чайну лопатеву мішалку з трьома плоскими лопатями або турбінну мішалку для 

ефективного перемішування. 

5.2. Обґрунтування стадії підготовки аераційного повітря 

Бактерії G. oxydans WSH-003 є облігатними аеробами, вони потребують 

постійної аерації під час культивування, тому доцільно використовувати фер-

ментер, оснащений барботером. [37, 38].  
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Як правило, використовується стандартна система очищення та стерилізації 

аераційного повітря, яка складається з наступних блоків [39]: 

- попереднє очищення повітря; 

- стиснення повітря; 

- охолодження та видалення зайвої вологи; 

- підігрів повітря; 

- стерилізація повітря у головних фільтрах; 

- стерилізація повітря в індивідуальних фільтрах. 

Забір атмосферного повітря проводять через забірний пристрій, встановле-

ний у найвищій точці відділення повітропідготовки і попередньо очищається від 

пилу у фільтрі, стискується в компресорі до необхідного тиску, нагріваючись до 

120…220°С. Потім повітря охолоджується у теплообміннику і надходить до во-

логовідокремлювача (ресивера), де відокремлюється від крапель вологи та ма-

стила. З метою позбавлення пульсацій тиску повітря та швидкості руху повітря 

при роботі компресора використовують ресивер великої ємності. Осушене по-

вітря підігрівається у теплообміннику, проходить через фільтри грубого очи-

щення і далі подається до індивідуального фільтра, встановленого безпосередньо 

біля ферментера, де звільняється від сторонньої мікрофлори.  

Існує багато методів забезпечити стерильність повітря, наприклад, обробка 

повітря фізичними, хімічнимиабо іншими чинниками. Для біотехнологічних ви-

робництв традиційними методами підготовки повітря є метод фільтрування че-

рез перегородки з різних матеріалів. Загалом у стерилізації повітря ключовим 

моментом є підбір фільтруючого матеріалу та закріплення його в корпусі філь-

тра. 

Виходячи з теорії стерилізації повітря, для видалення контамінантів вико-

ристовують волокнисті фільтруючі матеріали з різних мінеральних або органіч-

них речовин, пористі перегородки з кераміки або полімерних матеріалів [39]. 
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Керамічні фільтри  

Керамічні фільтруючі елементи, такі як диски, пластини, патрони, виробля-

ють шляхом спікання кварцового піску, відібраних зерен шамоту, та інших при-

родних мінералів до утворення склоподібної маси. Пористі керамічні вироби є 

дуже крихкими, тому для підвищення їх міцності стінки патронів роблять 6 ÷ 10 

мм і більше, але чим товщі стінки, тим більший опір повітрю вони створюють. 

Довжина патронів від 0,5 до 1,2 м, діаметр 50-80 мм. Вони мають загальну по-

ристість у діапазоні 35-55%, їхня міцність на стискання становить 15-25 МПа, а 

на згин – 4-15 МПа. Обпалювання кераміки проводять при температурі від 900 

до 1300оС [40]. 

Фільтри з полімерних матеріалів 

Як тонковолокнисті середовища в нашій країні широкого поширення 

набули полімерні фільтруючі матеріали типу ФП (фільтри Петрянова). Вони яв-

ляють собою шари синтетичних волокон діаметром 1-2 мкм, нанесені на мар-

левий субстрат (підкладку) або «основу» з скріплених між собою більш товстих 

волокон. Матеріали фільтруючої поверхні (ФП) мають дуже високу ефектив-

ність. Завдяки їхній малій товщині шарів (0,2-1 мм), площа фільтрації може ся-

гати 100-150 м2 на кожен 1 м3 апарату [40]. 

Основною вимогою, яка висувається до аераційного повітря, є його стериль-

ність. 

У промислових умовах використовують в основному метод фільтрування 

крізь шари насипного, пористого або волокнистого матеріалу. Попередня сте-

рилізація здійснюється за допомогою глибинних (набивних) фільтрів, які виго-

товлені з волокнистих матеріалів. Для остаточної стерилізації перед входом у 

ферментер встановлюють індивідуальні фільтри з розгорнутою поверхнею або 

абсолютні, які діють як сита, патронного типу. Проте, абсолютні сита зумовлю-

ють велику втрату тиску повітря і швидко забиваються, тому застосовують їх 

нечасто. Попри те, що волокна набивного фільтру розташовані між собою на 

відстанях на порядок більших за діаметр мікрочастинок, вони діють досить ефек-

тивно. За умови великих швидкостей частинки, проходячи шар волоконного 
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фільтру, скоріше або пізніше зустрічають на своєму шляху волокно і затриму-

ються ним (інерційний механізм осадження) [39]. 

Фільтрувальний матеріал повинен відповідати наступним основним вимо-

гам: мати високу ефективність при мінімальному опорі, достатню пилоємкість і 

механічну міцність; повинен бути стійкими до впливу гострої пари як основного 

агента, що стерилізує, бути зручним і надійним в експлуатації. 

Для попереднього очищення повітря часто застосовують фільтри періодич-

ної дії касетного або коміркового типу, заповнені металевими стружками або ін-

шими подібними матеріалами, змоченими оливою. Доцільно використовувати 

для цих цілей безперервно діючі самоочисні масляні фільтри (циклофільтри). 

Ступінь очищення в цих фільтрах досягає 50…70%. У літературі є вказівки про 

можливість використання у якості набивання для фільтрів попереднього очи-

щення грубих мінеральних або синтетичних волокон.  

За останні роки з’явилися дані про застосування для попереднього очи-

щення повітря губчатого модифікованого пінополіуретану. Пилоємкість філь-

трів із цього матеріалу становить 200 г/м2, ефективність очищення 50…85%, опір 

після обробки концентрованим розчином лугу відносно невеликий. Так, при тов-

щині шару 1,8 см і швидкості повітря 5 см/с опір становив 4 Па (0,4 мм. вод. ст.). 

Тривалість однократного використання фільтрів з пінополіуретану 3…4 місяці. 

Доцільно використовувати цей матеріал у системах невеликої продуктивності. 

У фільтрах першого ступеня очищення повітря, де ефективність уловлю-

вання зазвичай повинна бути не менш 98% при мінімальному опорі, використо-

вуються матеріали, які характеризуються діаметром волокон від 10 до 50 мкм. 

Як індивідуальні фільтри широко застосовують рамочні або патронні філь-

три з тканиною Петрянова на основі перхлорвінілового волокна. Фільтр являє 

собою сталевий циліндр із з’ємною кришкою і конічним дном. Усередині апа-

рату встановлюють 73 циліндричні перфоровані трубки, обгорнутих тканиною 

Петрянова. Загальна площа фільтрування – 17,5 м2. Після проходження крізь тка-

нину повітря стерилізується. Продуктивність цього фільтра становить 1000 

м3/год [39]. 
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Таким чином, будемо проводити підготовку повітря для аерації з врахуван-

ням вищеописаної інформації. 

5.3 Вибір мийних та дезінфікуючих засобів 

5.3.1. Обгрунтування вибору мийних та дезінфікуючих засобів 

Серед усіх стадій промислового виробництва, на нашу думку санітарно-

гігієнічна складова виробничого процесу є найбільш важливіша, оскільки крити-

чно впливає на допоміжні та основні стадії біотехнологічного виробництва. Ус-

пішне виконання етапів санітарно-гігієнічної підготовки в першу чергу залежить 

від персоналу, оскільки саме люди є найбільш критичним фактором, який впли-

ває на якість готового продукту. Якщо персонал суворо дотримається усіх вста-

новлених процедур і рутино їх виконує, ризик забруднення продукту сторон-

ньою мікрофлорою і викиникнення перехресної контамінації зведено майже до 

нулю. Дані процедури реалізуються шляхом виконання рутинних процедур очи-

стки робочих поверхонь та обладнанн за допомогою мийних засобів, а також за-

вершальним етапом дезінфекції.  Мийні засоби - це речовини органічної та неор-

ганічної природи чи комбінація речовин, які представляють собою мила та/або 

поверхнево-активних речовин. Дезінфекція це комплекс операцій, які знищують 

потенційно патогенні та умовно-патогенні мікроорганізми, форми їх спокою і 

токсини. Мийка та дезіінфекція є комплексними процедурами, які дають гаран-

тію забезпечення встановленого нормативною документацією рівня чистоти на 

виробництві, з метою отримати на виході правильно організованого технологіч-

ного процесу і високоякісну готову продукцію.  

Виробництво L-сорбози (попередник аскорбінової кислоти)  реалізується 

шляхом біосинтезу за допомогою Gluconobacter oxydans, то протягом санітарної-

підготовки і виробничого процесу має суворо вестися контроль мікробіолгічної 

чистоти, оскільки контамінація поживного середовища чужорідною мікрофло-

рою матиме фатальні наслідків для готової речовини. Облананняя і поверхні про-

тягом виробничого процесу постійно контактують і зрізномінітними хімічними 

речовинами і субстанціями, залишки яких іноді дуже складно видалити, що в 
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свою чергу створює додаткові ризики створення осередків розвитку мікрофлори 

або перехресної контамінації. Отже, до мийних і дезінфікуючих засобів висува-

ють ряд вимог, що наведені нижче: 

• видаляти забуднення різноманітного хімічного походження; 

• не впливати на органолептичні властивості готового продукту; 

• відсутність будь-якого впливу на оброблювані поверхні; 

• висока активність проти різних видів мікроорганізмів;  

• володіти швидкою розчинністю у воді під час приговування робочих розчи-

нів; 

• не нести загрозу здоров'ю персоналу. 

