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РЕФЕРАТ 

Дана дипломна робота присвячена розробленню технологічної та 

апаратурної схеми біосинтезу біомаси Aspergillus japonicus для виділення 

внутрішньоклітинного ферменту гліцеролоксидази, який в подальшому буде 

використаний для створення біосенсорів. Данна система біосенсорів, на 

основі синтезованого ферменту, використовуєть у широкому спектрі 

виробництв, для виміру вмісту гліцерину у різних розчинах. 

Технологічна схема культивування біомаси цільового мікроорганізму 

включає допоміжні роботи (санітарна підготовка виробництва, підготовка 

аераційного повітря, зберігання гліцерину,  приготування та стерилізація 

поживних середовищ), та технологічний процес ( дві стадії, підготовка 

посівного матеріалу в колбах на качалці, та ферментера 2,5 л, та виробничого 

біосинтезу в ферментері 20 л. Технологія біосинтезу біомаси Aspergillus 

japonicus передбачає глибинне культивування з дотриманням правил 

асептики та подачі кисню.   

Дипломна робота складається з вступу, десяти розділів, списку 

використаної літератури (50 найменувань) 1 листу апаратурної схеми 

(формати А1), 1 листу технологічної схеми (формати А1). Загальний обсяг 

роботи – 83 сторінок, 9 рисунків, 8 таблиць. 

Ключові слова: Aspergillus japonicus, гліцеролоксидаза, біосенсор, 

біосинтез 
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ВСТУП 

Аналітичні системи, що містять ферменти мікробного синтезу, 

характеризуються високою селективністю і чутливістю, тому вони широко 

використовуються в аналітичних лабораторіях харчової та мікробіологічної 

промисловості, а також у медичних клініко-діагностичних установах. У 

новітніх системах біоаналізу особливе значення мають біосенсори, які 

поєднують основні переваги біоаналізу, електроніки та інформаційних 

технологій.[1,2] 

Гліцерин є одним із метаболітів спиртового бродіння, що визначає смак 

алкогольних напоїв (вина, пива). Крім того, він також широко 

використовується у виробництві вибухових речовин, синтетичних смол, 

косметики та фармакологічних препаратів. Визначення вмісту гліцерину має 

важливе значення для клінічної діагностики контролю рівня тригліцеридів у 

крові, оскільки моніторинг цих сполук має прогностичне значення для 

зниження ризику серцево-судинних захворювань. Очікується, що 

практичним методом визначення вмісту гліцерину стане біосенсорний 

двоферментний оксидазно-пероксидазний метод на основі гліцеролоксидази 

для виявлення перекису водню, що утворюється при окисленні гліцерину у 

суміші.[2,4] 

Поки що на ринку ферментів є мала кількість препаратів 

гліцеролоксидази, тому залишається актуальною проблемою знайти 

виробників цього важливого ферменту для цілей біологічного аналізу та 

розробити ефективні методи його очищення та стабілізації. Обмежена 

кількість публікацій щодо виділення та характеристики гліцеролоксидази та 

відсутність комерційного приготування відповідного ферменту роблять цю 

тему дуже актуальною для подальших досліджень.[1,3] 
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РОЗДІЛ 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ 

1.1. Характеристика гліцеролоксидази 

Гліцериноксидаза (ГО, GlOx, EC 1.1.3.B4) – це оксидоредуктазний, 

індуцибельний фермент, що характеризується його здатністю окислювати 

гліцерин у присутності кисню з утворенням пероксиду водню та 

гліцеральдегіду (Рис 3.1). Цей фермент отримують шляхом культивування 

мікроорганізму, що належить до роду Aspergillus або роду Botrytis, також є 

одним із метаболітів спиртового бродіння. [1,2,4] 

 

Рис 1.1 Схема перетворення тригліцеридів і гліцерола 

При визначенні  молекулярної маси ГО електрофоретичним аналізом  

виявили, що гліцеролоксидаза являє собою молекулу, яка складається з двох 

субодиниць: гемопротеїну міді та ферментного білка. Розмір субодиниць 

різниться в залежності від продуцента, наприклад маса субодиниць Botrytis 

allii 100(5) складає 76,2 та 63,7 кДа, а у Aspergillus japonicus вони мають масу 

85,0 і 65,8 кДа. Іони міді міцно пов'язані з ферментом і не можуть бути 

видалені. 
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 Експерименти інгібування показали, що активність ферменту на пряму 

залежить від валентності міді у складі ферменту. ГО є внутрішньо зв’язаним 

клітинним ферментом, що не вимагає екзогенного кофактора,  а каталізована 

нею реакція є необоротною.  [2,3]  

Гліцеролоксидаза  містить у великих кількостях глутамін, аспаргінову 

кислоту, ангінін, лізин, лейцин та фенілаланін , які складають понад 55% від 

загальної кількості амінокислот. [2] 

1.1.1 Продуценти гліцеролоксидази 

Фермент можна отримати з невеликої кількості  плісеневих грибів роду 

Aspergillus, Penicillium, Neuspora, Botrytis, а також актиноміцетів . У 

високоочищеному стані фермент виділено тільки із двох видів – Aspergillus 

japonicus  AT 008, Botrytis allii 100(5) та Penicillium sp. TS-622 [3] 

1.1.2 Оптимальні значення температури і рН 

Гліцеролоксидаза характеризується високою субстратною 

специфічністю і підтримує оптимальну активність у широкому діапазоні 

значень температури та pH. Фермент активний при рН 3,5-8,0, а оптимальний 

рН 7,0. ГO активний при температурі 10～60℃, а найкраще значення — 30-

45℃. [1,5] 

ГО, продуцентом якої є Penicillium sp. TS-622 , характеризується 

високою субстратною специфічністю, оптимальний рН реакції ферменту 

коливався від 6,5 до7, але фермент був стабільним в діапазоні рН від 5,5-6,5.  

Термічна стабільність була досліджувана шляхом інкубації ферменту в 

буфері при різній температурі протягом 1 год. фермент був відносно 

стабільним від 20 до 40°C і втратив більшу частину своєї активності при 

50°C. Активність ферменту досягала максимуму приблизно при 45°C за 

стандартних умов аналізу, що змінюються від 20 до 60°C. [4] 

Активність ферменту була сильно інгібована  NaN3 , KCN та 

гідроксиломаміном. Це дозволило припустити, що фермент містив гейновий 

фрагмент  (2Hg) як кофактор, а хлорамін Т викликав 40% інгібування. 
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Хелатні агенти, включаючи етилендіаментетраоцтову кислоту та О-

фенантролін, не показали значної інгібуючий вплив на активність ферментів. 

[4] 

У  Aspergillus japonicus показники схожі з Penicillium sp. TS-622. Розчин 

ферменту A. Japonicus може зберігатися при 5 °C протягом тижня в 

активованому стані без втрати активності, при лужні значення pH від 8,0 до 

10,0 При нагріванні фермент був стабільний до 45 °C і втратив близько 40% 

активності при 50 °C при 15 хв у 5 буфері з  рН 7,0. [6] 

Вивчення впливу температурної обробки на активність частково 

очищеного ферменту Botrytis allii 100(5)   показало, що активність ГО 

повністю зберігається після інкубації упродовж 10 хв при 40°C,  частково - до 

30 хв при 40°C,  а повна інактивація відбувається за 5 хв при температурі 

50°C. Стабільність ГО при зберіганні складає 15 годин при 4 °C. Доведено 

стабілізуючий та активуючий вплив на ГО іонів  Mn2+,але до інгібування 

можуть привести  велика кількість йонів таких металів, як К, Cu2 , Mg2+, Fe3+ . 

[4]  

1.1.3 Виробники та форма випуску гліцеролоксидази 

Sigma-Aldrich, Megazyme та Toyobo Co - це три основні виробники 

ферменту гліцеролоксидази. Застосування ферменту від кожної з цих фірм 

можуть відрізнятися в залежності від конкретних характеристик ферменту, 

тому перед використанням необхідно уважно дослідити властивості та 

можливості кожного ферменту відповідно до завдань, які необхідно 

вирішити. 

Sigma-Aldrich пропонує гліцеролооксидазу, яка підходить для 

використання в біохімічних та біотехнологічних дослідженнях, таких як 

вивчення метаболізму гліцерину та гліколізу. Крім того, їх продукт може 

використовуватись для виробництва продуктів харчування, таких як кетчуп 

та соуси. Гліцеролооксидазу випускають у вигляді порошку або замороженої 

суспензії, яка містить 50% гліцерину, 3,3 М калійного фосфату та 0,1 М 
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імідазолу. Фермент має чистоту не менше 98% та активність не менше 200 

одиниць на міліграм білка. [7] 

Megazyme пропонує гліцеролооксидазу, яка підходить для 

використання в якості реагента для визначення гліцерину у зразках води, 

напоїв та харчових продуктів. Крім того, вони також пропонують готові 

набори для вимірювання активності гліцеролооксидази. Гліцеролооксидазу 

випускають у вигляді замороженого кріоекстракту, який містить білок та 

буферну суміш. Фермент має чистоту не менше 95% та активність близько 

200 одиниць на міліграм білка. [8] 

Toyobo Co пропонує гліцеролооксидазу, яка підходить для 

використання в біохімічних та біотехнологічних дослідженнях, таких як 

вивчення метаболізму гліцерину та гліколізу. Крім того, їх продукт може 

використовуватись для виробництва продуктів харчування, таких як кетчуп 

та соуси. Гліцеролооксидазу випускають у вигляді порошку або 

замороженого концентрату. Фермент має чистоту не менше 95% та 

активність не менше 200 одиниць на міліграм білка. [9] 

1.1.4 Показників якості та біологічної активності 

Як вже було зазначено вище, гліцеролоксидаза має широкий спектр 

застосування, тому в залежності від виробництва показники якості та 

активності будуть змінюватись. Розглянемо на прикладі вже згаданих 

компаній Sigma-Aldrich, Megazyme та Toyobo Co, які показники 

відслідковують : 

Фермент гліцеролооксидази від Sigma-Aldrich має наступні показники 

якості та активності: 

 Активність: >1000 од/мг protein; 

 Контамінанти: відсутність протеаз та фосфатаз; 

 Стабільність: стабільний у присутності гліцеролу до 25°C, 

стабільний у фосфатному буфері pH 7.5 до 4°C; 

 РН-оптимум: 7.5; 
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 Температурний оптимум: 30-35°C; [10] 

Фермент гліцеролооксидази від Megazyme має наступні показники 

якості та активності: 

 Активність: >3000 од/г; 

 Контамінанти: відсутність протеаз, фосфатаз та інших незначних 

компонентів; 

 Стабільність: стабільний у присутності гліцерину та 20 мМ 

фосфатного буферу (pH 7.0) при 4°C протягом 12 місяців; 

 РН-оптимум: 7.5; 

 Температурний оптимум: 37°C; [11] 

Фермент гліцеролооксидази від Toyobo Co має наступні показники 

якості та активності: 

 Активність: >2000 U/g; 

 Чистота: >95%; 

 Стабільність: стабільний у присутності гліцерину та 20 мМ 

фосфатного буферу (pH 7.0) при 4°C протягом 12 місяців; 

 РН-оптимум: 7.5; 

 Температурний оптимум: 37°C; [12] 
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РОЗДІЛ 2. ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТА ХАРАКТЕРИСТИКА 

БІОЛОГІЧНОГО АГЕНТА 

2.1. Обґрунтування вибору біологічного агента та поживного 

середовища для його культивування 

Гліцеролоксидаза використовується для створення амперометричних 

біосенсорів, призначених для визначення вмісту гліцеролу. ГO не потребує 

екзогенних кофакторів, а каталізована нею реакція є незворотною, що 

вирішує низку проблем, які виникають при використанні інших методів 

ферментативного визначення гліцерину. [4]  

Потенційними продуцентами гліцеролоксидази з грибів є аскоміцети 

роду Aspergillus, Penicillium та плісневілі гриби роду Botrytis. 

Гліцеролоксидаза – індуцибельний фермент синтез якого спостерігали тільки 

за наявності гліцеролу в середовищі.[4,13]  

У статтях [14, 15]  та [16],  було проведего скринінг потенційних 

продуцентів ГО – штамів цвільових грибів Aspergillus japonicus, Botrytis 

aclada і Botrytis allii на середовищі з гліцеролом як єдиним  джерелом 

вуглецю.  

Субодиниці гліцеролоксидази виділені із виду Aspergillus japonicus  

мають молекулярну масу 85,0 і 65,8 кДа, в порівнянні з Botrytis allii 100(5) 

молекули ферменту  якого мають розмір частинок  76,2 та 63,7 кДа. [16] 

Також, якщо взяти до уваги активність виділеного ферменту з 

безклітинного екстракту, можна побачити, що не дивлячись на те, що розмір 

субодиниці B. allii 100(5) менший, але активність ферменту майже  така ж  

(0,034 од/мл), як у Aspergillus japonicus (0,036 од/мл). На сьогодні є ще рід  

Botrytis aclada, який досяг також високих показників активності ферментів 

0,025 од/мл.  
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Проаналізувавши дані із вищезазначеного можна встановити, що штам 

Aspergillus japonicus володіє найвищою питомою активністю ферменту у 

безклітинних екстрактах, і тому є кращим продуцент ферменту, який потім 

використовується для створення амперометричних біосенсорів, призначених 

для визначення вмісту гліцеролу. 

Для того, щоб визначити оптимальне середовище, для виділення 

гліцеролоксидази, в різних статтях наводять різне поживне середовище для 

одного і того самого виду. 