 Далі у роботі приведено приклади різних миючих і дезінфікуючих засобів,  

які можна застосувати під час виробничих процесів: 

 Асептік-Біодез – засіб для обробки рук у вигляді готової до застосу- 

вання прозорої рідини від безбарвної до світло-жовтого кольору. Склад: ізопро-

панол, алкілдиметилбензиламоній хлорид, вода. Призначений для дезінфекції 

(санітарної обробки) шкірних покривів, обробки шкіри ніг з метою профілактики 

грибкових та інших інфекцій, гігієнічної антисептики рук персоналу. Має анти-

мікробні властивості щодо грамнегативтиіх та грампозитивннх бактерій (вклю-

чаючи збудників туберкульозу), віруліцидні, (включаючи збудників гепатитів В 

і С, ВІЛ-інфекції, поліомієліту, вірусу грипу птахів A/H5H1, вірусу свинячого 

грипу A/H1N1), фунгіцидні (щодо грибів роду Candida і патогенних дерматофі-

тів) властивості. Засіб має : пролонговану (протягом 3 годин) протимікробну дію. 

Для гігієнічної обробки рук проводять однократну обробку шляхом нанесення  

на сухі долоні рук не менше 3 мл засобу та втирають його у шкіру до висихання. 

Після обробки шкіру не миють, не витирають і не висушують. 

Миючий засіб LIV актив 114 –  лужний концентрований мийний засіб у 

вигляді однорідної безбарвної або слабо-жовтої рідини без сторонніх домішок. 

Видаляє органічні забруднення – жири в, залишки овочевої та фруктової проду-

кції, білки, дріжджі, молочний камінь. Цільове призначення це безрозбірна 
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мийка (СІР-мийка) харчового обладнання, розпилення (резервуари, змішувачі, 

стерилізатори, трубопроводи, фільтри, пастирезатори, сепаратори, розливні ма-

шини, варочні та вакуум-варочні апарати, підігрівачі, випарювачі). Склад: вода 

деіонізована, натрія карбоксилат алкилгліколевого ефіру, етилендиамінтетра оц-

тової кислоти динатрієва сіль, гідроксид натрію, силікат натрію, бензалконіум 

хлорид. Не пошкоджує такі матеріали, як легована сталь, гума, лугостійкі пласт-

маси, мідні сплави, ебокситні, фібробетонні поверхні. Робочі розчини: 2,0-5,0 % 

[41].   

Миючий засіб LIV Актив 331– засіб мийний кислотний пінний. Призначе-

ний для комбінованих забруднень, іржі, кальцієвого каменю, осаду неорганічних 

солей. Засіб призначений обробки і миття будь-якого обладнання, стін та підлог 

із кахельними покриттями. Засіб містить  інгібітор, що дозволяє використо-

вувати на оцинкованих поверхнях, нержавіючій сталі, алюмінієвій, хромованій, 

нікельованій поверхнях, скляних, гумових та пластмасових. Склад: кислота ор-

тофосфорна, неіоногенні ПАР, вода деіонізована, кислота молочна, комплексо-

утворювач, антикорозійний агент. Робочі розчини: 5,0-8,0 % [42]. 

Дезінфікуючий засіб ПРАЙМДЕЗИМ – рідкий ферментний дезінфекцій-

ний засіб у вигляді прозорого розчину зеленого кольору. Склад: дидецилдимети-

ламоній хлорид,  N-(3-амінопропіл)-N-додецилпропан-1,3-діамін, фермент про-

теаза, детергенти, вода. 

Призначений для дезінфекції трубопроводів, комунікацій, резервуарів, тех-

нологічного обладнання, апаратури, інвентарю, тари та поверхонь приміщень. 

Проявляє антимікробні властивості проти бактерій (збудників гнійно-септичних 

та інш. інфекцій (стафілококів, стрептококів, клебсієл, кишкової і сіньогнойной 

паличок, ацінетобактер, протея), збудників холери, легіонельозу, туберкульозу, 

вірусів (в т. ч. ВІЛ, вірусів гепатитів А, В, С, рота, поліо-, ентеровірусів, вірусів 

грипу, вакцини вірусу, аденовірусів, герпесу), патогенних грибів роду Саndida, 

збудників дерматомікозів, цвілевих грибів, а також володіє спороцидною дією. 

IV клас небезпеки. Застосовується у вигляді водних робочих розчинів 0,2% - 

4,0%. Рекомендована витрата робочого розчину – 100 мл/м2 [43].  
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Дезінфікуючий засіб БАЦИЛІКВІД СТЕРИЛ – однорідна прозора рідина 

від жовтого до коричневого кольору. Склад: глутаровий альдегід, хелатний і ан-

тикорозйний комплекси, вода, стабілізатори. Використовують для дезінфекції 

трубопроводів, комунікацій, резервуарів, технологічного обладнання, апаратури, 

інвентарю, тари та поверхонь приміщень. 

Видаляє різні типи забруднення, не фіксують органічні забруднення. Толе-

рантний до поверхонь  з лудженого заліза, алюмінію, скла, гуми (в т. ч. силіко-

нової), нержавіючої сталі (в т. ч. хромової, хромонікелевої, аустенітної), кисло-

тостійких пластмас (в т. ч. поліетилен, поліпропілен, полівінілхлорид), фтороп-

ласту (тефлон, вірон), кераміки та поверхні з лакофарбовим, гальванічним, полі-

мерним покриттям, з емалі, гуми. Засіб володіє винятково високою бактерицид-

ною (в т. ч. туберкулоцидною), віруліцидною (включаючи поліовірус), фунгіци-

дною (в тому числі щодо дріжджових і цвілевих грибів) і спороцидною діями. 

Засіб не має селективної антимікробної дії. Застосовується у вигляді водних ро-

бочих розчинів 0,05-0,1% [44].  

Враховуючи вище зазначену інформацію, організація санітарної обробки в 

тому числі шляхом пошуку і вибору оптимальних в кожній конкретній ситуації 

миючих і дезінфікуючих засобів, критично впливає на правильність ведення бі-

отехнологічного виробництва і на отримання якісного кінцевого продукту.  



44 
 

Таблиця 5.1 

Узагальнена схема запропонованих миючих і дезінфікуючих засобів 

Назва засобу Склад Антимікробна дія Характеристика 
Сумісність з оброблюва-

ними поверхнями 

Спосіб застосу-

вання (концентра-

ція робочого роз-

чину) 

Відомості про дер-

жавну реєстрацію 
Вартість Джерело 

Засоби для обробки внутрішньої поверхні обладнання 

LIV актив 114 

(виробник: 

Квант ) 

вода деіонізована, 

натрія карбоксилат 

алкилгліколевого 

ефіру, етилен-

диамінтетра оцтової 

кислоти динатрієва 

сіль, гідроксид на-

трію, силікат на-

трію, бензалконіум 

хлорид. 

- 

лужний концентрова-

ний мийний засіб у ви-

гляді однорідної безба-

рвної або слабо-жовтої 

рідини без сторонніх 

домішок. 

Толерантний до поверхонь  

з лудженого заліза, алюмі-

нію, скла, гуми (в т. ч. силі-

конової), нержавіючої сталі 

(в т. ч. хромової, хромоніке-

левої, аустенітної), кислото-

стійких пластмас (в т. ч. по-

ліетилен, поліпропілен, по-

лівінілхлорид), фторопласту 

(тефлон, вірон), кераміки та 

поверхні з лакофарбовим, 

гальванічним, полімерним 

покриттям, з емалі, гуми 

Застосовується у ви-

гляді  робочих роз-

чинів концентрацією  

2,0-5,0%. 

Не потребує реєстра-

ції 

94,14 грн за 

1 л 
[41] 

LIV Актив 331 

(виробник: 

Квант ) 

кислота ортофосфо-

рна, неіоногенні 

ПАР, вода деіонізо-

вана, кислота моло-

чна, комплексоутво-

рювач, антикорозій-

ний агент. 

- 
засіб мийний кислот-

ний пінний 

Застосовується у ви-

гляді  робочих роз-

чинів концентрацією  

5,0-8,0 %.   

Не потребує реєстра-

ції 

1142 грн за 

20 л 
[42] 

ПРАЙМДЕ-

ЗИМ  (вироб-

ник:  ТОВ 

"ПРАЙМДЕЗ", 

Україна) 

дидецилдиметила-

моній хлорид,  N-(3-

амінопропіл)-N-до-

децилпропан-1,3-ді-

амін, фермент про-

теаза, детергенти, 

вода 

Засіб володіє бактерицид-

ною (в т. ч. туберкулоцид-

ною), віруліцидною 

(включаючи поліовірус), 

фунгіцидною (в тому чи-

слі щодо дріжджових і 

цвілевих грибів) і споро-

цидною діями 

рідкий ферментний 

дезінфекційний засіб у 

вигляді прозорого роз-

чину зеленого кольору 

Застосовується у ви-

гляді  робочих роз-

чинів концентрацією  

0,2% - 4,0%. 

Наказ від 26.04.2021 

№819 

до  26.04.2026 

940 грн за 1 

л  
[43] 

БАЦИЛІКВІД 

СТЕРИЛ    (ви-

робник:  ТОВ 

«ДАНА МЕДІ-

КАЛ», Україна 

) 

глутаровий альде-

гід, хелатний і анти-

корозйний компле-

кси, вода, стабіліза-

тори 

однорідна прозора рі-

дина від жовтого до 

коричневого кольору 

Застосовується у ви-

гляді  робочих роз-

чинів концентрацією  

1,0% - 10,0%. 

Наказ від 27.07.2023 

№1363 

до  27.07.2028 

660 грн за 1 

л 
[44] 
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5.3. 2. Розрахунок витрат мийних та дезінфікуючих засобів для вироб-

ництва L-сорбози 

 Виробництво L-сорбози (попередник аскорбінової кислоти)  шляхом про-

мислового культивування займає 90 днів і передбачає підготовку та викорис-

тання інокуляторів на 10 л, 100 л та ферментеру 630 л, реакторів-змішувачів для 

підготовки / стерилізації поживного середовища, установку для автоматичного 

перемішування колб, лабораторного боксу та обладнання для виділення готового 

продукту (збірника культуральної рідини і центрифуги). 

Крім того, треба передбачити організацію лабораторних та виробничих при-

міщень: мікробіологічна лабораторія (зберігання мікроорганізму і робота у бок-

сах із культурою Gluconobacter oxydans, проведення аналізу для контролю яко-

сті), приміщення із установкою для автоматичного перемішування колб-качалок 

для інокуляту, приміщення  із інокуляторами для вирощування, приміщення для 

промислового біосинтезу аскорбінової кислоти. Обладнання у приміщеннях ро-

змістимо на відстані 1,5 м від стін та одне від одного, з метою дати персоналу 

достатньо простору для обслуговування і санітарно-гігієнічних процедур. Роз-

міри і об’єм одиниць обладнання наведено у табл. 5.2. 

Таблиця 5.2 

Розміри обладнання, що використовується для виробництва аскорбі-

нової кислоти 

 

Загальний об’єм виробничого обладнання складає 1550 л згідно із даними 

табл. 5.2 

Обладнання Геометричний об’єм, л Діаметр, м Висота, м 

1 2 3 4 

Інокулятор 10 - 2,2 

Інокулятор 100 - - 

Ферментер 630 - - 

Реактор змішувач  10 0,29 0,45 

Реактор змішувач  50 0,41 0,85 

Реактор змішувач 250 1,05 1,6 

Реактор змішувач 500 1,15 2,0 

Всього 1550 - - 
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Далі необхідно  порахувати  кількість мийних та дезінфікуючих засобів, ви-

ходячи із розмірів робочих приміщень. На рис. 5.1 схематично зображено примі-

щення, де відбувається виробництво культуральної рідини G. оxydans.  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 5.1 Схематичне зображення виробничих приміщень  

МЛ – мікробіологічна лабораторія;  

П ВІ/Б – приміщення вирощування інокуляту та виробничого біосинтезу; 

ПК – приміщення із установкою-качалкою. 

1 - реактор змішувач 10 л , 2 – інокулятор 10 л, 3 - реактор змішувач 50 л , 4 - інокулятор 

100 л, 5 - реактор змішувач 500 л , 6 - ферментер 630 л , 7 - реактор змішувач 250 л, 

Виходячи із рис 5.1, можна підрахувати площі виробничих приміщень.  

З метою підтримання чистоти виробничих приміщень, миття підлоги буде здій-

снюватися 90 разів. Оскільки генеральне прибирання має місце 2 рази на місяць 

– в загальному це 6 разів. Необхідно також вираховувати кількість миючих засо-

бів для обробки стін та підлоги. Згідно із рис. 5.1, враховуючи висоту приміщень 

5 м, площа підлоги приміщення вирощування інокуляту і виробничого біосин-

тезу складає 72 м2 (12 м × 6 м), площа стін – ((12 м × 5 м) × 2 + (6 м × 5 м)) × 2 = 

180 м2, загальна площа – 72 м2 + 180 м2 = 252 м2. Для мікробілогічної лабараторії 

площа підлоги складає 6 м х 4 м = 24 м2, площа стін – ((4 м × 5 м) × 2 + (6 м × 5 

м)) × 2 = 100  м2, загальна площа – 124 м2. Для приміщення з качалками площа 

підлоги складає 2 м х 6 м = 12 м2, площа стін – ((2 м × 5 м) × 2 + (3 м × 5 м)) × 2 

= 40 м2, загальна площа – 52 м2.  

Бокс 
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Узагальнені дані стосовно площ поверхонь для  обробки миючими засобами 

представлено в табл. 5.3. 

Таблиця 5.3 

Розрахунок загальної площі стін та підлоги виробничих приміщень 

Приміщення Площа підлоги, м2 Площа стін, м2 Загальна 

площа, м2 

Приміщення вирощування іно-

куляту і виробничого біосинтезу 
72 180 252 

Мікробіологічна лабораторія 24 100 124 

Приміщення з качалками 12  40 52 

Разом 108 320 428 

 

Розрахунок періодичністі миття обладнання наведено нижче. Оскільки за-

гальний об’єм культуральної рідини становить 34880,3 л, а об’єм культуральної 

рідини за 1 цикл дорівнює 425,7 л/цикл, то кількість виробничих циклів (циклів 

миття) становить: 34880,3 л / 425,7 л/цикл = 82 циклів. Приймаючи до уваги до-

даткове миття після останнього циклу, загальна кількість буде становити 83. Тоді 

загальний об’єм миття: 

3,180 × 82 = 260,76 м3 

Таблиця 5.4 

Розрахунок площ миття / дезінфекції  

Об’єкт  
Площа / об’єм 

об’єкту, м2 / м3 

Періодичність 

миття / дезінфекції 

під час виробни-

чого процесу 

Загальна площа / 

об’єм, м2 /м3 

Обладнання 1,55 м3 82 127,1 м3 

Підлога 108 м2 90 9720 м2 

Стіни, двері, вікна 320 м2 6 1920м2 

Врахувуючи  витрати робочого розчину близько 100 мл на 1 м2 на площі 

поверхні, можна розрахувати об’єми робочих розчинів мийних / дезінфікуючих 

засобів. Згідно із даними із табл 5.3, загальний об’єм миття для обладнання скла-

дає 260,76 м3. Аби скоротити витрати води і мийних засобів, використовують 

функцію CIP-мийки, подаючи через неї робочі розчини миючих засобів разом із  

водою, що в свою чергу дозволяє економити близько 50 % миючих засобів і води. 

Отже, для одного циклу миття знадобиться:  
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1550 л ×0,5=775  л робочого розчину миючого засобу, а на весь період виробни-

чого процесу:  775 л × 82 = 63 550 л.  Загальна площа всіх поверхонь складає: 

9720 м2 + 1920 м2 = 11 640 м2, а загальна витрата миючого / дезінфікуючого роз-

чинів становить: 11 640 м2 х 100 мл = 1164 л. У табл. 5.5. наведено вартості мий-

них і дезінфікуючих засобів і їх витрати. 
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Таблиця 5.5 

Витрати і вартість мийних та дезінфікуючих засобів під час виробництва  

Назва  

 

Концентра-

ція робо-

чого роз-

чину, % 

Об’єкт миття / 

дезінфекції 

Площа /об’єм 

миття / дезін-

фекції 

об’єкту, м3 

/м2 

Кількість 

робочого ро-

зчину за 

весь період 

виробниц-

тва, л 

Вартість 1 

л/кг мий-

ного/ дезін-

фіку-ючого 

засобу, грн 

Вартість 1 

л робочого 

розчину, 

грн 

Сумарна вар-

тість миття 

/дезінфекції під 

час виробниц-

тва, грн 

LIV актив 1141 3,5 % Обладнання  127,1 63 550 94,14 3,29 209 079 

LIV актив 3312 6,5 % Обладнання  127,1 63 550 57,1 3,7 235 135 

ПРАЙМДЕЗИМ 
3 4,0 % 

Обладнання / 

Стіни/підлога/ 

вікна 

11 640 1164,0 940,0 37,6 43 766,4 

БАЦИЛІКВІД 

СТЕРИЛ 4 
10 %. 