У табл. 2.1.1 наведена порівняльна характеристика середовищ для 

культивування мікроорганізмів, які синтезують гліцеролоксидазу. Тривалість 

культивування найменша у середовищі з джерела [17]. Але для остаточного 

підбору оптимального середовища розрахуємо умовну вартість однієї 

одиниці активності ферменту (табл. 2.3).  

Оскільки оптимальне поживне середовище належить до складних, то 

здійснити його перевірочний розрахунок не є можливим. 
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Таблиця 2.1 

Особливості культивування ферментгних мікроорганізмів на суміші ростових субстратів 

 

 

Біологічний 

агент 

 

Склад поживного середовища: 

 

Тривалість 

культивування, 

год 

 

Активність 

ферменту 

од/мл 

 

Особливості процесу 

біосинтезу 

 

Використана література 

Компонент Концентрація, г/л 

1 2 3 4 5 6 7 

 

 

Botrytis allii 

100 

Гліцерин 

КNO3 

KH2PO4 

NaCl 

MgSO4·7H2O 

СаCl2 

CuSO4·5H2O 

60 

3,5 

3,0 

0,5 

0,5 

0,03 

0,001 

 

 

 

 

 

48 

 

 

 

0,016 

20-25°С, рН 3,5 

 

T.B. Goriushkina, L.V. 

Shkotova, G.Z. Gayda, H.M. 

Klepach Amperometric 

biosensor based on glycerol 

oxidase for glycerol 

determination. Sensors and 

Actuators B. 2010 361–367 p. 

doi: 10.1016/j.snb.2008.11.051 

 

 

Botrytis allii 

100 

Гліцерол 

Дріжджовий 

екстракт 

КNO3 

KH2PO4 

40 

0,4 

 

5 

4 

 

 

 

 

48 

 

 

 

0,034 

20–25°С або 28°С О. Демків, С. Банах, Г. 

Клепач, Г. Гайда Oксидази 

мікроскопічних грибів: 

скринінг штамів-продуцентів 

і перспективи 
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NaCl 

MgSO4·7H2O 

 

1 

1 

 

біоаналітичного 

використання. Вісник 

Львівського університету. 

Серія біологічна. 2016. 

Випуск 73.55–64 c. 

 

Botrytis 

aclada 

Гліцерол 

Дріжджовий 

екстракт 

КNO3 

KH2PO4 

NaCl 

MgSO4 ·7H2O 

 

40 

0,4 

 

5 

4 

1 

1 

 

 

 

 

 

 

32 

 

 

0,025 

 

20–25°С або 28°С О. Демків, С. Банах, Г. 

Клепач, Г. Гайда Oксидази 

мікроскопічних грибів: 

скринінг штамів-продуцентів 

і перспективи 

біоаналітичного 

використання. Вісник 

Львівського університету. 

Серія біологічна. 2016. 

Випуск 73.55–64 c. 

Aspergillus 

japonicus 

Гліцерол 

Дріжджовий 

екстракт 

М’ясний 

екстракт 

KH2PO4 

30 

3 

 

1 

 

1 

 

 

 

48 

 

 

0,036 

30°С,  pH 7,2 T. Uwajima and O. 

Terada  Glycerol Oxidase from 

Aspergillus japonicus. Methods 

Enzymol. 1982;89 Pt D:243-8. 

doi: 10.1016/s0076-

6879(82)89043-5. 
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MgSO4 • 7 H20 1 
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Таблиця 2.2 

 

Вартість поживних середовищ для культивування 

 
№ 

Компонент 

поживного 

середовища 

 

Концентрація 

у ПС, г/л 

Ціна 

компонен

та, грн/кг 

Вартість 

компонент

а (грн) на 1 

л 
Середови

ща 

Джерело 

інформац

ії (1, 2, 3)* 

1 2 3 4 5 6 

 

 

 

 

 

1 

Гліцерол 60 160 9,6 1 

         Меляса  
2 140 0,28 4 

КNO3 3,5 100 0,35 7 

MgSO 4 · 7H 2 O, 0,5 60 0,03 2 

NaCl 0,5 100 0,05 5 

СаCl2 0,03 70 0,021 6 

CuSO4·5H2O           0,001 280 0,0028 8 

KH 2 PO 4 
3 168 0,404 2 

 Вартість 1 л середовища –10,73 грн 

 

 
 

2 

Гліцерол 40        160 6,4 1 

Дріжджовий екстракт 0,4 1100 0,44 2 

K2HPO4 4 168 0,06 2 

MgSO4*7H2O 1 60 0,1 2 

NaCl 1 100 0,5 5 

КNO3 5 100 0,672 7 

 Вартість 1 л середовища –8,17грн 

3

3 

Гліцерол 40 160 6,4 1 

Дріжджовий екстракт 0,4 1100 0,44 2 

MgSO4*7H2O 1 60 0,06 2 

NaCl 1 100 0,1 5 

КNO3 5 100 0,5 7 

K2HPO4 4 168 0,672 2 

 Вартість 1 л середовища –8,17 грн 

4

4 

Гліцерол 30 160 4,8 1 

Дріжджовий екстракт 3 1100 3,3 2 

М’ясний екстракт 1 7296 7,2 3 

K2HPO4 1 168 0,168 2 

MgSO4*7H2O 1 60 0,06 2 
 Вартість 1 л середовища –15,5 грн 

Примітка. * – Ціни наведено станом на лютий 2023 р. 1 – https://medoprom.net  , 2 - http://prom.ua,  3- 

http://lab-mir.com , 4- https://uht.in.ua/ , 5- https://klebrig.com.ua/,  6 - https://mendeleev-shop.com.ua/ , 7- 

https://mendeleev-shop.com.ua/ , 8- https://mychem.in.ua/ 

 

 

 

 

 

 

 

https://medoprom.net/
http://lab-mir.com/
https://uht.in.ua/
https://mendeleev-shop.com.ua/
https://mendeleev-shop.com.ua/
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Таблиця 2.3 

 

Умовна вартість 1 г ферменту , синтезованого на суміші ростових субстратів 

 
Середовище 

 

Активність 

ферменту 

од/мл 

 

Тривалість 

культиву- 

вання, год 

 

Вартість 1 л 

середовища, 

грн/л 

 

Умовна вартість 

цільового продукту, 
грн/г 

1 2 3 5 6 

 
1 
 

0,16 48 10,73 67,06 

 
2 
 

 

0,34 
 

48 
 

8,17 
 

24,02 

 
3 

 

0,25 
 

32 
 

8,17 
 

32,68 

 
4 

 

0,36 
 

48 
 

15,5 
 

29,86 

Примітка. * –  за умовну вартість 1 г продукту  взяли показник  грн/од, замість грн/г 

Здійснивши перерахунок даних, які наведені у табл. 2.3, можна зробити 

висновок, що оптимальним для культивування буде штам Aspergillus 

japonicus, із найбільшою активністю ферменту, що нам потрібно для 

точніших показників біосенсора, та ціною 29,86 грн/од.  

2.2. Морфолого-культуральні ознаки 

Aspergillus japonicas – це одноядерний гриб, що належить до сімейства 

Aspergillaceae, що зустрічається на доволі широкій території, як можна 

бобачити з карти Рис. 3.1 , A. japonicus виділяли з різних грунтів, але 

приблизно з однієї температурної широти.[18,19] 
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Рис 2.1 Ареал розповсюдження A. japonicas 

Одноядерні гриби родини Aspergillaceae зібрані у групу, яка 

називається Nigri, зараз туди входить шість видів, таких як A. aculeatus, A 

carbonarius, Aspergillus sp DCA UFLA, A. foetidus, A. japonicus, A. niger їх не 

можна було відрізнити лише на основі макроскопічного спостереження за їх 

морфологічними ознаками, але після появи електроного мікроскопа різницю 

все ж знайшли. Різницю можна побачити по конідіях, які в A. japonicus є 

округлі, суглобоподібні та виразно ехінульовані, та мають розмір 2-4 мкм, як 

можна побачити Рис 3.2. [18,19,20] 

 

Рис 2.2 Електронна мікроскопія A. japonicas 

A. japonicus не вибагливі мікроорганізми, що ростуть на простих 

поживних середовищах. У рідкому поживному середовищі повина бути 

обов'язкова аерація. Найкраще мікроорганізм росте на агарі Чапека та агарі з 

солодовим екстрактом. В промисловості в залежності від вихідного продукту 

A. japonicus можуть вирощувати на спиртах, вуглеводах, та жирних кислотах. 

Діаметр колоній складає 7,0-7,5 см характерно присутні конідії від темно-

коричневого до чорного, з одноядерними конідієносцями, кулястими 
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пухирцями і гіаліновими або злегка пігментованими гіфами біля верхівки. 

[19,20,21] 

 

Рис 2.3 Різні штами A. japonicus на агарі Чапека на 10 день при різній 

температурі 

 

Рис 2.4  A. japonicus на 7 день на агарі з солодовим екстрактом, 7 днів; 

В) стопа клітина (стрілка 1), конідієносець (стрілка 2) і конідіальна головка 

(стрілка 3); С) подовжена куляста пухирчатка, однорядна стеригма (стрілка 

4); D) кулясті та ехінульовані конідії. [21] 

2.3. Фізіолого-біохімічні ознаки 

A. japonicus є облігатним аеробам. За типом живлення – 

хемоорганотроф. Мікроорганізм розщеплює вуглеводи та спирти, утворює 

індольні алкалоїди, полярні метаболіти та фруктоолігосахариди, продукує 

різні ферменти: гліцерол, β-фруктофуранозидази, позаклітині танази. Володіє  

високою ферментативною активністю. [2,22,23] 

Оптимальна температура росту становить 35-40 ℃, а значення pH – 

5,5-7,0. Отже, за відношенням до температури A. japonicus  є мезофільним 

мікроорганізмом, а за відношенням до pH – нейтрофільним. [2] 
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2.4. Таксономічний статус біологічного агента 

Філогенетичну класифікацію для Aspergillus japonicus наведено 

відповідно до електронного ресурсу MycoВank.[24] 

Домен – Eukaryota; 

Царство – Fungi; 

Тип – Ascomycota; 

Клас – Eurotiomycetes; 

Порядок – Eurotiales; 

Родина – Aspergillaceae; 

Рід – Aspergillus; 

Вид – japonicas. 
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РОЗДІЛ 3. ТЕХНІКО-ЕКОНОМІЧНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ 

3.1 Потреба населення України в гліцеролоксидази 

По сьогодні на ринку ферментів мала кількість комерційних препаратів 

гліцеролоксидази, також обмежена кількість публікацій з виділення та 

характеристики ГО і невелика частка компаній, які б масово постачали 

фермент на виробництва, є причиною того, що фермент виробляється 

локально підприємствами, яким він потрібен.  

Фермент використовується в створені амперометричних біосенсорів 

для визначення вмісту гліцерину. Цей показник є важливим наприклад у 

виноробстві, або  клінічній діагностиці для контролю рівня 

триацилгліцеридів у крові,  оскільки моніторинг цих сполук має 

прогностичне значення для зменшення ризику захворювань серцево-судинної 

системи. Також біосенсор на основі ГО може застосовуватись у різних 

сферах, де потрібно швидко кількісно визначити вміст гліцерину 

(виробництві вибухових речовин, синтетичних смол, косметичних засобів, 

лікарських препаратів). [2,3,4]  

Відомі фірми Sigma-Aldrich, Megazyme та Toyobo Co пропонують тест-

набори для ферментативного аналізу гліцеролу. 

Висока вартість наборів часто зумовлена необхідністю використання 

кількох ферментів та коферментів або косубстратів. Наприклад, 

мультиферментна система включає три ферменти — гліцеролкіназу, 

піруваткіназу та лактатдегідрогеназу, а також потребує присутності 

коферменту — НАДН і двох косубстратів — AТФ та фосфоенолпірувату: 

гліцеролкіназа 

Гліцерол + ATФ→Гліцеролфосфат + AДФ; 
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піруваткіназа 

Фосфоенолпіруват + AДФ → Піруват + AТФ; 

лактатдегідрогеназа 

Піруват + НАДН (Н+) → Лактат + НАД+. 

За цим методом концентрацію гліцеролу визначають за зменшенням 

кількості спожитого НАДН, який реєструють фотометрично при довжині 

хвилі 340 нм. 

Іншим методом для визначення вмісту гліцеролу є двоферментний, у 

першому варіанті якого використовують гліцеролкіназу і гліцерол-3-

фосфатдегідрогеназу, а моніторинг реакції здійснюють за утворенням НАДН 

(Н+) при 340 нм. 

Третій метод для визначення вмісту гліцеролу — дегідрогеназний — 

ґрунтується на визначенні кількості НАДН(Н+), генерованого в результаті 

ферментативної реакції, каталізованої гліцеролдегідрогеназою: 

гліцеролдегідрогеназа 

Гліцерол + НАД+ → Гліцеральдегід + НАДН (Н+). 

Використання цього методу в аналітичній практиці є ускладненим, 

оскільки реакція окиснення гліцеролу гліцеролдегідрогеназою є оборотною, а 

фермент — недостатньо селективний. 

Традиційні ферментативні підходи для визначення гліцеролу 

недостатньо селективні, як і в разі дегідрогеназних реакцій, або неекономічні 

у повсякденному використанні їх в лабораторії. З огляду на це сьогодні є 

актуальним питання створення більш зручного, точного, селективного, 

швидкого та дешевого методу визначення вмісту гліцеролу в різноманітних 

харчових продуктах. 