Обладнання / 

Стіни/підлога/ 

вікна 

11 640 1164,0 660,0  66 76 824 

Примітка. Вартість засобів наведено станом на квітень  2025 р. 1- https://etna.net.ua/ru/liv-aktyv-114-zasib-myinyi-luzhnyi-iz-ponyzhenym-

pinoutvorenniam-z-antybakterialnym-efektom-1-l/?srsltid=AfmBOor1vDID_CzAp1wBiCAFtrDz7-DIz5sP-WKoixKGHdZ5WjJ4g6ub 

2-https://prof-pack.prom.ua/ua/p1329299867-sredstvo-moyuschee-kislotnoe.html 3-https://www.nailmag.com.ua/ru/prajmdezim-1000-

ml?srsltid=AfmBOoqx4KExLBNm2OoMMJt4oKpznGzcA0_YI__8Ct-anESCj8XTQuON  4 - https://prom.ua/ua/p887510839-batsilikvid-long-

kontsentrat.html 

 
* розрахунок вартості 1 л робочого розчину описано для мийного засобу «LIV актив 114»: Ціна 1 л становить 94,14 грн, концент-

рація його робочого розчину – 3,5 %, тому в 1000 мл робочого розчину міститься 3,5 мл (0,035 л) концентрату. Таким чином вартість 3,5 % 

розчину становить: 94,14 грн × 0,035 л = 3,29 грн/л.

https://etna.net.ua/ru/liv-aktyv-114-zasib-myinyi-luzhnyi-iz-ponyzhenym-pinoutvorenniam-z-antybakterialnym-efektom-1-l/?srsltid=AfmBOor1vDID_CzAp1wBiCAFtrDz7-DIz5sP-WKoixKGHdZ5WjJ4g6ub
https://etna.net.ua/ru/liv-aktyv-114-zasib-myinyi-luzhnyi-iz-ponyzhenym-pinoutvorenniam-z-antybakterialnym-efektom-1-l/?srsltid=AfmBOor1vDID_CzAp1wBiCAFtrDz7-DIz5sP-WKoixKGHdZ5WjJ4g6ub
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5.4 Особливості підготовки та стерилізації поживного середовища 

Максимальний синтез L-сорбози (144,5 г/л за 16 год) досягається за умов 

культивування G. oxydans на середовищі наступного складу [1]: 150 г/л D-

сорбіту, 10 г/л дріжджового екстракту. Дане середовище використовується для 

виробничого біосинтезу та для вирощування посівного матеріалу на всіх стадіях 

для накопичення посівного матеріалу, також пропонується використовувати це 

середовище з додаванням цефокситину у кількості 25 мкг/мл (приготування буде 

відбуватися окремо оскільки кількість є суттєво малою) [1]. 

Одержання інокуляту G. oxydans відбувається у три етапи - у колбах на ка-

чалці, у інокуляторі об’ємом 10 л, 100 л. 

5.4.1 Особливості підготовки та стерилізації поживного середовища для 

одержання інокуляту в колбах на качалках 

Для отримання посівного матеріалу в колбах на качалках, необхідно 0,57 л 

= 570 мл поживного середовища, отже стерилізацію можна провести в автоклаві. 

Проаналізувавши склад поживного середовища для вирощування G. oxydans, пе-

редбачається наявність однієї основної композиції (умови стерилізації є ана-

логічними для кожного з компонентів): 

Композиція А: D-сорбіт, дріжджовий екстракт, - режим стерилізації: 112 °С, 

30 хв. 
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Таблиця 5.6 

Підготовка поживного середовища для вирощування інокуляту G. 

oxydans в колбах на качалці 

Компонент 
Концентрація, 

г/л 

Кількість компо-

ненту в 570 мл 

поживного сере-

довища, г 

Композиція 
Об’єм ком-

позиції, мл 

D-сорбіт 150 85,5 

А 350 
Дріжджовий екс-

тракт 
10 5,7 

Вода = 350 мл 

РАЗОМ: 350 

Для приготування та стерилізації композицій А знадобляться одна колба 

об’ємом 1000 мл відповідно та мірний циліндр на 500 мл.  

Таблиця 5.7 

Розрахунок поживного середовища для стадії підготовки інокуляту в 

інокуляторі на 10 л 

Компонент 
Концентрація, 

г/л 

Кількість компо-

ненту в 5,67 л по-

живного середо-

вища, г 

Композиція 
Об’єм ком-

позиції, мл 

D-сорбіт 150 850,5 

А 5670 

Дріжджовий екс-

тракт 
10 56,7 

Вода = 5100 мл 

Конденсат = 570 мл 

РАЗОМ: 5,67 л 

Композицію А готуємо та стерилізуємо у реакторі-змішувачі на 10 л.  
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Таблиця 5.8 

Розрахунок поживного середовища для стадії підготовки інокуляту в 

інокуляторі на 100 л 

Компонент 
Концентрація, 

г/л 

Кількість компо-

ненту в 46,35 л 

поживного сере-

довища, г 

Композиція 
Об’єм ком-

позиції, л 

D-сорбіт 150 6952,5 

А 46,35 

Дріжджовий екс-

тракт 
10 463,5 

Вода = 41,715 л 

Конденсат = 4,635 л 

РАЗОМ: 28,71 л 

Композицію А готуємо та стерилізуємо у реакторі-змішувачі на 50 л.  

Таблиця 5.9 

Розрахунок поживного середовища для стадії підготовки інокуляту в 

інокуляторі на 630 л 

Компонент 
Концентрація, 

г/л 

Кількість компо-

ненту в 421,5 л 

поживного сере-

довища, г 

Композиція 
Об’єм ком-

позиції, л 

D-сорбіт 40 (150) 16 860    (63 225) 

А 305,5 

Дріжджовий екс-

тракт 
10 4 215 

Вода = 275 л 

Конденсат = 30,5 л 

РАЗОМ: 305,5 л 

Композицію А готуємо та стерилізуємо у реакторі-змішувачі на 500 л.  

5.4.2. Обґрунтування підготовки та стерилізації підживлювального роз-

чину D-сорбіту у ферментері на 630 л 

Концентрація D-сорбіту у середовищі культивування продуцентом L-

сорбози становить 150 г/л. На початку процесу у середовище вносять 40 г/л суб-

страту. Отже, у процесі культивування в середовище необхідно внести 150 – 40 

= 110 г/л D-сорбіту у вигляді підживлювального розчину. 

Розрахуємо загальну кількість D-сорбіту (Х) для приготування підживлю-

вального розчину. 
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Об’єм поживного середовища для виробничого біосинтезу становить 421,5 

л. Отже: 

110 г D-сорбіту міститься в 1 л середовища, 

Х г D-сорбіту міститься в 421,5 л середовища. 

Х = (421,5×110)/1 = 46 365 г = 46,37 кг D-сорбіту. 

Далі розрахуємо об’єм 40 %-го підживлювального розчину (V), що містить 

46,37 кг D-сорбіту: 

40 кг D-сорбіту міститься в 100 л розчину, 

46,37 кг D-сорбіту міститься в V л розчину. 

V = (46,37×0,1)/40 = 116 л розчину. 

Підготовка і стерилізація даного підживлювального розчину (116 л) 

здійснюється в окремому реакторі об’ємом 250 л. Умови стерилізації: темпера-

тура 112 °С, 30 хв. 

Розрахуємо кількість порцій підживлення і об’єм підживлювального роз-

чину D-сорбіту для однієї порції. Тривалість процесу біосинтезу L-сорбози (по-

передник аскорбінової кислоти) становить 16 год. Приймемо, що підживлення 

вноситься у середовище через 4 год. Отже, кількість порцій підживлення стано-

вить (16-4)/4=3. Отже, з кожною порцією підживлення у середовище необхідно 

внести 116 /3 = 38,7 л 40%-го підживлювального розчину D-сорбіту. 
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РОЗДІЛ 6. СПЕЦИФІКАЦІЯ ОБЛАДНАННЯ 

Узагальнений перелік обладнання, використовуваного для біосинтезу ри-

бофлавіну наведено у табл. 6.1. Відповідне обладнання представлене у графіч-

ній частині (апаратурна схема). 

Таблиця 6.1 

Специфікація ділянки мікробного синтезу аскорбінової кислоти 

Позиція Найменування Кількість Технічна характеристика 

1 2 3 4 

ПЗ-1 
Пристрій для за-

бору повітря 
1 

Повітрозабірні жалюзі LUE-FW. Ця мо-

дель жалюзі має штормостійкі лопаті, що 

обумовлює можливість установки на 

місцевості з високою швидкістю вітру. 

Забезпечує максимальну пропускну 

здатність повітря та оптимальну герме-

тичність від дощу. Матеріал: екструдова-

ний алюмінієвий профіль (AlMgSi 0,5 

F22). 

Компанія: «GAL Ventilation GmbH» 

(Німеччина) [45] 

Ф-2 
Фільтр грубої 

очистки повітря 
1 

ФЯР фільтр грубого очищення повітря. 

Очищення припливного повітря від твер-

дих часток та пилу з коефіцієнтом очи-

щення не менше ніж 0,8. мають опір по-

току повітря 30 Н/м2 (3,0 кгс/м2 ) або 30 

Па. Фільтруючий елемент панельного 

типу виконаний із набору металевих 

сіток. 

Компанія: «Люфтгранд» (Україна) [46] 

К-3 Компресор 1 

Компресор низького тиску моделі DKAB 

75. Матеріал – чавун. максимальний тиск 

3 бар. Продуктивність 7000 л/хв. 

Компанія: «Dalgakiran» (Україна) [47] 

 

 

 

 

 

 
Змн. Арк. № докум. Підпис Дата 

Арк. 
54 

НУХТ БТЕК 04.02.41 КР ПЗ 

 Розроб. Литвин А.В. 
 Перевір.  
 Реценз. Удимович В.М. 
 Н. Контр.  
 Затверд. Стабніков В.П. 

РОЗДІЛ 6. СПЕЦИФІКА-

ЦІЯ ОБЛАДНАННЯ 

 

Літ. Акрушів 
87 

Кафедра БТМ 



55 

 

                                                                                            Продовження табл. 6.1 

Т-4 

Т-6 
Теплообмінник 2 

Теплообмінник для теплової обробки 

газів та повітря. Площа однієї пластини 

від 0,1 до 2,0 м2. Товщина пластини від 

1,0 до 6,0 мм. Ширина каналу від 160 до 

2000 мм. Температура від -200 до +950°С. 

Компанія: «Анкор-Теплоенерго» 

(Україна) [48] 

Р-5 Ресивер 1 

Ресивер повітряний. Об'єм ресивера 2700 

л. Максимальний робочий тиск 10 бар. 

Положення монтажу – вертикальний. 

Товщина сталі 6 мм. 

Компанія: «Лідер» (Україна) [49] 

Ф-7 
Головний фільтр 

очистки 
1 

Фільтри для очищення газів. Матеріал на 

основі скловолокна та голкопробивних 

волокон. Відмінна пористість, досягає 

96%. Модель ФСВ-0-840, тип – основний, 

продуктивність 14 м3/год. 

Компанія: «Компресормаш-Сервіс» 

(Україна) [50] 

РЗ-8 

 

Реактор-змішувач 

10 л 
2 

Реактор з нержавіючої сталі BSF-10L 

об’ємом 10 л. Широкий діапазон темпе-

ратурних операцій, від -100 °C до 299 °C. 

Швидкість обертання 0-600 об/хв. Ма-

теріал: нержавіюча сталь. 

Компанія: «ACHIEVE CHEM» (Китай) 

[51] 

НВ-15 

НВ-17 

НВ-20 

 

Відцентровий 

насос 
1 

Вертикальний одноступінчастий відцен-

тровий насос моделі WLT65-5/1.1. Висо-

коефективний двигун YE3, ступінь захи-

сту IP55, клас F. Швидкість потоку 40 

м³/год. Максимальний робочий тиск: 6 

бар. Температура рідини: -15°C~110°C. 

Компанія: «EVOKE PUMP» (Китай) [52] 

РЗ-11 
Реактор-змішувач 

50 л 
1 

Реактор гомогенізатор 40 л. Матеріал не-

ржавіюча сталь марок AISI 304 або AISI 

316. Теплоізольована сорочка нагріву. 

Привід обертання. Вузл ущільнення. Щит 

управління. 

Компанія: «ХІММІКС» (Україна) [53] 
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   Закінчення табл. 6.1 

РЗ-14 
Реактор-змішувач 

500 л 
 

Реактор змішувач лабораторний 500 л. 

Матеріал нержавіюча сталь марок AISI 

304 або AISI 316. Теплоізольована со-

рочка нагріву. Привід обертання. Вузл 

ущільнення. Щит управління. 

Компанія: «STS Group» (Україна)  [54] 

РЗ-16 
Реактор-змішувач 

250 л 
1 

Реактор змішувач лабораторний 250 л. 

Матеріал нержавіюча сталь марок AISI 

304 або AISI 316. Теплоізольована со-

рочка нагріву. Привід обертання. Вузл 

ущільнення. Щит управління. 

Компанія: «STS Group» (Україна)  [55] 

Ф-9 

Ф-12 

Ф-18 

 

Індивідуальний 

фільтр 
6 

Фільтр стисненого повітря класу М. Ав-

томатичний злив конденсату 

Максимальний робочий тиск 16 бар 

Максимальна робоча температура 65 ° С, 

мінімальна 1,5 ° С. Ступінь очищення 0,1 

мкм. Продуктивність: 1,2-46,0 м/хв. 

Компанія: «Comprag» (Німеччина) [56] 

ІН-10 Інокулятор 10 л 1 

Біореактор Infors Minifor 2 об’ємом 10 л. 

Максимальна температура від 0 до 145 

°C. Швидкість обертання 150-1600 об/хв. 

Боросилікатне скло, є сорочка. Є датчики 

контролю температури, піни, рН, розчи-

неного кисню, густини клітин [57] 

ІН-13 Інокулятор 100 л 1 

Біореактор BioPilot 100 L об’ємом 100 л. 

Матеріал нержавіюча сталь. Наявна со-

рочка. Є датчики контролю температури, 

тиску, піни, рН, розчиненого кисню, гу-

стини клітин 

Компанія: «Getinge Applikon» (Швейцарія) 

[58] 

ФР-19 Ферментер 630 л 1 

Промисловий біореактор об’ємом 5000 л. 

Біореактор може бути виконаний у 

наступних співвідношеннях - висота : діа-

метр = 1,5:1 або 2:1.Матеріали: сталь 

AISI 316L та AISI 304. Наявна сорочка. 

Встановлені датчики рН, розчиненого 

кисню, густини суспензії; порт відбору 

проб, запасні порти. Швидкість переш-

міування 10-600 об/хв. Автоматична по-

дача повітря до 2 vvm. 

Компанія: «SYSBIOTECH GmbH» (Ав-

стрія) [57] 

 

 



57 

 

РОЗДІЛ 7. ОПИС ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

ДР 1. Підготовка аераційного повітря 

ДР 1.1. Забір атмосферного повітря 

Забір атмосферного повітря здійснюють за допомогою вертикальної труби 

з повітрозабірником (ПЗ-1) у найвищій точці Н = 20 м. 

ДР 1.2. Очищення від грубих домішок 

Попередню очистку повітря здійснюють на фільтрі грубого очищення, ви-

конаному із набору металевих сіток (ФГО-2). Очистка від грубих домішок про-

водиться з ефективністю Е = 80%, затримуються частинки діаметром більше 50 

мкм.  

ДР 1.3. Компресування повітря 

Для забезпечення умов аерації та подолання гідравлічного тиску стовпа 

рідини в інокуляторах та ферментері, інших опорів, а також для інших потреб 

виробництва, повітря стискають у компресорі (К-3), відбувається нагрівання до 

120-200 оС, тиск становить 0,35 МПа. 

ДР 1.4. Охолодження повітря та видалення вологи 

Стиснене повітря (від ДР 1.3) необхідно охолодити в теплообміннику (ТО-

4) до температури 25-30 ⁰С для видалення надлишкової вологи. Зайву вологу ви-

даляють за допомогою ресивера (Р-5), де усуваються пульсації руху повітря, що 

можуть негативно впливати на роботу подальших фільтрів очищення повітря. 

Вологість повітря має становити 60-70%. 

ДР 1.5. Нагрівання повітря 

Повітря з ресивера Р-5 надходить на наступну фільтрацію. Внаслідок ризику 

утворення конденсаційної пари на наступних етапах, повітря слід його підігріти. 

Підігрів здійснюють в теплообміннику-нагрівачі ТН-6. Температура повітря ста-

новитиме 32-35°С.  
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Незначне перевищення температури нагрівання повітря дозволяє компенсу-

вати його втрати при надходженні його до відповідного обладнання. 

ДР 1.6. Очищення повітря в головному фільтрі 

Підігріте повітря поступає до головного фільтру Ф-7 на основі скловолокна 

та голкопробивних волокон. На виході з даного фільтра ступінь очищення скла-

дає близько Е = 96 %.  

ДР 1.7. Очищення повітря в індивідуальному фільтрі 

На цій стадії повітря поступає до фільтрів стисненого повітря Ф-24, Ф-26, 

Ф-28, Ф-44, Ф-46, Ф-48 класу М. Вказані фільтри встановлюють перед фермен-

таційним обладнанням з розрахунку один фільтр на кожну одиницю обладнання. 

Ступінь очищення 99,999 [39]. 

ДР 2. Приготування та стерилізація поживних середовищ 

ДР 2.1. Приготування і стерилізація поживного середовища для виро-

щування інокуляту в колбах на качалках 

ДР 2.1.1.  Приготування та стерилізація композиції А 

На технічних вагах зважують 85,5 г D-сорбіту та 5,7 г дріжджового екс-

тракту. Наважки поміщають у колбу об’ємом 1000 мл, мірним циліндром на 500 

мл додають (доливають) 350 мл дистильованої води і перемішують.  Закривають 

колбу ватно-марлевою пробкою і стерилізують в автоклаві при температурі 112 

°С, тиску 0,05 МПа, упродовж 30 хв. 