Розроблення та створення ферментних біосенсорів для визначення 

вмісту гліцеролу може вирішити проблеми, пов’язані з переліченими вище 

недоліками, та задовольнити усім вищезазначеним вимогам. 
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Головна перевага біосенсорів — висока специфічність, швидкість 

отримання результатів, легкість оброблення даних та низька собівартість 

аналізу. 

На цей час розроблено й досліджено чимало біосенсорів, призначених 

для детекції гліцеролу. Їх було створено на основі ферментів 

гліцеролдегідрогенази [25, 26] та гліцеролкінази, коіммобілізованої з 

гліцерол-3-фосфатоксидазою [27]. В останньому випадку головним 

недоліком створеного біосенсора була його низька стабільність: після трьох 

днів зберігання в робочому буфері залишалось 10% активності ферментів. У 

разі використання гліцеролдегідрогенази істотним недоліком біосенсора, 

який суттєво підвищує собівартість аналізу, є те, що цей фермент не містить 

у своєму складі кофактору (НАД), а тому його потрібно вводити в систему 

додатково. При цьому НАД може легко дифундувати з ферментативної 

мембрани, спричинюючи значне зниження чутливості біосенсора [28]. 

Створення амперометричного біосенсора на основі гліцеролоксидази 

(ГО) може стати гідною уваги альтернативою вищезазначеним датчикам, 

адже цей фермент уже містить у своїй структурі природний кофактор — 

ФАД. 

В основі роботи амперметричної системи для визначення вмісту 

гліцеролу лежить ферментативна реакція: 

гліцеролоксидаза 

Гліцерол + О2 → Гліцеральдегід + Н2О2. 

У процесі ферментативного перетворення гліцеролу відбувається 

утворення речовини, яка має електрохімічну активність - пероксиду водню. 

Цей пероксид водню піддається окисненню, що супроводжується 

виникненням електронів. Самі ці електрони можуть бути зареєстровані за 

допомогою амперометричного перетворювача: 

Н2О2 →О2 + 2Н+ + 2е–. 

Відсутність комерційного препарату ферменту спонукала виділити ГО 

з обраного штаму продуцента плісеневого гриба.  
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3.2 Розрахунок потужності виробництва гліцеролоксидази 

Літературні дані свідчать, що для виготовлення однієї тест системи 

потрібно 0,84 – 2,7 мкг гліцеролоксидази [8]. 

Для розрахунків візьмемо максимальне значення 2,7 мкг. 

Так як, такого роду тест-системи широко використовують у 

виноробному виробництві та фармакології, а їх аналогів немає на ринку 

України, то можна говорити про виробництво 10 000 000 тест систем 

щомісячно. 

Gгп = 10 000 000 тест систем×2,7 мкг=27 000 000 мкг = 27 000 мг 

гліцеролоксидази/місяць, або ж 27 000×12=324 000 мг/рік = 324 г. 

Обраний біологічний агент Aspergillus japonicus синтезує 

гліцеролоксидазу у концентрації 1,1 г/л (кг/м3) [10]. Об’єм культуральної 

рідини, необхідної для отримання 324 г гліцеролоксидази, становить: 

1,1 г – 1 л                       Х = 294,5 л  

324 г – Х 

З урахуванням втрат цільового продукту при виділенні (45%), 

необхідно отримати таку кількість культуральної рідини: 

VКР = 294,5∙1,45 = 427 л 

3.3 Розрахунок кількості виробничих циклів і геометричного 

об'єму ферментера для біосинтезу гліцеролоксидази 

Для забезпечення річної потреби у гліцеролоксидазі (згідно п.1.2) 

потрібно отримати (з урахуванням втрат під час виділення) 427 л 

культуральної рідини. 

Розрахуємо, скільки культуральної рідини потрібно отримати за цикл 

ферментації, щоб розрахувати кількість стадій приготування посівного 

матеріалу. Приймаємо кількість трудоднів – 86, тоді об’єм культуральної 

рідини за добу становить: 

Vд = Vгп / Ттр = 427/86 = 1,64 

Кількість продукту за цикл буде становити: 

Vцк = (К1*Vд*Тцф)/24 = (1,2*1,64*56,5)/24 = 11,85 л/цикл, 
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де Tцф – цикл роботи ферментера, який включає тривалість 

виробничого біосинтезу (48 год) та час підготовки ферментера до роботи (8,5 

год).  

К1 – коефіцієнт запасу, що враховує можливість нестерильних 

операцій (К1 = 1,1 – 1,5). 

Підготовка ферментера включає: миття та огляд (1,5 год), перевірка на 

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

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

вивантаження культуральної рідини (1 год). 

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

визначаємо геометричний об’єм ферментера: 

Vг = Vцк / Кз = 11,85/0,6 = 19,75 л. 

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

Vф = 20 л. 

Уточнюємо коефіцієнт заповнення: 

Кз = 11,85/20 = 0,5927 – не перевищує заданого значення 

3.4  Розрахунок кількості стадій підготовки посівного матеріалу 

для біосинтезу гліцеролоксидази Aspergillus japonicus 

За один виробничий цикл отримують 11,85 л культуральної рідин (див. 

п.1.3). При одержанні культуральної рідини потрібно врахувати її втрати в 

результаті краплевиносу через колектор відпрацьованого повітря (Еф), які 

становлять від 10 - 15%. 

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

та посівного матеріалу перед виробничим біосинтезом має становити: 

Vроб.1 = Vкр×(1+Еф) = 11,85×1,1 = 13,035, 

де Еф – втрати культуральної рідини під час біосинтезу. 

Отже, робочий об’єм ферментера дорівнює 13,035 л. За вибраного 

коефіцієнта заповнення 0,6 геометричний об’єм ферментера становить:  

Vф = 13,035/0,6 = 21,725 л. Приймаємо найближчий за об’ємом 

стандартний ферментер Vст1 = 20 л. 
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Уточнюємо коефіцієнт заповнення: Кз1 = 13,035/20 = 0,65. Уточнений 

коефіцієнт заповнення перебуває у вибраних межах для аеробних процесів 

(0,55-0,65), отже геометричний об’єм ферментера обрано правильно. 

Кількість посівного матеріалу для ферментера становить 10 % від 

об’єму поживного середовища. 

Для засіву Vроб.1 = 13,035 л середовища необхідно приготувати Vпм1 = 

Vроб.1× Хф = 13,035 × 0,1 = 1,3035 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 = 13,035 – 1,3035 = 11,7315 л, 

Врахуємо, що під час одержання 1,3035 л інокуляту в посівному 

апараті 10 % культуральної рідини буде втрачено внаслідок краплевиносу 

через колектор відпрацьованого повітря. З урахуванням цього об’єм 

поживного середовища та посівного матеріалу в посівному апараті 

становитиме: 

Vроб.2 = Vпм1×(1+Еф) = 1,3035×1,1 =1,43 л 

Об’єм інокуляту 1,43 л за коефіцієнта заповнення 0,6 можна отримати в 

посівному апараті об’ємом:  

Vпа2 = 1,43/0,6 = 2,38 л. Приймаємо найближчий за об’ємом 

стандартний ферментер Vст2= 2,5 л. 

Уточнюємо коефіцієнт заповнення: Кз2 = 1,43/2,5 = 0,572. Уточнений 

коефіцієнт заповнення перебуває у вибраних межах для аеробних процесів 

(0,55-0,65), отже геометричний об’єм посівного апарату обрано правильно. 

Кількість посівного матеріалу для посівного апарата становить 10 % від 

об’єму поживного середовища. Отже, для засіву Vроб.2 = 1,43 л необхідно 

приготувати 

Vпм2 = Vроб.2×Хф = 1,43 × 0,1 = 0,143 л посівного матеріалу 

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

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

Vпс2 = Vроб.2 - Vпм2 = 1,43– 0,143 = 1, 287 л 
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Одержання посівного матеріалу Vпм24 = 0,143 л (143 мл) для засіву 

інокулятора можна здійснити культивуванням продуцента у колбах на 

качалці. Для цього використовують качалочні колби об’ємом Vколб = 750 мл з 

коефіцієнтом заповнення Кзк = 0,2. 

Тоді кількість колб становить: 

Nколб = Vпм2/( Vколб*Кзк) = 145/(750*0,2) = 0,96 = 1 колбу 

Отже, за результатами розрахунків для біосинтезу гліцеролоксидази 

Aspergillus japonicus необхідно встановити ферментер для біосинтезу 

об’ємом 20 л, інокулятор об’ємом 2,5 л, та 1 качалочну колбу. 
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РОЗДІЛ 4 БІОСИНТЕЗ ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ 

4.1.Шляхи катаболізму ростового субстрату у біологічного агента 

Aspergillus japonicus під час культивування використовує гліцерин як 

джерело вуглецю та енергії. Схему метаболізму гліцеролу в A. Japonicus у 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes відсутня, проте є аналогічна схема 

для виду Aspergillus niger, ці два види є генетично спорідниними та 

відносяться до однієї групи Nigri , тому можна припустити, що гліцерол 

метаболізується майже за такою схемою, як і у A. Niger. [29,30] 

Згідно KEGG катаболізм гліцерину відбувається шляхом перетворення 

ростового субстрату у гліцерон за рахунок гліцерол-2-гідрогенази (КФ 

1.1.1.156), далі гліцерон перетворюється у гліцеронфосфат під дією 

дегідроацетон кінази (КФ 2.7.1.29), далі відбувається ізомеризація 

гліцеронфосфату у гліцеральдегід-3-фосфат за рахунок тріозофосфат 

ізомерази (КФ 5.3.1.1).  

Отже, гліцеральдегід-3-фосфат, що утворився, включається у гліколіз і 

претворюється в піруват шляхом наступних реакцій: гліцеральдегід-3-фосфат 

перетворюється на гліцерат-1,3-дифосфат через гліцеральдегід-3-

фосфатдегідрогенау (КФ 1.2.1.12), який  в свою чергу перетворюється у 3-

фосфогліцерат під дією фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3), потім  3-

фосфогліцерат переходить у 2-фосфогліцерат за рахунок 

фосфогліцератмутази (КФ 5.4.2.12), тоді під дією енолази (КФ 4.2.1.11) 

утворюється фосфоенолпіруват з подальшим перетворенням у піруват 

піруват кіназою (КФ 2.7.1.40). 
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Гліцерин 

                                                      1 

Гліцерон 

                                                      2 

Гліцеронфосфат 

                                                      3   

Гліцеральдегід-3-фосфат 

                                                      4 

                                          Гліцерат-1,3-дифосфат 

                                                     5 

3-Фосфогліцерат 

                                                      6 

2-Фосфогліцерат 

                                                      7 

Фосфоенолпіруват 

                                                      8 

Піруват 

Рис. 3.. Шлях катаболізму гліцерину в A. Japonicus 

Ферменти: 1 – гліцерол-2-гідрогеназа (КФ 

1.1.1.156) ; 2–  дегідроацетон кіназа (КФ 2.7.1.29);  3 – 

тріозофосфатізомераза (КФ 5.3.1.1); 4 – гліцеральдегід-3-

фосфатдегідрогеназа; (КФ 1.2.1.12); 5– фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3); 6 – 

фосфогліцератмутаза (КФ 5.4.2.12); 7 – енолаза (КФ 4.2.1.11); 8 – піруват 

кіназа (КФ 2.7.1.40) 

4.2.Біотрансформація ростового субстрату у цільовий продукт 

При рості A. Japonicus з використанням гліцерину як джерела вуглецю, 

внаслідок катаболізму субстрату, утворюється ацетил-КоА. Далі ацетил-КоА 

залучається до циклу трикарбонових кислот. 
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Гліцеролоксидаза- фермент до складу якого входять такі амінокислоти, 

як: лізин, гістидин, аргінін, аспартат, треонін, серин,глутамат, пролін, гліцин, 

аланін, цистеїн, валін, ізолейцин, тирозин, фенілаланін,метіонін та 

триптофан. [3] 

Амінокислоти, що належать до сімейства аспартатів, такі як аспартат, 

аспарагін, метіонін, треонін та ізолейцин, утворюються з оксалоацетату, який 

є проміжною ланкою в циклі Кребса.  