ДР 2.2. Приготування і стерилізація поживного середовища для виро-

щування інокуляту в інокуляторі об’ємом 10  л 

ДР 2.2.1. Приготування та стерилізація композиції А 

На технічних вагах зважують 850,5 г D-сорбіту та 56,7 г дріжджового екс-

тракту. Наважки поміщають у реактор-змішувач на 10 л (РЗ-8), додають 5100 мл 

питної води і включають перемішуючий пристрій. Далі композицію стерилізу-

ють при температурі 112 °С, тиску 0,05 МПа, упродовж 30 хв. 

Простерилізована композиція А охолоджується та передається самоплином 

до інокулятора ІН-10 обсягом 10 л (до ТП 5.1.5). 
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ДР 2.3. Приготування і стерилізація поживного середовища для виро-

щування інокуляту в інокуляторі об’ємом 100 л 

ДР 2.3.1. Приготування та стерилізація композиції А 

На технічних вагах зважують 6952,5 г D-сорбіту а також 463,5 г дріжджо-

вого екстракту. Наважки поміщають до реактора на 50 л (РЗ-11), додають 41,715 

л питної води і включають перемішуючий пристрій. Далі композицію стерилізу-

ють при температурі 112 °С, тиску 0,05 МПа, упродовж 30 хв. 

ДР 2.4. Приготування і стерилізація поживного середовища для біосинтезу 

у ферментері об’ємом 630 л. 

ДР 2.4.1. Приготування та стерилізація композиції А 

За допомогою об’ємно-вагового дозатора зважують 16860 кг D-сорбіту та 

4,215 кг дріжджового екстракту. Наважки поміщають у реактор- змішувач на 500 

л (РЗ-14), по трубопроводу додають 379,35 л води питної і включають перемішу-

ючий пристрій. Далі композицію стерилізують при температурі 112 °С, тиску 

0,05 МПа, упродовж 30 хв. 

ДР 3. Приготування і стерилізація розчину D-сорбіту для підживлення 

У процесі біосинтезу, починаючи з 4-ої год культивування, вносять 110 г/л 

D-сорбіту. Розчин D-сорбіту готують та стерилізують в окремому апараті. 

ДР 3.1. Приготування та стерилізація розчину D-сорбіту 

Через об’ємно-ваговий дозатор у реактор-змішувач на 250 л (РЗ-16) додають 

46,37 кг D-сорбіту. По трубопроводу додають 116 л питної води і включають пе-

ремішуючий пристрій. Далі композицію стерилізують при температурі 112 °С, 

тиску 0,05 МПа, упродовж 30 хв. 

Простерилізований розчин D-сорбіту охолоджується та перекачується за до-

помогою насосу (НВ-17) у ферментер (ФР-19) обсягом 630 л (до ТП 6.1). 

ТП 4. Підготовка посівного матеріалу 

ТП 4.1. Підтримання колекційної культури  

Культуру мікроорганізму Gluconobacter oxydans зберігають у 3 флаконах, 

що містять середовища МПА  підтримують при температурі +2…+4 ˚С і роблять 
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пересіви кожні 2-3 місяців. Всі роботи з культурою бактерій проводяться строго 

в асептичних умовах. 

ТП 4.2. Одержання робочої культури  

Колекційну культуру від ТП 5.1.1 методом виснажувального штриха пере-

сівають на чашку Петрі з МПА для одержання ізольованих колоній. Культиву-

ють в термостаті 48 год при t = 30ºC.  

ТП 4.3. Вирощування інокуляту на агаризованих середовищах 

Робочу культуру від ТП 5.1.2, що з чашок Петрі з середовищем МПА, пе-

ресівають в пробірку з середовищем МПА того ж складу та інкубують 48 годин 

при температурі 30°C. 

ТП 4.4. Вирощування культури в колбах на качалках 

У флакон з робочою культурою, вирощеною на МПА, вносять 5 мл 

фізіологічного розчину, суспендують клітини (змивають культуру), піпеткою 

відбирають одержану бактеріальну суспензію і в асептичних умовах переносять 

у качалочні колби (5 шт) де вже міститься поживне середовище (від ДР 2.1.1). 

Колбу закривають ватно-марлевою пробкою. Для засіву однієї колби використо-

вують бактеріальну суспензію, одержану з одного флакона. Бактерії вирощують 

у колбах на качалці (200 об/хв) упродовж 16 год. 

ТП 4.5. Вирощування культури у інокуляторі об’ємом 10 л 

Для вирощування інокуляту у попередньо простерилізований інокулятор 

(ІН-10) об’ємом 10 л в асептичних умовах через засівну колбу вносять компо-

зицію А (від ДР 3.2.1) та подають посівний матеріал (через засівну колбу від ТП 

5.1.4). Температура культивування 30 °C, швидкість перемішування становить 

200 об/хв, витрати повітря 0,5 л/л·хв. Тривалість культивування становить 16 

год. 

Періодично (кожні 2-4 год) відбирають пробу культуральної рідини для 

мікробіологічного контролю та визначення рівня накопичення L-сорбози. 

ТП 4.6. Вирощування культури у інокуляторі об’ємом 100 л 

Для вирощування інокуляту у попередньо простерилізований інокулятор 

(ІН-13) об’ємом 100 л вносять самоплином композицію А (від ДР 3.3.1) та 
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подають посівний матеріал (через трубу перетискування від ТП 5.1.5). Темпера-

тура культивування 30 °C, швидкість перемішування становить 500 об/хв, вит-

рати повітря 0,5 л/л·хв. Тривалість культивування становить 16 год. 

Періодично (кожні 2-4 год) відбирають пробу культуральної рідини для 

мікробіологічного контролю та визначення рівня накопичення L-сорбози. 

ТП 5. Виробничий біосинтез 

ТП 5.1. Виробничий біосинтез у ферментері 630 л. 

Для біосинтезу у попередньо простерилізований ферментер (ФР-19) 

об’ємом 630 л вносять композицію А (від ДР 2.4) та подають посівний матеріал 

G. oxydans (через трубу перетискування від ТП 4.6). Через 4 год від початку ви-

робничого культивування додають підживлюючий розчин D-сорбіту (від ДР 3.1). 

Температура культивування 30 °C, швидкість перемішування становить 200 

об/хв, витрати повітря 0,5 л/л·хв. Тривалість культивування становить 16 год до 

концентрації L-сорбози (як попередника аскорбінової кислоти) 144,5 г/л. 

Періодично (кожні 2-4 год) відбирають пробу культуральної рідини для 

мікробіологічного контролю. 

В кінці процесу біосинтезу одержану культуральну рідину за допомогою 

насоса подають до збірника для подальших стадій обробки. 
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РОЗДІЛ 8. ОСНОВНІ ЕТАПИ ВИДІЛЕННЯ ТА ОЧИЩЕННЯ  

АСКОРБІНОВОЇ КИСЛОТИ 

Згідно із результатами представленими у роботі [1], L-сорбозу у кількості 

144,5 г/л  виділяють із культуральної рідини після вирощування штаму  

Gluconobacter oxydans WSH-003. Технологія отримання аскорбінової килоти 

описана у статті [59]. 

Першим етапом виділення є відділення супернатанту від біомаси G. 

оxydans за допомогою фільтрації через мікрофільтр. Приблизно 1% супернатанту 

втрачається на цьому етапі. Далі супернатант знебарвлюють активованим ву-

гіллям, фільтрують (двічі) на фільтр-пресі [60]. 

На наступному етапі, відфільтрований супернатант перекачується у фер-

ментер, де за допомогою, наприклад Pseudoglyconobacter Saccharoketogenes ку-

льтивується протягом 72 годин для отримання натрієвої солі кето-глюконової 

кислоти. Конверсія L-сорбози (попередник аскорбінової кислоти)  в сіль натрію 

кето-глюконової кислоти становить 76%. Після закінчення культивування, від-

бувається повторна фільтрація за допомогою мікрофільтра. Приблизно 1% роз-

чину втрачається під час фільтрації. 

На наступному етапі відбувається відновлення 2-кето-глюконової кислоти 

(2-KLG) з кето-глюконової кислоти натрію, за допомогою біполярного мембран-

ного електродіалізу шляхом обміну катіонів та аніонів з молекулами води [59].  

Відновлену 2-KLG подають у випарник  для видалення води, перед пода-

чею у резервуарний реактор безперервної дії з перемішуванням. У  резервуар-

ному реакторі безперервної дії 2-KLG піддається процесу етерифікації метано-

лом при 64 °C для отримання метилглюконату. Перед реакцією утворення ме-

тилглюконату з карбонатом натрію в 2-KLG охолоджують до 30 °C за допомогою 

охолоджувача [24].  
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Отриманий метилглюконат реагує з карбонатом натрію з утворенням аско-

рбату натрію. Потім аскорбат натрію подають на біполярний мембранний елект-

родіаліз для відновлення аскорбінової кислоти. Вода, що утворюється в реакторі, 

випаровується у вакуумному випарнику.  