Амінокислоти сімейства глутаматів, включаючи глутамат, глутамін, 

пролін і аргінін, утворюються з 2-оксоглутарату, який також є проміжним 

продуктом у циклі Кребса (ЦТК).Глутамат утворюється з 2-оксоглутаратуза 

рахунок дії ферменту аспартатамінотрансферази (КФ 2.6.1.1), далі з 

глутамату йде три шляхи перетворення: 

1) Глутамат перетворюється у глутамін під дією глутамінсинтетази 

(КФ6.3.1.2 ); 

2) Глутамат перетворюється на 1-пірулін-5-карбоксилат глутамат-5-

кіназою (КФ 2.7.2.11), який в свою черегу перетворюється на пролін через 

піролін-5-карбоксилатредуктазу (КФ 1.5.1.2); 

3) Глутамат перетворюється на аргінін за рахунок наступних реакцій: 

глутамат перетворюється на N–ацил–L–глутамат за допомогою амінокислоти 

ацетилтрансферази (КФ 2.3.1.1), далі N–ацил–L–глутамат перетворюється на 

N–ацил–L–глутамат–5–фосфат за рахунок ацетилглутаматкінази (КФ 

1.2.1.38), тоді він перетворюється на 2-ацетоамідо-5-оксопентаноат через той 

же фермент, що і в попередній реакції, далі утворена сполука перетворюється 

на N–ацитилорнітин за допомогою ацетилорнітинамінотрансферази (КФ 

2.6.1.11 ), тоді N–ацитилорнітин перетворюється на L–орнітин за рахунок 

ацетилорнітиндеацетилу (КФ 3.5.1.16),кий потім перетворюється в L–

цитрулін через орнітинкарбамоілтрансферазу (КФ 2.1.3.3 ), тоді L–цитрулін 

перетворюється в N–(L–аргініно)сукцинат за рахунок 

аргініносукцинатсинтази (КФ 6.3.4.5 ), тоді під дією глутамат-5-кінази (КФ 

2.7.2.11) утворюється аргінін. 
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За допомогою ферменту гомоцитратсинтази (КФ 2.3.3.14), 2-

оксоглутарат перетворюється на гомоцитрат. Подальше перетворення 

гомоцитрату відбувається за участю гомоаконітази (КФ 4.2.1.-), 

гомоаконітатгідратази (КФ 4.2.1.36), гомоізоцитратдегідрогенази (КФ 

1.1.1.87) і 2-аміноадипаттрансамінази (КФ 2.6.1.39), що призводить до 

утворення 2-аміноадипінової кислоти. З 2-аміноадипінової кислоти, за 

допомогою ферментів L-2-аміноадипатредуктази (КФ 1.2.1.95), 

сахаропіндегідрогенази (залежної від НАДФ+) (КФ 1.5.1.10) і 

сахаропіндегідрогенази (залежної від НАД+) (КФ 1.5.1.7), утворюється лізин. 

Гліцеронфосфат вступає в пентозофосфатний цикл, де утворюються 

попередники ароматичних амінокислот, такі як фосфорибозилпірофосфат 

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

фосфоенолпіруват служать попередниками фенілаланіну, тирозину і 

триптофану. 3-Фосфогліцерат є попередником серину, гліцину і цистеїну. 

Піруват виступає як попередник аланіну, валіну і лейцину. 

Анаплеротичними реакціями, які забезпечують поповнення втрат 

інтермедіатів ЦТК є реакції  перетворення оксалоацетату у фосфоенолпіруват 

за рахунок фосфоенолпируваткарбоксикиназа(КФ4.1.1.49 ), та перетворення 

ізоцетрату у 2-оксалоацетат за рахунок ізоцитратдегідрогеназа (КФ 1.1.1.41). 
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Умовні позначення:                             - основний шлях біосинтезу; 

                                                                 -анаплеротичні реакції. 
Ферменти: 1 – гліцерол-2-гідрогеназа (КФ 1.1.1.156) ; 2–  дегідроацетон кіназа (КФ 2.7.1.29);  3 – тріозофосфатізомераза (КФ 5.3.1.1); 4 – гліцеральдегід-3-

фосфатдегідрогеназа; (КФ 1.2.1.12); 5– фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3); 6 – фосфогліцератмутаза (КФ 5.4.2.12); 7 – енолаза (КФ 4.2.1.11); 8 – піруват кіназа (КФ 2.7.1.40); 9 – 

піруватдегідрогеназа К1 компонент (КФ 1.2.4.1); 10–піруватдегідрогеназа К2 компонент (КФ 2.3.1.12); 11 –цитрат синтаза (КФ 2.3.3.1); 12 – аконітатгідратаза (КФ4.2.1.3);  13 – 

ізоцитратдегідрогеназа (КФ 1.1.1.42); 14- сукциніл-КоАгідролаза (КФ 2.8.3.18);15- фумаратгідратаза, клас ІІ (КФ 4.2.1.2); 16 – малатдегідрогеназа (КФ 1.1.5.4); 17 – фруктозо-

бисфосфатальдолаза (КФ 4.1.2.13); 18 – 6-фосфофруктокіназа (КФ2.7.1.11 );19 –транскетолаза (КФ 2.2.1.1); 20 –рибулозофосфат 3-епімераза (КФ 5.1.3.1 ),21 –

рибозо/галактозоізомераза (КФ 5.3.1.6 ); 22 – рибозо-фосфат пірофосфокіназа(КФ2.7.6.1 );  23 –АТФ фосфорибозилтрансфераза (КФ 2.4.2.17); 24 –гістидинолдегідрогеназа(КФ 

1.1.1.23); 25– фосфорибозилформіміно-5-аміноімідазол карбоксамід риботид ізомераза(КФ 5.3.1.16) 26–імідазолгліцерол-фосфатсинтаза(КФ4.3.2.10); 27- імідазолгліцерол-

фосфатдегідратаза(КФ 4.2.1.19 );28-гістидинол-фосфатні амінотрансфери (КФ 2.6.1.9); 29 - гістидинолфосфатаза (КФ 3.1.3.15 ); 30 - гістидинолу дегідрогена (КФ1.1.1.23); 31- 2-

оксоглутаратредуктаза (КФ  1.1.1.399), 32 – хосфосеринамінотрансфераза (КФ 2.6.1.52 ); 33–фосфосеринфосфатаза (КФ3.1.3.3 ); 34-серин гідроксиметилтрансфераза (КФ 2.1.2.1 ); 

35- цистатіонін бета-синтаза (КФ 4.2.1.22); 36- цистатіонін гамма-ліаза (КФ 4.4.1.1); 37-фосфо-2-дегідро-3-дезоксигептонат-альдолаза (КФ 2.5.1.54) ; 38- транскетолаза(КФ2.2.1.1 ) 

; 39-шикіматдегідрогеназа (КФ 4.2.3.4 ) ; 40- катаболічна 3-дегідрохіназа (КФ 4.2.1.10) ; 41- шикіматдегідрогеназа (КФ 4.2.3.4 ); 42- нтранілатсинтаза компонент 1 (КФ 4.1.3.27) ; 

43- антранілатфосфорибозилтрансфераза (КФ 2.4.2.18 ); 44-N-(5'-фосфорибозил)антранілат ізомераза (КФ 4.1.3.27 ); 45- триптофансинтаза (КФ 4.2.1.20 ); 46- хоризматна мутаза 

(КФ 5.4.99.5); 47-префенатдегідрогеназа [НАДФ+] (КФ 1.3.1.13 ) ;48- гіпотетичний білок (КФ 2.6.1.57 ) ; 49- хоризматмутаза/префенатдегідратаза (КФ 4.2.1.51); 50- 2-

аміноадипаттрансаміназа (КФ 2.6.1.5); 51- аланінамінотрансфераза (КФ 2.6.1.2) ; 52- мала субодиниця ацетолактатсинтази (КФ 2.2.1.6 ) ; 53- Кетол-кислотна редуктоізомераза(КФ 

1.1.1.86); 54- дигідрокси-кислота дегідратаза (КФ 4.2.1.9 ); 55- амінотрансфераза з розгалуженим ланцюгом TOXF (КФ2.6.1.42 ) ; 56- 2-ізопропілмалатсинтаза (КФ 2.3.3.13) ; 57- 3-

ізопропілмалатдегідратаза (КФ 4.2.1.33) ; 58-3-ізопропілмалатдегідрогеназа (КФ 1.1.1.85) ; 59-Кетол-кислотна редуктоізомераза (КФ 1.1.1.86 ); 60-аспартатамінотрансфераза 

(КФ2.6.1.1 ); 61-аспарагінсинтетаза (КФ 6.3.5.4); 62-аспартокіназа (КФ 2.7.2.4 ); 63-аспартат-напівальдегіддегідрогеназа (КФ 1.2.1.11 ); 64- гомосеріндегідрогеназа(КФ1.1.1.3); 65-

гомосеринкіназа (КФ 2.7.1.39 ) ; 66-треонінсинтаза (КФ4.2.3.1) ;  67-гомосерин О-ацетилтрансфераза (КФ2.3.1.31 ); 68-цистатіонін гамма-синтаза (КФ 2.5.1.48); 69- цистатіонін 

гамма-ліаза(КФ 4.4.1.1); 70- треонін-альдолаза(КФ 4.1.2.48) ; 71- l-сериндегідратаза (КФ 4.3.1.17) ; 72-цистатіонін бета-ліаза (КФ 4.4.1.13); 73- 5-

метилтетрагідроптероілтриглутамат - гомоцистеїн метилтрансфераза(КФ 2.1.1.14) ; 74- аспартатамінотрансфераза(КФ 2.6.1.1);  75-глутамінсинтетаза (КФ6.3.1.2 ) ; 76-

амінокислота ацетилтрансфераза (КФ 2.3.1.1) ; 77- ацетилглутаматкіназа(КФ 1.2.1.38) ; 78- ацетилорнітинамінотрансфераза(КФ 2.6.1.11 ); 79-ацетилорнітиндеацетил (КФ 3.5.1.16); 

80- орнітинкарбамоілтрансфераза (КФ 2.1.3.3 ); 81-аргініносукцинатсинтаза (КФ 6.3.4.5 ); 82-глутамат-5-кіназа (КФ 2.7.2.11);83-піролін-5-карбоксилатредуктази (КФ 1.5.1.2); 84-

гомоцитрат-синтаза (КФ 2.3.3.14); 85- аконітат гідратаза(КФ 4.2.1.-); 86- гомоаконітат гідратаза(КФ 4.2.1.36); 87- гомоізоцитратдегідрогеназа(КФ 1.1.1.87); 88- 2-

аміноадипаттрансаміназа (КФ 2.6.1.5); 89- L-2 аміноадипатредуктаза (КФ 1.2.1.95); 90- сахаропіндегідрогеназа(КФ 1.5.1.10); 91- сахаропіндегідрогеназа(КФ 1.5.1.7); 92- 

фосфоенолпируваткарбоксикиназа(КФ4.1.1.49 ); 93-ізоцитратдегідрогеназа (КФ 1.1.1.41); 
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РОЗДІЛ 5. ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ДОПОМІЖНИХ СТАДІЙ 

ВИРОБНИЦТВА 

5.1. Обґрунтування доферментаційних процесів та виробничого 

біосинтезу 

5.1.1 Вибір умов і способу культивування 

A. japonicus є облігатним аеробам. За типом живлення – 

хемоорганотроф. Оптимальна температура росту становить 35-37 ℃, а 

значення pH – 5,5-7,0. Отже, за відношенням до температури A. japonicus є 

мезофільним мікроорганізмом, що означає, що він оптимально росте при 

помірних температурах. Що стосується відношення до pH, то A. japonicus є 

нейтрофільним, що означає, що йому найбільш придатні середні значення 

pH, близькі до нейтральних. 

Для даного мікроорганізму є можливий ризик зараження середовища  

сторонніми мезофільними організмами, що ростуть за схожого рН. Для 

запобігання контамінації проводиться стерилізація обладнання, тобто 

інокулятори, збірники, реактори, ферментери, комунікацій, поживних 

середовищ для культивування. [1,22] 

Для успішного вирощування першої генерації A. japonicus у колбах, 

необхідно забезпечити аеробні умови, тобто постійну аерацію середовища, 

оскільки цей вид потребує наявності кисню. [20]  

У нашому випадку, для культивування облігатного аероба A. japonicus 

на рідкому середовищі, буде застосовуватися метод глибинного 

періодичного культивування. З урахуванням того, що умови стають більш 

анаеробними зі збільшенням відстані від поверхні, аерація є необхідною для 

забезпечення нормального росту аеробних організмів у глибоких шарах. A. 

japonicus має здатність використовувати розчинений кисень, проте його 

розчинність в рідкому середовищі є низькою.  
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Тому, для підвищення швидкості розчинення кисню, ми будемо 

застосовувати наступні методи: збільшення поверхні контакту між газовою і 

рідкою фазами та підвищення тиску кисню у газовій фазі. Цей процес буде 

реалізований за допомогою барботера. Відповідно до аналізу поживного 

середовища, при змішуванні та аерації з додаванням дріжджового та м'ясного 

екстрактів утворюватиметься піна. Отже, в ферментері будуть встановлені 

механічні пристрої для знежирення піни.  

Культивування A. japonicus здійснюється шляхом глибинного способу 

з постійною аерацією, що означає постійне нагнітання повітря або кисню в 

середовище культивування. Під час цього процесу особлива увага 

приділяється забезпеченню асептичних умов, тобто запобіганню контамінації 

мікроорганізмами зовнішнього середовища. Для цього використовуються 

стерильні устаткування, а також певні заходи безпеки та гігієни. 

Крім того, важливо відзначити, що культивування A. japonicus 

здійснюється без підживлення. Це означає, що мікроорганізм живиться 

відповідними складовими середовища, що містяться в початковому процесі, і 

не потребує додаткового доснаження чи додавання поживних речовин під час 

процесу культивування. 

5.1.2 Вибір типу ферментера 

У промисловому виробництві біотехнологічних продуктів, середовище 

для росту мікроорганізмів формується в спеціальному пристрої, який 

називається ферментер. В ферментері проводяться процеси масообміну і 

гідродинаміки. Крім того, необхідно забезпечити постійну температуру, 

оптимальну для даного мікроорганізму. 

У біотехнології, глибинне культивування є найпоширенішим методом 

для отримання мікробних мас та біологічно активних речовин. Основними 

вимогами до ферментерів є здатність культивувати продуцентів в стерильних 

умовах з великою аерацією середовища. Ферментери, призначені для 

глибинного культивування, дозволяють ефективно створювати оптимальні 
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умови для отримання біомаси, з якої потім можна виділити цільовий 

продукт. Головною перевагою цього методу є забезпечення стерильних умов. 

[31, 32]  

Для проведення основного процесу біосинтезу необхідно вибрати 

такий біореактор, який зможе задовольнити всі потреби у вирощуванні 

культури. Процес біосинтезу буде здійснюватися в біореакторі з 

використанням турбінної мішалки для механічного перемішування. Щоб до 

клітин мікроорганізмів постачалися необхідні поживні речовини і кисень у 

необхідній кількості, при цьому забезпечуючи їх високу життєздатність, 

необхідно підібрати оптимальний режим перемішування. Ця проблема 

особливо важлива при глибинному культивуванні міцеліальних грибів. 

Враховуючи гілкування міцелію та морфологічну структуру A. japonicus, 

вибір оптимального методу культивування стає складним завданням. 

Глибинний метод культивування має значну кількість переваг порівняно з 

поверхневим. Застосування постійної аерації створює сприятливі умови для 

синтезу мікроорганізмів.  

У більшості випадків використовуються закриті реактори з турбінною 

мішалкою, оскільки вони мають декілька переваг: 

 Легко змінювати технічні умови; 

 Забезпечують простоту використання та адаптацію до процесів 

культивування; 

 Септування міцелію не так виражене, як у випадку з лопатевими 

мішалками. [29,31, 32] 

Крім перемішування, аерувати культуру мікроорганізмів можна 

продуванням товщі середовище стерильним повітрям, що б уникнути 

зараження середовища іншими мікроорганізмами. Перед поданням повітря в 

ферментер воно має пройти стерилізацію через різні типи фільтрів ( ватяні 

фільтри, спеціальні тканини з полімерів та ін.). Для максимально сильного 

розпилення повітря пропускають через дрібнопористі пластинки барботера.  
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Ще одним важливим обладунком для глибинного культивування 

облігатного аероба є датчик рО2, так як надмірне насичення середовища 

киснем (до 40 мг / л) може привести до пригнічення росту мікроорганізмів. 

Також ферментер повинен бути обладнаний датчиком pH , оскільки 

потрібно контролювати значення 7,0. 

Важливим також є підтримання показника рівня теплообміну, оскільки 

проходження життєдіяльності культури значною мірою залежить від 

температури. Тоді для ферментера необхідна теплова сорочка, яка дозволить 

встановлювати і підтримувати певні режими температури для культивування 

мікроорганізму, а щоб підтримувати сталу температуру необхідний датчик 

температури. 

Згідно розрахунків, об’єм ферментеру становить 20 л, а коефіцієнт 

заповнення 0,65, а підсумовуючи вище наведені факти, потрібно 

використовувати біореактор, що має датчики температури, рН та рО2 ,також 

має бути оснащений барботером, турбіною мішалкою закритого типу. 

Провівши порівняння між різними ферментерами, обрав ферментер тип-Р. 

об’ємом 20 л. Фірма «Bioengineering». 

  5.1.3 Обґрунтування стадії підготовки аераційного повітря для 

одержання гліцеролоксидази  

Так як A. japonicus потребує аеробних умов, то для вирощування 

першої генерації в колбах необхідно створити аеробні умови, тобто має бути 

постійна аерація середовища. [20] 

Так як витрати аераційного повітря невеликі, то підготовку його 

здійснюють в цій же будівлі, без окремого добудування компресорної. 

Підготовка аераційного повітря складається з наступних стадій: 

1) Забір атмосферного повітряю 

Кількість мікроорганізмів у повітрі постійно змінюється залежно від 

пори року, часу доби, погодних умов та місцевості. Оптимальний забір 

повітря проводять на висоті 8-10 метрів, де кількість часток є стабільною. 
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Забір повітря відбувається за допомогою повітрозбірника, розташованого у 

зоні чистого повітря, віддаленої від джерел технологічних викидів або систем 

витяжної вентиляції. Вхід повітря розташовується на висоті не менше 8 

метрів від землі і закривається залізними гратами. За допомогою вентилятора 

повітря потрапляє у шахту повітрозабірника і проходить через фільтр 

грубого очищення. [37]. 

2) Фільтри переднього очищення не лише захищають компресори від 

забруднень, але також значно зменшують кількість контамінантів, які можуть 

потрапити на наступний етап очищення. Попереднє грубе фільтрування 

повітря виконується за допомогою набивних фільтрів, які складаються з 

волокнистих матеріалів. Процес фільтрування полягає в тому, що частинки, 

рухаючись з певною швидкістю, затримуються на поверхні волокон через 

інерційний механізм осадження.затримуються на поверхні волокна 

інерційним механізмом осадження.  

3) Стабілізація термодинамічних показників повітря. 

Для забезпечення стабільних термодинамічних показників, після етапу 

фільтрування, повітря піддається стисненню у компресорі, що призводить до 

підвищення його температури з 15-25 °C на вході до 250 °C на виході. Потім 

стиснене повітря подається в теплообмінник і охолоджується. Вода, яка 

використовується для охолодження в теплообміннику, є циркулюючою. 

Для стабілізації потоку повітря та запобігання його пульсацій 

необхідно мати затримку в системі, яку може забезпечити ресивер. Ресивер 

вирівнює тиск у системі та забезпечує рівномірне постачання повітря до 

фільтра. [14,37]. 

4) Попередня очистка повітря в головному фільтрі. 

Для очищення повітря від пилу та мікроорганізмів розміром більше 1 

мкм використовується головний фільтр. Головний фільтр має форму 

циліндричної ємності з сферичним дном і кришкою. Усередині фільтру 

розташовані дві решітки, між якими знаходиться фільтруючий матеріал. 

Фільтруючий матеріал замінюють двічі на рік. В разі забруднення, 
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зволоження або інфікування фільтруючого матеріалу проводять позачергову 

його заміну. 

5) Очистка повітря в індивідуальному фільтрі 

Для очищення повітря від пилу та мікроорганізмів з розміром більше 1 

мкм використовується основний фільтр. Основний фільтр має форму 

циліндричного контейнера зі сферичним дном і кришкою. Усередині фільтра 

розміщені дві решітки, між якими знаходиться фільтруючий матеріал. 

Фільтруючий матеріал потрібно замінювати двічі на рік. Якщо фільтруючий 

матеріал забруднений, зволожений або заражений, його замінюють 

додатково, виходячи з потреби. [14]. 

  5.2. Обґрунтування способу підготовки та стерилізації поживного 

середовища для культивування Aspergillus japonicus 

Поживне середовище для виробничого біосинтезу A. japonicus   з 

метою одержання біомаси, з якої потім будемо виділяти фермент, має 

наступний склад, г/л [14]: 

Гліцерол – 30 г/л 

Дріжджовий екстракт – 3 г/л 

М’ясний екстракт – 1 г/л 

KH2PO4 – 1 г/л 

MgSO4 • 7 H20 – 1 г/л 

Виробничий біосинтез здійснюється у ферментері об’ємом 0,02 м3 з 

коефіцієнтом заповнення 0,65. Підготовка посівного матеріалу відбувається з 

двох стадій (в колбах на качалці, та посівному апараті об’ємом 2 л). 

5.2.1. Особливості підготовки і стерилізації поживного середовища 

для одержання інокуляту в колбах на качалках 

Для стерилізації середовища, в якому вирощується посівний матеріал у 

колбах на качалках, ми плануємо використати автоклав через невеликий 

об'єм середовища (145 мл). Після аналізу складу поживного середовища, ми 
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умовно поділяємо його на наступні композиції в залежності від режиму 

стерилізації компонентів: 

Композиція А: гліцерол, дріжджовий екстракт, м'ясний екстракт 

(режим стерилізації: 112 °С, 30 хв, 0,05 МПа); 

Композиція Б: К2HPO4 (режим стерилізації: 131 °С, 40 хв, 0,015 МПа); 

Композиція В: MgSO4 · 7H2O (режим стерилізації: 131 °С, 40 хв, 0,015 

МПа). 

     5.2.2. Особливості підготовки і стерилізації поживного 

середовища для одержання інокуляту в посівних апаратах  

Для цієї фази потрібно 1,43 літри поживного середовища, тому ми 

використаємо автоклав для проведення стерилізації.  

Середовище ділять на такі композиції: 

Композиція А:дріжджовий екстракт, м'ясний екстракт (режим 

стерилізації: 112 °С, 30 хв, 0,05 МПа); 

Композиція Б: К2HPO4 (режим стерилізації: 131 °С, 40 хв, 0,015 МПа); 

Композиція В: MgSO4 · 7H2O (режим стерилізації: 131 °С, 40 хв, 0,015 

МПа). 

     5.2.3. Особливості підготовки і стерилізації поживного середовища 

для виробничого біосинтезу  

Для даної стадії біосинтезу потрібно 14,5 л поживного середовища. 

При невеликій кількості компонентів для стерилізації використовуємо також 

автоклав. Середовище ділять на такі композиції: 

Композиція А: гліцерол, дріжджовий екстракт, м'ясний екстракт (режим 

стерилізації: 112 °С, 30 хв, 0,05 МПа); 

Композиція Б: К2HPO4, MgSO4 · 7H2O  (режим стерилізації: 131 °С, 40 

хв, 0,015 МПа, рН 4,0–4,5); 

Композицію А  готують у ферментері. Композицію Б та В автоклаві. 
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5.3 Вибір мийних та дезінфікуючих засобів 

Один із важливих етапів у лабораторному виробництві полягає у виборі 

засобів для миття та дезінфекції. При виборі таких засобів необхідно 

враховувати, що тривале використання одного й того ж засобу може 

призвести до появи стійких штамів мікроорганізмів. З цієї причини 

рекомендується періодично змінювати та комбінувати дезінфікуючі засоби. 

Рекомендовано змінювати засоби для миття та дезінфекції кожні 12-14 днів. 

При виборі таких засобів слід враховувати не лише їх фунгіцидну та 

бактерицидну дію, але й їх вплив на людину. 

 Для вибору миючих та дезінфікуючих засобів потрібно враховувати 

наступні критерії: 

1. Забезпечення високої протимікробної активності проти всіх 

патогенних мікроорганізмів, включаючи бактерії, віруси та паразити, що 

викликають інфекційні захворювання. 

2. Мають низьку токсичність для людей, не спричиняють ушкодження 

шкіри та слизових оболонок. 

3. Мають доступну ціну. 

4. Не мають запаху та не містять барвників. 

5. Мають швидку дію та тривалу ефективність. 

6. Не пошкоджують предмети, які підлягають дезінфекції. 

Загальні вимоги до миючих та дезінфікуючих засобів включають 

ефективну боротьбу з мікробами, безпеку для користувачів, економічну 

доцільність, приємний аромат та відсутність побічних впливів на 

оброблювані поверхні. [33]. 

5.3.1 Миючі та дезінфікуючі засоби для персоналу 

У лабораторії заборонено використовувати дезінфікуючі засоби, які 

можуть становити загрозу для здоров'я людини у токсичних або отруйних 

концентраціях. Розчини таких засобів мають бути зберігані у контейнерах, 
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які перед використанням були очищені, і лише встановлені терміни їх 

використання повинні бути дотримані. 

Для персоналу лабораторії можна порівняти кілька дезінфікуючих 

засобів, таких як "Стериліум", "Манорм", "Аниосгель 85 НПК" та "Неостерил 

М". Вони мають широкий спектр дії та відрізняються активною речовиною, 

яка є основою засобу. Вибір засобу буде здійснений з урахуванням 

економічних аспектів. Згідно з останніми даними, "Стериліум" є найбільш 

економічним антисептиком. Однак, для його заміни ми візьмемо "Неостерил 

М", який володіє продовговічною бактерицидною, віруліцидною та 

фунгіцидною дією. Використання різних активних речовин допоможе 

уникнути розвитку резистентних штамів до них. [33]. 

Властивості засобу «Стериліум» включають: 

• Здатність зменшувати кількість транзиторної мікрофлори на шкірі на 

100 тисяч разів протягом 30 секунд. 

• Ефективність проти резидентної мікрофлори шкіри. 

• Швидкодіючий ефект, який зберігається протягом 1 години на 

незахищеній шкірі рук та 3 годин під медичними рукавичками. 

• Антиперспірантна дія, яка зменшує вологу під рукавичкою та 

запобігає виділенню резидентної мікрофлори з глибоких шарів шкіри. 

• Не наносить шкоду  шкірі. 

• Не пошкоджує водно-жировий баланс шкіри. 

Властивості засобу «Неостерил М» включають: 

• Можливість виконання однієї процедури для видалення забруднень і 

антисептичної обробки шкіри рук і тіла. 

• Відсутність аніонних поверхнево-активних речовин у складі, що 

зменшує негативний вплив на шкіру. 

• Наявність м'ятного масла і комплексу спеціальних функціональних 

добавок, які регулюють водно-жировий баланс і забезпечують пом'якшення 

шкіри. 
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• Засіб не висушує шкіру, не подразнює її і не викликає побічних 

ефектів. 

Провівши аналіз, як дезінфікуючі засоби для персоналу можна обрати 

«Стериліум» та «Неостерил М». Обидва обрані засоби мають широкий 

спектр дії та відрізняються діючою речовиною, не є шкідливими для людини, 

та є економічно вигідними. [33]. 

5.4 Миючі та дезінфікуючі засоби для ферментаційного обладнання 

У лабораторній практиці для очищення ферментаційного обладнання 

від залишків попередніх культивувань, застосовують каустичну або 

кальциновану соду.  