Утворена аскорбінова кислота охолоджується з метою кристалізації  про-

тягом 54 год при 4 °C. Отримані кристали аскорбінової кислоти ліофілізують у 

сублімаційній сушарці до температури -35 °C з метою видалення залишків води.  

Оскільки оптимальна температура зберігання твердої аскорбінової кис-

лоти становить 4 °C, кристали  повторно підігрівають перед подачею в емність 

для зберігання [59]. 

Таким чином процес отримання можно розділити на такі етапи: 

1) накопичення культуральної рідини; 

2) отримання фільтрату супернатанту, що містить L-сорбозу; 

3) супернатант знебарвлюють активованим вугіллям; 

4) знебарвлений супернатант фільтрують (двічі) на фільтр-пресі; 

5) ферментація розчину із L-сорбозою за допомогою підходящого штаму мі-

короорганізмів (наприклад Pseudoglyconobacter Saccharoketogenes), для 

отримання солі натрієвої кето-глюконової кислоти; 

6) фільтрація розчину солі натрієвої кето-глюконової кислоти через мікро-

фільтр; 

7) відновлення 2-кето-глюконової кислоти (2-KLG) з кето-глюконової кис-

лоти натрію, за допомогою біполярного мембранного електродіалізу; 

8) видалення надлишку рідини осушенням 2-KLG; 

9) охолодження 2-KLG до 30 °C; 

      10) етерифікація метанолом 2-KLG з метою отримання метилглюконату; 

11)  взаємодія метилглюконату з карбонатом натрію з утворенням аскорбату 

натрію;  

12)  відновлення аскорбінової кислоти, шляхом біполярного мембранного 

електродіалізу аскорбат натрію; 
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13) випарювання надлишку вологи із аскорбінової кислоти вакуумному випа-

рнику; 

14) кристалізація аскорбінової кислоти  (54 год при 4 °C); 

15) ліофільна сушка кристалів аскорбінової кислоти у сублімаційній сушарці 

(-35 °C) протягом 3-5 годин; 

16) зберігання порошку аскорбінової кислоти при 4 °C. 
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Рис 8.1. Схематичне зображення процесу виділення і очищення аскорбінової 

кислоти 

 

 

 

 

 

 

 

Випарювання надлишку вологи із аскорбінової 

кислоти вакуумному випарнику 

Кристалізація аскорбінової кислоти  (54 год 

при 4 °C) 

Ліофільна сушка кристалів аскорбінової кис-

лоти у сублімаційній сушарці (-35 °C) протя-

гом 3-5 годин 

Зберігання порошку аскорбінової кислоти 

при 4 °C 

Відновлення аскорбінової кислоти, шляхом бі-

полярного мембранного електродіалізу аскорбат 

натрію 



66 

 

РОЗДІЛ 9. КОНТРОЛЬ ВИРОБНИЦТВА 

9.1. Мікробіологічний контроль  

Мікробіологічний контроль у виробництві L-сорбози (як попередника аско-

рбінової кислоти) за допомогою G. oxydans WSH-003 відіграє вирішальну роль у 

забезпеченні чистоти, виходу та безпеки процесу біосинтезу. 

Мікробіологічний контроль чистоти культури та поживного середовища 

здійснюєтьс двома методами: прямим висівом на поживні середовища та мікро-

скопіюванням. 

Метод прямого висіву. Стерильною піпеткою відбирають 0,1 мл зразка по-

живного середовища та наносять на поверхню чашки Петрі з: м’ясо–пептонним 

агаром (МПА) - для виявлення бактерій; сусло–агаром (СА) – для виявлення 

грибів та дріжджів. Пробу рівномірно розподіляють за допомогою шпателя Дри-

гальського на поверхні середовища. Чашки з посівами загортають у папір, 

поміщають у термостат та інкубують при температурі 32-34 °С  (1-2 доби) -  для 

МПА; при температурі 24-26 °С (3-5 діб) - для СА. Після інкубації не повинно 

спостерігатися розвитку сторонніх мікроорганізмів. 

При аналізі посівного матеріалу методика така сама, але як проба буде куль-

туральна рідина. На середовищі сусло–агару колоній не повинно бути. На по-

живному середовищі з м’ясо–пептонним агаром мають рости бактерії G. oxydans 

- круглі колонії (діаметр 3 мм), опуклі, білого, жовтуватого або коричневого ко-

льору (залежно від віку), з рівними краями (рис.9.1) [62]. 
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Рис. 9.1. Ріст G. oxydans на поживному середовищі. 

Мікроскопіювання. Дослідження проводять за допомогою світлового мікро-

скопа з імерсійною системою. Приготування мазка: на чисте знежирене пред-

метне скло стерильною петлею наносять невелику кількість культуральної 

рідини. Краплю ( з мікроорганізми) розподіляють тонким шаром по склу за до-

помогою бактеріальної петлі. Мазок підсушують при кімнатній температурі до 

повного висихання. Фіксація та імерсійна обробка: на повністю сухий препарат  

скляною паличкою наносять 1–2 краплини імерсійного масла. Завершення ро-

боти: після мікроскопії з імерсійного об’єктиву етиловим спиртом прибирають 

залишки масла [63]. 

При аналізі чистого посівного матеріалу (за відсутності контамінації) G. 

oxydans WSH-003 у препараті спостерігають: морфологію клітин – паличко-

подібні бактерії, рухомі (завдяки полярним джгутикам) або нерухомі; спороут-

ворення - ендоспори відсутні; реакція на фарбування за Грамом - негативна 

(знебарвлюються в синій колір після промивки спиртом, а при додатковій обро-

бці кристал-фіолетом забарвлюються у червоний колір); розміри клітин - дов-

жина 0,9–4,2 мкм, ширина 0,5–0,8 мкм (рис. 9.2) [12]. 
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Рис. 9.2. Клітини G. oxydans під світловим мікроскопом. 

9.2. Визначення концентрації L-сорбози 

Для аналізу концентрації L-сорбози у супернатанті використовують метод 

ВЕРХ. Підготовка пробірки: відбирають 100 мл культуральної рідини, яку попе-

редньо ретельно перемішують; поміщають рідину в центрифужну пробірку. 

Перше центрифугування: пробірки центрифугують при 10 000 об/хв протягом 3-

5 хвилин; після центрифугування надосадову рідину обережно зливають. Про-

мивання осаду: осад промивають підкисленою водою (1 мл концентрованої HCl 

на 1 л води); проводять повторне центрифугування за тих же умов (10 000 об/хв). 

Відбір супернатанту: відразу після зупинки центрифуги відбирають супернатант, 

дотримуючись обережності, щоб уникнути потрапляння осаду. 

Підготовка проби: відібраний 1 мл супернатанту розводять у необхідному 

співвідношенні методом послідовного подвійного розведення та отриманий роз-

чин фільтрують через мембранний фільтр з розміром пор 0,45 мкм для видалення 

можливих твердих частинок. Визначення концентрації L-сорбози (попередника 

аскорбінової кислоти) проводять методом високоефективної рідинної хроматог-

рафії (ВЕРХ). Аналітичні умови: дослідження проводять на хроматографі Agilent 

1100 series (Santa Clara, CA, США); використовують аналітичну колонку Aminex 

HPX-87H (300 × 7,8 мм; Bio-Rad, Hercules, CA, USA); температуру колонки під-

тримують на рівні 35°C; як рухому фазу (елюент)  застосовують 5 мМ розчин 
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сірчаної кислоти (H₂SO₄) з швидкістю протоку 0,6 мл/хв. Калібрування та аналіз: 

для калібрування використовують стандартний розчин L-сорбози; визначення 

концентрації проводять шляхом порівняння отриманих піків з калібрувальною 

кривою [1]. 

9.2.1. Концентрація біомаси 

Біомасу визначають методом вимірювання оптичної густини клітинної су-

спензії. Приготування проб: до лабораторних пробірок додають 9 мл дистильо-

ваної води та 1 мл культуральної рідини; пробірки інтенсивно струшують для 

отримання однорідної клітинної суспензії. Вимірювання оптичної густини: під-

готовлену суміш переливають у спектрофотометричні кювети; вимірювання 

проводять на фотоелектроколориметрі при довжині хвилі 600 нм; перед аналізом 

прилад калібрують за нульовим розчином (дистильована вода). Розрахунок біо-

маси: отримані значення оптичної густини перераховують на концентрацію су-

хої біомаси; для перерахунку використовують попередньо побудований калібру-

вальний графік [1]. 

9.2.2. Концентрація джерела вуглецю та азоту 

Концентрацію D-сорбіту визначають у супернатанті методом ВЕРХ. Під-

готовка проб: Відібрану культуральну рідину (100 мл) ретельно перемішують. 

Центрифугують при 10000 об/хв протягом 3-5 хвилин. Осад промивають підки-

сленою водою (1 мл HCl/л H₂O) і повторно центрифугують. Чітко відділяють су-

пернатант, уникаючи потрапляння осаду. Підготовка до аналізу: 1 мл суперната-

нту послідовно розводять. Фільтрують через мембранний фільтр 0,45 мкм. 