Каустична сода (NaOH) ефективна у видаленні жирів, білкових та 

сольових залишків, мікроорганізмів та їх продуктів життєдіяльності, проте 

має небезпечний клас згідно з ГОСТ 12.1.007, оскільки може спричинити 

хімічний опік і подразнення шкіри, слизової оболонки очей та дихальних 

шляхів. Натомість, кальцинована сода (Na₂CO₃) є більш безпечною 

альтернативою, яка розкладається в воді на їдкий луг та гідрокарбонат з 

мийними властивостями і має менш небезпечний клас за ГОСТ 12.1.007. 

Отже, на основі аналізу цих засобів можна зробити висновок, що для нашого 

лабораторного виробництва вигідніше та безпечніше використовувати 

кальциновану соду. [33]. 

5.5 Миючі та дезінфікуючі засоби для приміщення 

Для обробки лабораторних приміщень та обладнання використовують 

такі засоби, Хлорамін Б, етиловий спирт, як розчин перекису водню, 

«Хлорантоїн», «Біомой» тощо. Щоб вибрати миючий засіб будемо опиратися 

на вартість та відповідну концентрацію. 

Розчин перекису водню є найбільш економічним засобом, якщо 

враховувати його концентрацію та вартість. Для цього розчину 

використовується 0,5-3% концентрація з додаванням 0,5% миючого засобу 

для прибирання приміщення. Стерилізація може здійснюватися цим 

розчином при двох різних температурах: 18 °С протягом 360 хвилин та 50 °С 
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протягом 180 хвилин. Розчин не має неприємного запаху та розпадається на 

воду і атомарний кисень, який спричиняє окислення хімічних компонентів 

мікробних клітин. Варто зазначити, що недоліком цього розчину є його 

властивість як сильного окисника, який може пошкодити предмети зі сплаву 

заліза, хрому, свинцю, срібла, марганцю, чавуну, міді, латуні, нелегованої та 

низьколегованої сталі. 

Перекис водню відноситься до високонебезпечних речовин тобто 2 

клас небезпеки по ГОСТ 12.1.007. При попаданні подразнює шкіру, слизову 

оболонку очей та верхніх дихальних шляхів. 

Миючий засіб хлорамін Б містить в собі від 25 до 29% активного хлору. 

Цей засіб відомий своєю швидкою протимікробною дією, але тривалість його 

дії є обмеженою. [33] 

Біомой є мийним засобом, який включає в себе синтетичні поверхово-

активні речовини та протеолітичні ферменти, такі як лужна фосфатаза.. На 

відміну від інших мийних засобів, біомой виявляє високу мийну активність 

при температурі не вище (40±5) °С.  

Засіб належить до малонебезпечних речовин, тобто 4 клас небезпеки по 

ГОСТ 12.1.007, не виявляє шкіряно-резорбтивні та алергенні властивості [2]. 

Хлорантоїн демонструє високу ефективність у видаленні механічних 

білкових, жирових забруднень, а також залишків хімічних речовин зовнішніх 

поверхонь та інших матеріалів. Його дезинфікуюча активність перевищує 

звичайні дезинфікуючі засоби у 5-10 разів і дозволяє уникнути використання 

лужних мийних засобів. [35] 

Порівнюючи різні засоби, розчини "Біомой" та "Хлорантоїн" 

виявляються найбільш підходящими. Перевагою "Біомоя" є те, що його 

розчини не завдають пошкоджень об'єктам з нержавіючої сталі, чорного 

металу з антикорозійним покриттям, алюмінію, скла, гуми, полімерних 

матеріалів, кахлю та емалі. Використання хлорантоїну дозволяє комбінувати 

етапи миття, дезінфекції та предстерилізації в одній процедурі, що скорочує 

тривалість санітарної обробки.[35] 
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5.6 Обґрунтування вибору розчинів для регуляції рН 

При культивуванні Aspergillus japonicus є необхідність підкислювати 

рН середовища за допомогою регуляторів, оскільки при культивуванні 

Aspergillus japonicus середовище залужнюється.  

Амонійна вода (NH4OH) може використовуватись як регулятор рН, 

особливо для підвищення рівня рН. Зазвичай для підвищення рН 

використовують розведені розчини амонійної води з концентрацією в 

діапазоні 0,1-1 М.  

Рекомендується проводити регулювання рН поступово та 

контролювати його за допомогою pH-метра для досягнення оптимального 

значення. Важливо дотримуватись протоколів безпеки та розбавляти 

амонійну воду правильним чином перед використанням. [36]. 
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РОЗДІЛ 6. СПЕЦИФІКАЦІЯ ОБЛАДНАННЯ 

Таблиця 6.1 

Специфікація обладнання ділянки допоміжних робіт та 

виробничого біосинтезу. 

Позиція Найменування 
Кільк

ість 

Технічна характеристика 

(виробник) 

1 2 3 4 

ПЗ-1 Повітрозабірник 1 

Повітрязабірник (Kratki), який 

виготовлений з нержавіючої сталі, 

має встановлену сітку, що 

запобігає потраплянню дрібних 

часток (діаметром d=150 мм). [1] 

Ф-2 
Фільтр грубої очистки 

повітря 
1 

Повітряний фільтр F 0010 DF 

Італія. Виробник: ТОВ 

"Автомеханіка" 

Фільтрувальний матеріал: 

поліестер/сітка оцинкована; 

продуктивність: 1170 л/хв; Е=80-

90%.[2] 

К-3 Компресор 1 

Компресор серії LFx виробництва 

компанії "Atlas Copco" має 

наступні характеристики: 

продуктивність становить 1,02 

літра на секунду, а робочий тиск 

може налаштовуватися в діапазоні 

від 4 до 10 бар. [3] 

Т-4 
Теплообмінник-

охолоджувач 
1 

Осушувач повітря 

рефрижераторного типу 

COMPAIR-F2C 

(«KOMPRESORMASh-SERVІS»). 

Продуктивність: 11 м3/год, 

потужністю 0,25 кВт.  [4] 

  

№ Підпис 

Арк. 

49 

НУХТ БТЕК 04.01.6 КР ГЧ 

Розроб. Касинюк М.О. 

Перевір. Стабніков В.П. 

Консультан  

 Н. Контр.  

Затверд. Стабніков В.П. 

РОЗДІЛ 6. Специфікація 

обладнання 

Літ. Арку

83 

Кафедра БТМ 



50 

 

РС-5 Ресивер 1 

Вертикальний ресівер 

BLR/VLRD-02; 

Об’єм: 2л. [5] 

Т-6 

 

 

Теплообмінник-

нагрівач 

 

 

1 

Водяний повітронагрівач серії 

VBC ("Systemair"), максимальна 

температура ‒ 150°С, 

максимальний робочий тиск ‒ 1,6 

МПа . [6] 

Ф-7 
Головний фільтр 

очистки 
1 

Компанія "New filter" пропонує 

компактний кишеньковий фільтр 

класу F9. Цей фільтр оснащений 

фільтрувальним матеріалом з 

мікроскловолокна, який має 

ефективність затримання більше 

95%; [7]. 

Ф-8 Індивідуальний фільтр 1 

Фільтр повітряний SPF-005. 

Фільтрувальний матеріал: 

боросилікатне волокно; Е = 99,999 

% [8]. 

Ін-9 Інокулятор 1 Інокулятор BIOSTAT D- DCU-

50 об’ємом 2,5 л («BLBIO»). 

Циліндричний апарат з 

еліптичним днищем. Апарат з 

односекційною сорочкою, з 

трубою перетискування, з 

турбінною мішалкою. Містить   

3   відбійні перегородки. 

Ємність 2,5 л. Потужність 1,5 

кВт. Має клапан для відбору 

проб та механічний піногасник. 

Виробник:Sartorius Stedim 

Systems (Німеччина). [9] 

Н-10 Насос 1 Перистальтичний насос MP-
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1140-22 («DEBEM»), 

продуктивність 700 л/год; 

потужність – 0,55 кВт; тиск – 8 

бар. [10] 

ФР-11 Ферментер 1 Ферментер тип-Р. об’ємом 20 л. 

Фірма «Bioengineering», 

Швейцария. Перемішування 

макс. 750 об/хв. Максимальна 

температура 150оС. Потужність 

привода 10 кВт. Матеріал: 

нержавіюча сталь марки 316L. 

[11] 

Примітка*: пошук і підбір обладнання здійснювали з використанням наступних 

електронних джерел: 

1.https://kaminmarket.com.ua/index.php?route=product/product&product_id=7001&gclid=Cjw

KCAjw36GjBhAkEiwAKwIWye3C5yklOCVuqldW3nyrREq9aBXHczmodss4RSdheScYa0l4w

xfdthoCwPEQAvD_BwE 

2 

.https://rozetka.com.ua/ua/p335942374/?gclid=CjwKCAjw36GjBhAkEiwAKwIWyZCQrIPiWE

OWlGjSqTqZQMFYeHm3SshkbjaKizjZePa2QRS 

3. https://www.atlascopco.com/uk-ua/compressors/products/air-compressor/piston-

compressor/industrial-piston-compressor-low-pressure 

4. https://kms-market.com.ua/ua/g5254209-kompressory 

5. https://www.frostland.com.ua/uk/product/blr-vlrd-02-2/ 

6. http://www.systemair-ukraine.com/ua/air-heaters.html 

7. https://newfilter.com.ua/ua/ventilacia/kishenkovi-filtri-dlya-ventilyatsiyi.html 

8. https://www.remeza.com/catalog/system_compressed/air_filters/spf_series/ 

9. https://sartorius.com.ua/ru/fermentyory-i-bioreaktory/avtoklaviruemye-fermentery-

bioreaktory/biostat-b-dcu-ii/ 

10. https://prom-nasos.pro/ua/catalog/nasosy/dosing-pumps/nasosy-dozatory/peristaltic-dosing-

pump/peristaltichniy-nasos-mp-1140-22/ 

11. https://bioengineering.ch/plants/fermentor 

https://www.atlascopco.com/uk-ua/compressors/products/air-compressor/piston-compressor/industrial-piston-compressor-low-pressure
https://www.atlascopco.com/uk-ua/compressors/products/air-compressor/piston-compressor/industrial-piston-compressor-low-pressure
https://kms-market.com.ua/ua/g5254209-kompressory
https://www.frostland.com.ua/uk/product/blr-vlrd-02-2/
http://www.systemair-ukraine.com/ua/air-heaters.html
https://www.remeza.com/catalog/system_compressed/air_filters/spf_series/
https://bioengineering.ch/plants/fermentor
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РОЗДІЛ 7. ОПИС ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

У даному проекті показана технологічна схема виробництва 

гліцеролоксидази, яка включає дві основні складові: допоміжні роботи, що 

включають підготовку виробничих приміщень, обладнання та приготування 

поживного середовища, а також технологічний процес, що включає 

підготовку посівного матеріалу та біосинтез цільового продукту.  

В графічній частині проекту подана ілюстрація технологічної схеми 

біосинтезу гліцеролоксидази. 

ДР 1.Санітарна підготовка  виробництва 

Здійснюється підготовка персоналу, приміщень, обладнання та 

комунікацій перед початком роботи. 

ДР 1.1. Підготовка персоналу 

Переодягання в відповідний одяг, підготовка та гігієна персоналу. 

ДР 1.2. Підготовка дезінфікуючих і миючих розчинів 

ДР 1.3. Підготовка виробничих приміщень 

Проводять обробку робочих поверхонь, стін та підлоги розчином 

миючого засобу та дизенфікуючим розчином.  

ДР 1.4. Підготовка виробничих приміщень та обладнання 

ДР 1.4.1.Миття та ополіскування 

Після кожного культивування ферментер та інокулятори піддаються 

обробці мийним розчином. Цей процес відбувається при температурі 60°C на 

завантажувальній лінії ферментера. Прямо перед початком технологічного 

процесу ферментери та інокулятори промиваються очищеною водою та 

стерильним паром.  

Після цього обладнання маркують. Використаний розчин 

направляється на відповідну обробку відходів для його нейтралізації.   
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Ополіскування проводиться за допомогою очищеної води. З'ємні 

частини (вузли) обладнання, що прямо контактують з виробничою 

сировиною, потрібно відсунути, розібрати і ретельно промити у мийному 

розчині протягом 30 хвилин при температурі 36 °C. Використана вода 

направляється до відповідного оброблення відходів для нейтралізації.. 

ДР 1.4.2.Технічний огляд 

Здійснюється технічний огляд обладнання з метою виявлення та 

усунення будь-яких нещільностей.   

ДР 1.4.3.Перевірка на герметичність 

Проводять перевірку на герметичність ємнісної апаратури згідно 

технологічної інструкції.  

ДР 1.4.4.Стерилізація обладнання 

Проводять стерилізацію обладнання при наступному режимі: t=125-

130°C, Р=0,28 МПа, тривалість процесу 1 год.  

ДР 2. Підготовка аераційного повітря  

 Під час культивування, як у посівному апараті, так і в ферментері, 

зростаюча культура отримує доступ до стерильного повітря під надлишковим 

тиском в діапазоні від 0,01 до 0,03 МПа. Цей тиск необхідний для 

задоволення біологічних потреб мікроорганізмів. 

ДР 2.1 Забір атмосферного повітря. 

Повітрозабір здійснюється за допомогою повітрозбірника, 

розташованого на висоті приблизно 8-10 метрів над поверхнею землі. 

ДР 2.2 Очищення повітря від пилу та механічних часток. 

На цих етапах основна маса великих фракцій механічних забруднень та 

пилу видаляється за допомогою повітряного фільтра. Для цього 

використовують фільтри попереднього очищення. 

ДР 2.3. Стиснення повітря 

Туррбокомпресор стискає повітря  до 0,35 МПа при температурі в 

діапазоні від 120 до 200°C. Тиск повітря в компресорі регулюється 

відповідно до обчисленого опору, що існує в системі підготовки повітря. 
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ДР 2.4.Охолодження повітря та видалення вологи 

Після проходження через компресор, повітря охолоджується в 

теплообміннику до температури у діапазоні від 26 до 30°C. Потім, у ресивері, 

відбувається стабілізація вологості повітря, досягаючи рівня вологості W = 

60-70%. 

ДР 2.5. Нагрівання повітря 

Повітря підігрівається в теплообміннику до температури, що 

перевищує температуру культивування на 5-10°C, наприклад, до 50°C. При 

цьому вологість повітря досягає рівня W = 50%. 

ДР 2.6. Очищення повітря в головному фільтрі 

Далі очищення повітря здійснюється за допомогою фільтра з діаметром 

пор 1 мкм, де використовуються синтетичні волокна як фільтруючий 

матеріал. Ступінь очищення такого повітря становить Е = 95%. Заміну 

фільтруючого матеріалу проводять двічі на рік за графіком. Однак, у випадку 

передчасного забруднення, зволоження або інфікування фільтруючого 

матеріалу, виконується позачергова заміна. 

ДР 2.7. Очищення повітря в індивідуальному фільтрі 

Остання операція на цьому етапі полягає у очищенні повітря за 

допомогою індивідуальних фільтрів Ultra класу U16, які забезпечують 

ступінь чистоти на рівні 99,99%. 

ДР 3. Приготування титрувальних агентів для титрування 

поживного середовища 

ДР 3.1. Зберігання аміачної води 

Зберігатимемо аміачну воду у герметичних контейнерах з 

непроникними кришками в прохолодному, сухому і добре провітрюваному 

місці від 0 до 10°С для більш стабільного зберігання. 

ДР 4. Зберігання гліцерину 

Зберігаємо гліцерин у герметичному контейнері з непроникними 

кришками. Важливо, щоб контейнер був стійким до корозії і не взаємодіяв з 
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гліцерином. Обираємо прохолодне і сухе місце для зберігання гліцерину. 

Температура повинна бути стабільною, близько кімнатної 20-25°С. 

ДР 5. Приготування та стерилізація поживних середовищ 

ДР 5.1.Приготування та стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в колбах на качалці 

ДР 5.1.1. Приготування та стерилізація композиції А 

Розрахунок складових для приготування 145 мл середовища наведено у 

таблиці 7.1. Гліцерол вагою 4,35 г та дріжджовий екстракт і м’ясний 

екстракт, вагою відповідно 0,435 г та 0,145 г, вимірюються на лабораторних 

та аналітичних вагах. Потім ці складові поміщають у колбу об’ємом 500 мл, 

додають 50 мл питної води та ретельно перемішують, щоб забезпечити повне 

розчинення всіх компонентів поживного середовища. Об’єм отриманого 

розчину доводять до 100 мл, додавши питної води, та контролюють його рН. 

Необхідно, щоб рН становив 7,0. Якщо значення рН не відповідає цій вимозі, 

його коригують, додаючи 0,1 М розчин аміачної води. Готову композицію 

закривають ватно-марлевою пробкою та стерилізують у автоклаві при 

температурі 112 °С протягом 30 хвилин. 

ДР5.1.2. Приготування та стерилізація композиції Б. 

На аналітичних вагах вимірюють 0,145 г KH2PO4. Цю наважку 

поміщають у колбу об'ємом 100 мл та додають 20 мл питної води. Зміст 

колби ретельно перемішують до повного розчинення. Об'єм приготованого 

розчину доводять до 30 мл, додавши питної води. Готовий розчин 

закривають ватно-марлевою пробкою та стерилізують у автоклаві при 

температурі 131 °С протягом 40 хвилин. 

ДР 5.1.3. Приготування та стерилізація композиції В. 

На аналітичних вагах зважують 0,145 г MgSO4 • 7 H20. Цю наважку 

поміщають у колбу об'ємом 100 мл та додають 10 мл питної води. Зміст 

колби ретельно перемішують до повного розчинення. Об'єм приготованого 

розчину доводять до 15 мл, додавши питної води. Готовий розчин 
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закривають ватно-марлевою пробкою та стерилізують у автоклаві при 

температурі 131 °С протягом 40 хвилин. 

Таблиця 7.1. 

Розрахунок компонентів для приготування 145 мл середовища 

Компоне

нт поживного 

середовища 

Концент

рація, г/л 

Вміст 

компонента 

у 145 мл 

поживного 

середовища, 

г 

Комп

озиція 

Об’є

м 

композиції, 

мл  

Гліцерол 30 4,35 А 100 

Дріжджов

ий екстракт 

3 0,435 

М’ясний 

екстракт 

1 0,145 

KH2PO4 1 0,145 Б 30 

MgSO4 • 7 

H20 

1 0,145 В 15 

Вода 964 мл 139,78 

мл 

Разом 145 

Після завершення стерилізації проводять перевірку стерильності 

середовища. Для цього зразки викладають на посівні пляшки або інші 

посудини та інкубують у термостаті при температурі (38±1)ºС протягом 24 

годин.  

У контрольних зразках не повинно бути жодного зростання 

мікроорганізмів, що свідчить про стерильність середовища. 

ДР 5.2.Приготування та стерилізація поживного середовища 

отримання посівного матеріалу в інокуляторі. 

ДР5.2.1. Приготування та стерилізація композиції А. 
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Розрахунок складових для приготування 1,45 л середовища наведено у 

таблиці 7.2. Гліцерол вагою 43,5 г, дріжджовий екстракт вагою 4,35 г та 

м'ясний екстракт вагою 1,45 г зважують на лабораторних та аналітичних 

вагах відповідно. Потім ці складові поміщають у колбу об'ємом 2000 мл та 

додають 500 мл питної води. Зміст колби ретельно перемішують до повного 

розчинення всіх компонентів поживного середовища. Готову композицію 

стерилізують у автоклаві при температурі 112 °С протягом 30 хвилин. 

ДР5.2.2. Приготування та стерилізація композиції Б. 

На аналітичних вагах вимірюють масу 1,45 г KH2PO4. Цю масу 

переносять у колбу об'ємом 500 мл та додають 200 мл питної води. Вміст 

колби тщательно перемішують до повного розчинення. Об'єм готового 

розчину зводять до 300 мл, додавши питної води. Отриманий розчин 

герметично закривають ватно-марлевою пробкою та піддають стерилізації у 

автоклаві при температурі 131 °C протягом 40 хвилин. 

ДР 5.2.3. Приготування та стерилізація композиції В. 

На аналітичних вагах вимірюють масу 1,45 г MgSO4 • 7 H2O, після 

чого цю масу переносять у колбу об'ємом 500 мл та додають 100 мл питної 

води. Зміст колби ретельно перемішують до повного розчинення. Потім 

доводять об'єм приготованого розчину до 150 мл, додавши питної води. 

Готовий розчин герметично закривають ватно-марлевою пробкою та 

стерилізують у автоклаві при температурі 131 °C протягом 40 хвилин. 
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Таблиця 7.2. 

Розрахунок компонентів для приготування 1,45 л середовища 

Компоне

нт поживного 

середовища 

Концент

рація, г/л 

Вміст 

компонента 

у 1,45 л 

поживного 

середовища, 

г 

Комп

озиція 

Об’є

м 

композиції, 

мл  

гліцерол 30 43,5 А 1000 

дріжджов

ий екстракт 

3 4,35 

м’ясний 

екстракт 

1 1,45 

KH2PO4 1 1,45 Б 300 

MgSO4 • 7 

H20 

1 1,45 В 150 

Вода 935,2 мл 1397,8 

мл 

Разом 1450 

Після завершення стерилізації проводять перевірку стерильності 

середовища. Для цього забирають зразки та виконують посіви на поживних 

середовищах. Посіви поміщають у термостат інкубатора, де їх інкубують 

протягом 24 годин при температурі (38±1)ºC.  

У результаті контрольних посівів очікується відсутність росту 

мікроорганізмів. Це свідчить про те, що середовище було успішно 

стерилізоване і не містить жодних живих мікроорганізмів. 

ДР 5.3. Приготування та стерилізація поживного середовища для 

біосинтезу гліцеролоксидази в ферментері. 

ДР5.3.1. Приготування та стерилізація композиції А. 
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Для приготування 14,5 літра середовища, згідно з таблицею 7.3, 

проводиться наступний розрахунок компонентів: гліцерол - 435 г, 

дріжджовий екстракт - 43,5 г,м'ясний екстракт - 14,5 г. Наважки цих 

компонентів поміщають у колбу об'ємом 2000 мл. До цієї колби додають 500 

мл питної води і ретельно перемішують, щоб повністю розчинити всі 

компоненти поживного середовища. 

Готову композицію піддають стерилізації в автоклаві при температурі 

112 °C протягом 30 хвилин. 

ДР5.3.2. Приготування та стерилізація композиції Б. 

На аналітичних вагах відміряють  14,5 г KH2PO4. Потім цю наважку 

поміщають у колбу об'ємом 500 мл та додають 200 мл питної води. Після 

цього ретельно перемішують, щоб повністю розчинити KH2PO4. Для 

досягнення об'єму 300 мл приготованого розчину додають питної води. 

Готовий розчин закривають ватно-марлевою пробкою та піддають 

стерилізації в автоклаві при температурі 131 °C протягом 40 хвилин. 

ДР 5.3.3. Приготування та стерилізація композиції В. 

На аналітичних вагах зважують 14,5 г MgSO4 • 7 H20, потім 

вимірюють об'єм колби - 500 мл. Після цього додають 100 мл води питної і 

ретельно перемішують до повного розчинення. Щоб досягти об'єму 150 мл 

приготованого розчину, додають питну воду. Готовий розчин закривають 

ватно-марлевою пробкою та стерилізують в автоклаві при температурі 131°C 

протягом 40 хвилин. 
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Таблиця 7.3. 

 

Розрахунок компонентів для приготування 14,5 л середовища 

Компоне

нт поживного 

середовища 

Концент

рація, г/л 

Вміст 

компонента 

у 14,5 л 

поживного 

середовища, 

г 

Комп

озиція 

Об’є

м 

композиції, 

мл  

Гліцерол 30 435 А 1000 

Дріжджов

ий екстракт 

3 43,5 

М’ясний 

екстракт 

1 14,5 

KH2PO4 1 14,5 Б 300 

MgSO4 • 7 

H20 

1 14,5 В 150 

Вода 935,2 мл 13798 

мл 

Разом 1450 

Після завершення стерилізації проводять перевірку стерильності 

середовища. Для цього забирають зразки та виконують посіви на поживних 

середовищах. Посіви поміщають у термостат інкубатора, де їх інкубують 

протягом 24 годин при температурі (38±1)ºC.  

У результаті контрольних посівів очікується відсутність росту 

мікроорганізмів. Це свідчить про те, що середовище було  

ТП 6.Підготовка посівного матеріалу. 

ТП 6.1. Підтримання колекційної культури. 

А. japonicus зберігають у пробірках, що містять скошене сусло-агарове 

середовище, і поміщають у холодильник при температурі від 2 до 8ºС. 
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Пересіви проводяться щоразу через 2-3 місяці. Всі маніпуляції з культурою 

виконуються в строго асептичних умовах.  

ТП 6.2. Одержання робочої культури на агаризованих середовищах. 

Колекційну культуру Aspergillus japonicus, що зберігається у пробірках 

з скошеним сусло-агаром, розсівають петлею до ізольованих колоній на 

чашки Петрі з сусло-агаром і вирощують в термостаті при 35-37°С протягом 

24 годин. 

ТП 6.3. Вирощування культури на агаризованих середовищах. 

Після отримання ізольованих колоній Aspergillus japonicus за 

допомогою петлі (від ТП 6.2.), засівають їх на пробірки з скошеним сусло-

агаром. Кожна ізольована колонія використовується для засіву окремої 

пробірки. Потім ці пробірки поміщають у термостат, де вирощують при 

температурі 35-37°С протягом 24 годин.  

ТП 6.4. Вирощування інокуляту в колбах з рідким поживним 

середовищем на качалках. 

Для вирощування інокуляту отримані стерильні композиції для 

приготування поживного середовища в стерильних умовах об’єднують, 

перемішують та відправляють в одну стерильну качалочну колбу об’ємом 

750 мл. 

Для підготовки робочої культури Aspergillus japonicus на скошеному 

м'ясо-пептонному бульйоні, вносять 5 мл фізіологічного розчину до пробірки 

з культурою. Клітини ретельно суспендують у розчині, а потім за допомогою 

піпетки відбирають отриману дріжджову суспензію і додають у колби з 

розлитим поживним середовищем. Для засіву однієї колби використовується 

суспензія, отримана з однієї пробірки. 

Після засіву колби з інокулятом вирощують протягом 24 годин при 

температурі 35-37°С та зі швидкістю перемішування 33 обороти на хвилину. 

Після 20-22 годин виконують мікробіологічний контроль та визначають 

кількість живих клітин за методом Коха, яка повинна бути не меншою за 109 

КУО/мл.  
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ТП6.5. Вирощування інокуляту в інокуляторі об’ємом 2,5л. 

Перший етап біосинтезу Aspergillus japonicus проводять у інокуляторі 

об'ємом 2,5 л, який містить 1,6 л стерильного поживного середовища. Для 

внесення посівного матеріалу використовують колби (згадані в ТП 4.3.). 