Умови аналізу: Хроматограф Agilent 1100 series (Santa Clara, CA, США). Колонка 

Aminex HPX-87H (300 x 7,8 мм; Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Температура коло-

нки 35°C. Рухома фаза 5 мМ H₂SO₄, швидкість 0,6 мл/хв. Розчин порівняння є 

розчин D-сорбіт [1]. 

Концентрацію амінного азоту визначають формольним титруванням [64]. 

Підготовка проб: Відфільтровують супернатант через мембрану 0,22 мкм. 
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Відбирають 2-10 мл, доводять до 20 мл водою. Додають 5 крапель бромтимоло-

вого синього.  

Нейтралізація: При лужному середовищі (синій колір) титрують 0,05 н HCl 

до жовтувато-зеленого кольору (pH 7,0). При кислому середовищі (жовтий колір) 

титрують 0,05 н NaOH до того ж кольору. Порівнюють з еталоном pH 7,0.  

Титрування: Додають 2 мл формаліну. Титрують 0,005 н NaOH до появи 

стійкого синьо-фіолетового кольору. Враховують точку, коли з'являється перша 

надлишкова крапля лугу.  

Контрольний експеримент: Проводять аналогічне титрування дистильова-

ної води. Умови повністю ідентичні основним дослідам [64]. 
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9.3. Карта постадійного контролю 

Таблиця 9.1. 

Карта контрольних точок виробництва аскорбінової кислоти 

  

Номер 

контроль-

ної 

точки та 

назва 

стадії 

Об’єкт контролю 

та показник, що 

визначається 

Засоби та ме-

тоди 

контролю 

Періодичність 

перевірки та 

відбору проб 

Норма-

тивні 

значення 

показника 

1 2 3 4 5 

Кт 1.1. 

Забір атмо-

сферного 

повітря 

Повітрезабірник 

Висота забору по-

вітря 

- Під час забору повітря Н = 20 м 

Кт 1.2. 

Очищення 

від грубих 

домішок 

Повітря на ви-

ході з фільтра 

грубого очи-

щення 

Ступінь очи-

щення, перепад 

тисків 

Манометр, пе-

ревірка ступеня 

очищення згідно 

паспорту фільтра 

Після очистки повітря 

у фільтрі грубого очи-

щення 

Е = 80% 

Кт 1.3. 

Компресу-

вання по-

вітря 

Стиснене повітря 

Тиск, температура 

Манометр, 

термометр 

Після компресування 

повітря 

Р = 0,35 

Мпа, 

t = 120 - 

200°C 

Кт.1.4. 

Охолод-

ження по-

вітря та 

видалення 

вологи 

Охолоджене по-

вітря 

Температура, во-

логість 

Термометр, 

психрометр 

Після охолодження по-

вітря 

t = 25 - 

30°C, 

W = 60-

70% 

Кт.1.5. 

Нагрівання 

повітря 

Нагріте повітря 

Температура 
Термометр 

Після нагрівання по-

вітря 

t = 32 - 

35°C 

Кт.1.6. 

Очищення 

повітря в 

головному 

фільтрі 

Очищене повітря 

Ступінь очи-

щення, перепад 

тисків 

Манометр, пе-

ревірка ступеня 

очищення згідно 

паспорту фільтра 

Після очистки повітря 

у головному фільтрі 

Е = 96%, 

тиск 

згідно пас-

порту 
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Продовження табл. 9.1 

 

 

 

Кт.1.7. 

Очищення 

повітря в 

індивідуаль-

ному філь-

трі 

Очищене повітря 

Ступінь очищення 

Перевірка сту-

пеня очищення 

згідно паспорту 

фільтра 

Після очистки в 

індивідуальному філь-

трі 

Е = 

99,99% 

Кт, Км 

2.1.1.1, 

2.2.1, 2.3.1, 

2.4.1, 

3.2.1.1, 

3.2.2.1, 

3.2.3.1, 

3.3.1. 

Приготу-

вання 

та сте-

рилізація 

композиції 

А 

Композиція А 

Тиск, температура, 

час, 

мікробіологічна 

чистота 

Манометр, 

термометр, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура та тиск 

визначаються 

безперервно під час 

стерилізації. 

Мкробіологічний 

контроль після 

стерилізації. 

Р = 0,05 

МПа, 

t = 112 °C, 

τ = 30 хв, 

від-

сутність 

мікробіоти 

Кт, Км 

3.1. 

Приготу-

вання та 

сте-

рилізація 

розчину D-

сорбіту 

Розчин D-сорбіту 

Тиск, температура, 

час, 

мікробіологічна 

чистота 

Манометр, 

термометр, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура та тиск 

визначаються 

безперервно під час 

стерилізації. 

Мікробіологічний 

контроль після 

стерилізації. 

Р = 0,05 

МПа, 

t = 112 °C, 

τ = 30 хв, 

від-

сутність 

мікробіоти 

Кт, Км 

4.1. 

Підтри-

мання 

колекційної 

культури 

Колекційна куль-

тура 

Gluconobacter 

oxydans 

Морфологічна 

однорідність, 

відсутність сто-

ронньої 

мікробіоти, темпе-

ратура. 

Термометр, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

 

Мікробіологічний 

контроль проводять 

кожні 2-3 місяці. 

t = +2…+4 

°C, 

τ = 2-3 міс, 

від-

сутність 

сторон-

ньої 

мікробіоти 

Кт, Км 

4.2. 

Одержання 

робочої 

культури 

Робоча культура 

Gluconobacter 

oxydans 

Температура, 

тривалість 

вирощуваня, 

мікробіологічна 

чистота культури. 

Термометр, 

годинник 

мікробіологічний 

контроль 

Мікробіологічний 

контроль проводять 

кожні 12 годин. 

 

t = 30 °C, 

τ = 48 год, 

від-

сутність 

сторон-

ньої 

мікробіоти 
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Закінчення табл. 9.1 

 

Кт, Км 

4.3. Виро-

щування 

інокуляту 

на агари-

зованих 

середови-

щах 

Робоча культура 

Gluconobacter 

oxydans 

Температура, 

тривалість 

вирощуваня, 

мікробіологічна чи-

стота культури. 

Термометр, 

годинник 

мікробіологічний 

контроль 

Мікробіологічний 

контроль проводять 

кожні 12 годин. 

 

t = 30 °C, 

τ = 48 год, 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 

 

Кт, Км,  

Кх 

4.4. 

Виро-

щування 

культури 

в 

колбах на 

качалках 

 

Посівний матеріал 

Температура, 

тривалість 

вирощування, 

мікробіологічна 

чистота культури 

 

Термометр 

годинник, тахо-

метр, 

мікробіологічний 

контроль 

 

Температура і швид-

кість обертання (ав-

томатично). 

Мікробіологічний 

контроль кожні 4-6 

години. 

 

t = 30 °C, 

τ = 16 год, 

n = 200 

об/хв, 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 

Кт, Км,  

Кх 

4.5. 

Виро-

щування 

культури 

у інокуля-

торі 

об’ємом 

10 л 

Посівний матеріал 

Температура, 

тривалість 

вирощування, ча-

стота обертів 

мішалки, 

мікробіологічна 

чистота культури 

Термометр, 

годинник, тахо-

метр, рН метр,  

мікробіологічний 

контроль, мікро-

скопіювання 

Температура, швид-

кість обертання, 

рівень рН (автома-

тично). 

Мікробіологічний 

контроль кожні 2-4 

години. 

t = 30 °C, 

τ = 16 год, 

n = 200 

об/хв, 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 

Кт, Км,  

Кх 

4.6. 

Виро-

щування 

культури 

у інокуля-

торі 

об’ємом 

100 л 

Посівний матеріал 

Температура, 

тривалість 

вирощування, 

частота обертів 

мішалки, 

мікробіологічна 

чистота культури 

Термометр, 

годинник, 

тахометр, рН 

метр,  

мікробіологічний 

контроль, мікро-

скопіювання 

 

 

Температура, 

швидкість 

обертання, рівень 

рН (автоматично). 

Мікробіологічний 

контроль кожні 2-4 

години. 

 

 

t = 30 °C, 

τ = 16 год, 

n = 200 

об/хв, 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 

Кт, Кх, 

Км 

5.1. 

Виробний 

біосинтез 

у 

фермен-

тері 630 л 

Культуральна 

рідина 

Температура, час, 

частота обертів 

мішалки, рівень рН, 

мікробіологічна 

чистота, концентра-

ція 2-КГЛ 

Годинник, 

термометр 

технічний, 

технічний тахо-

метр, 

датчик рН, датчик 

піноутворення, 

мікроскоп, ВЕРХ, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура, швид-

кість обертання, 

рівень рН та піни 

(автоматично). 

Мікробіологічний 

контроль кожні 2-4 

години 

 

 

t = 30 °C, 

τ = 36 год, 

рН = 7,0, 

n = 500 

об/хв, 

С2-КГЛ = 76,6 

г/л, 

відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 
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