Процес культивування в ферментері відбувається при швидкості 

перемішування 33 обороти на хвилину та витраті повітря 2 л/л. 

Культивування триває 48 годин. Після 20-22 годин виконують 

мікробіологічний контроль та визначають кількість живих клітин за методом 

Коха, яка повинна бути не меншою за 109 КУО/мл.  

ТП 7. Біосинтез  

ТП 7.1.Виробниче культивування  

Для даного етапу біосинтезу Aspergillus japonicus використовують 

ферментер об'ємом 20 л, в якому міститься 14,5 л стерильного поживного 

середовища. Посівний матеріал вносять з ферментеру попереднього етапу 

біосинтезу. Процес культивування проводять при швидкості перемішування 

33 обороти на хвилину та витраті повітря 2 л/л. Тривалість культивування 

становить 48 годин. 

Періодично (кожні 5 годин) забирають проби культуральної рідини для 

мікробіологічного контролю, визначення концентрації біомаси та цільового 

продукту, а також вмісту джерел вуглецю та азоту. 
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РОЗДІЛ 8. КОНТРОЛЬ ВИРОБНИЦТВА 

8.1  Мікробіологічний контроль стерильності поживних середовищ 

Для здійснення мікробіологічного контролю поживних середовищ та 

якості посівного матеріалу застосовуються два методи. Перший метод - це 

метод прямого мікроскопування за допомогою методу "роздавленої краплі". 

Другий метод - це метод висіву на чашки Петрі з агаризованим середовищем, 

згаданий у джерелі [38]. 

Для аналізу стерильності поживного середовища відбирають проби, які 

піддають мікроскопуванню за допомогою методу "роздавленої краплі". 

Результатом цього мікроскопічного аналізу поживного середовища має бути 

відсутність мікробіоти в полі зору препарату.  

Мікроскопіювання будуть проводити  у звичайному світловому 

мікроскопі з імерсійною системою. Для приготування препарату, 

використовували метод "роздавленої каплі" (для зразка колонії потрібно 

взяти краплю води і розмістити її на предметному склі; далі, накрити цю 

краплю покривним склом), де всю процедуру проводили в стерильних 

умовах. При мікроскопіюванні, за відсутності сторонніх мікроорганізмів 

можна чудово побвчити клітини розміром 2-4 мкм із міцелієм [39,40]. 
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Рис 1. A. japonicus URM 3916: А) колонія агаризованому середовищі, з 

7 днів росту; В) клітина (стрілка 1), конідієносець (стрілка 2) і конідіальна 

головка (стрілка 3) (17,7х); С) подовжена куляста пухирчатка, однорядна 

стеригма (стрілка 4) (106x); D) кулясті та еквінуловані конідії (112х) [41,42]. 

 Додатково, проби поживного середовища розсіюють на чашки Петрі з 

агаризованим середовищем. Результатом цього процесу має бути відсутність 

мікробних контамінацій на чашках Петрі. Якщо спостерігається наявність 

мікробіоти в поживному середовищі, його не використовують для 

подальшого засіву. [5]. 

8.2 Мікробіологічний контроль посівного матеріалу і культуральної 

рідини 

Для визначення якості посівного матеріалу застосовуються метод 

прямого мікроскопіювання та висів на чашки Петрі. Посівний матеріал 

розсівають петлею на чашки Петрі з м'ясо-пептонним агаром (МПА) та м'ясо-

пептонним бульйоном (МПБ) для виявлення бактерій, а також на чашки 

Петрі з сусло-агаром (СА) для виявлення дріжджів і грибів, згаданих у 

джерелі [19]. 

Результатом мікроскопіювання посівного матеріалу має бути 

відсутність сторонньої мікробіоти в полі зору препарату. Також на чашках 

Петрі не повинно бути сторонніх мікробних контамінацій. Якщо виявляється 
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стороння мікробіота в посівному матеріалі, його не використовують для 

подальшого засіву.  

8.3 Контроль концентрації джерел вуглецевого і азотного живлення 

8.3.1 Визначення вмісту редукуючих цукрів 

Для визначення редукуючих цукрів за допомогою методу Макс-

Мюллера, приготовлену водну витяжку вливають в конічну колбу об'ємом 

150-200 см³. Послідовно вносять розчин Фелінга І та Фелінга II, по 25 см³ 

кожного, за допомогою піпетки. Отриману суміш нагрівають до кипіння, а 

потім додають 50 см³ підготовленого розчину для аналізу. Кип'ять суміш 

рівно 2 хвилини, рахуючи час від появи перших бульбашок на поверхні. 

Після кипіння дозволяють осаду міді осісти [43].  

Після кипіння розчину та осідання міді, розчин над осадом повинен 

бути синього кольору від надлишку розчину Фелінга. Якщо розчин 

знебарвився, це може свідчити про неповне окислення цукру. В такому 

випадку аналіз слід повторити, зменшивши об'єм аналізованого фільтрату, 

але точно вимірявши його об'єм. 

Для проведення подальших операцій, в колбу додають дистильовану 

воду таку кількість, щоб разом з новим об'ємом становила 50 см³. У колбу 

Бунзена обережно декантують досліджуваний розчин, уникнувши 

перенесення осаду на фільтр. Осад міді повинен залишатися завжди 

покритим рідиною, щоб запобігти його окисленню киснем повітря. Для цього 

після зливання залишків розчину на фільтр до осаду оксиду міді додають 5-

10 см³ попередньо прокип'яченої гарячої води (яка була прокип'ячена для 

видалення кисню). Після повторного осідання оксиду міді воду декантують 

через фільтр. Цю операцію промивання, відстоювання та декантації гарячою 

водою повторюють кілька разів, поки промивна вода не втрачає блакитного 

кольору.  

Після промивання рідини з колби, рідину виливають, а саму колбу 

ретельно промивають водою. Далі, в конічну колбу з осадом міді, що 
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знаходиться під невеликим шаром промивної води, поступово вливають 

невеликими порціями (по 30 см³) розчин залізоамонійних квасців. У 

результаті оксид міді (Cu₂O) окислюється, а залізо відновлюється до оксиду 

заліза. Отриману світлозелену рідину обережно зливають по скляній паличці 

на той самий фільтр, що використовувався раніше. При цьому розчиняються 

частинки оксиду міді, які можуть бути залишені на фільтрі.  

Після додавання залізоамонійних квасців і розчинення осаду Cu₂O, 

поверхню фільтра та рідину обережно перемішують скляною паличкою, щоб 

краще розчинити частинки міді. Після цього конічну колбу і фільтр добре 

промивають дистильованою водою. Рідину з колби пропускають через 

фільтр, щоб зібрати всі розчинені рештки осаду. Отриманий фільтрат 

титрують 0,1 М розчином перманганату калію до незникаючого протягом 30 

секунд до слабо-рожевого забарвлення. Це дозволяє визначити кількість 

редукуючих цукрів у розчині. 

При цьому сульфат заліза (II) переходить у сульфат заліза (III) за 

реакцією: 

10FеSО4+ 2KMnO4 + 8Н2SO4 = 5Fе2 (SО4)3 + К2SО4+ 2МnSО4 + 8Н2  

8.3.2 Визначення вмісту амінного азоту  

Метод заснований на взаємодії амінокислот з міддю і використанні 

йодометричного титрування для визначення кількості міді. Процедура 

полягає в додаванні надлишку суспензії ортофосфату міді (Cu3(PO4)2) у 

боратному буферному розчині до слаболужного розчину амінокислот. Це 

сприяє утворенню розчинних мідних комплексних з'єднань. Для 

відокремлення цих з'єднань від нерозчинного ортофосфату міді, отриману 

суміш фільтрують. Потім до фільтрату додають оцтову кислоту, яка 

розщеплює комплексні з'єднання, звільняючи мідь, яка перетворюється в 

ацетат міді. Цей ацетат міді потім титрують розчином йоду за допомогою 

йодометрії для визначення його концентрації. [40] 
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Для визначення міді, що бере участь у реакції, додають йодид калію до 

розчину, з метою встановлення її кількості: 

2Cu(CH3COO)2 + 4KJ = J2 + 2CuJ + 4CH3COOK 

Під час реакції утворюється йод у кількості, еквівалентній кількості 

міді, а також азоту амінокислот. Ці речовини можна визначити шляхом 

титрування розчином тіосульфату натрію: 

J2 + 2Na2S2O3=2NaJ + Na2S4O6 

Кожній 1 см³ 0,01 Н розчину тіосульфату натрію відповідає 0,28 мг 

амінного азоту. Це пояснюється тим, що один атом міді реагує з двома 

молекулами амінокислот, утворюючи сполуку типу Cu(RCHNH2COO)2.  

У мірну колбу об'ємом 50 см³ вводять 5 см³ аналізованого розчину. 

Додають 3-4 краплини індикатору тімолфталеїну і поступово додають розчин 

гідроксиду натрію з концентрацією 0,1 моль/дм³ до появи блідо-блакитного 

забарвлення. Потім до слабколужного розчину, що знаходиться у циліндрі, 

обережно доливають порціями 30 см³ суспензії ортофосфату міді за 

постійного перемішування. Далі доводять вміст колби дистильованою водою 

до мітки, перемішують і проціджують через паперовий фільтр. Фільтрат 

повинен бути прозорим. 10 см³ абсолютно прозорого фільтрату переносять 

піпеткою в порцелянову чашку або конічну колбу, додають 0,5 см³ 80%-ної 

оцтової кислоти (підкислюють) і 10 см³ розчину йодаду калію. Після 

перемішування титрують йод, який виділився, розчином тіосульфату натрію 

з концентрацією 0,01 моль/дм³ з використанням мікробюретки. На кінці 

титрування до розчину додають 1-2 краплі розчину крохмалю. Кінець 

титрування визначають по зникненню синього забарвлення від однієї краплі 

тіосульфату натрію.  

Щоб визначити кількість амінного азоту в 10 см³ фільтрату, масу 

тіосульфату натрію, яка була використана для титрування, потрібно 

помножити на 0,28. Це обчислення враховує розчинення маси тіосульфату 

натрію у вмісті 1 см³ суспензії. Загальний вміст амінного азоту в 100 

см3 сусла Х розраховують за формулою: 
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Де: а - об'єм розчину тіосульфату натрію концентрацією 0,01 моль/дм³, 

який пішов на титрування, в см³; 

б - об'єм дослідної рідини, взятий на аналіз, в см³. 

8.4.1 Визначення концентрації біомаси 

 Для визначення концентрації біомаси використовується непрямий 

метод, оснований на вимірюванні оптичної густини клітинної суспензії. Це 

досягається шляхом розведення культуральної рідини в 10 разів стерильною 

питною водою. Потім 0,5 мл отриманої розведеної суспензії поміщають у 

кювету розміром 2,5 мм і вимірюють оптичну щільність при довжині хвилі 

590 нм на спектрофотометрі. 

Для отримання точних результатів використовують розчин порівняння, 

який отримують шляхом розведення стерильного середовища в 10 разів 

стерильною питною водою. Отримані показники оптичної щільності на 

спектрофотометрі множать на 20, щоб врахувати розведення та довжину 

кювети. 

Після отримання оптичної щільності клітинної суспензії за допомогою 

калібрувального графіка проводиться перерахунок на суху біомасу, що 

дозволяє визначити концентрацію біомаси в клітинній суспензії. 

8.4.2 Визначення концентрації цільового продукту 

(гліцеролоксидази) 

Ферментний аналіз визначення активності гліцеролоксидази був 

заснований на вимірюванні перекису водню, який утворюється при окисленні 

гліцерину. Перекис водню окиснювали 4-аміноантипірином і фенолом у 

присутності пероксидази до утворуння хінонімінового барвника. Кількість 

утвореного хіноніміну вимірювали спектрофотометрично при 500 нм. 
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Реактиви: N-трис(гідроксиметил)метил-2-аміноетансульфонова кислота 

(TES)-аміачний буфер- 1,0 мл; 4-Аміноантипірин - 0,5 мл; фенол - 0,1; 

гліцерин- 0,5 мл; гліцеролоксидаза - 0,2 мг/мл. 

Закономірність проходження досліду: до 0,5 мл гліцерину додають 1,0 

мл (TES)-аміачного буферу, потім поступово добавляють  0,5 мл 4-

аміноантипірину, та 0,5 мл фенолу тоді перемішуючи вводять 0,1 мл 

гліцеролоксидази. Суміш витримують при 370С при постійному струшуванні 

10 хвилин, поступово бачимо зміну кольору, що означає утворення 

хінонімінового барвника. Далі досліджувану речовину відправляють в 

спектрофотометр, де за допомогою калібрувального графіка визначаємо 

активність ферменту. [39] 

Для визначення загального вмісту білка використовують метод Лоурі. 

Не можна стверджувати, що концентрація білка буде дорівнювати 

концентрації ферменту гліцеролоксидази, ця методика нам потрібна як 

допоміжна (оскільки основний показник – активність гліцеролоксидази треба 

відносити до загальної концентрації білку), для визначення питомого 

показника.   

Метод Лоурі (Lowry) - один із колориметричних методів кількісного 

визначення білків у розчині, запропонований вченим у 1951 році. 

Метод визначення концентрації білків ґрунтується на їх реакції з 

солями міді (II) у лужному середовищі та відновленні реактиву Фоліна. При 

цій реакції утворюються забарвлені продукти, інтенсивність забарвлення 

яких вимірюють за оптичною щільністю при довжині хвилі 750 нм. 

Реактив Фоліна взаємодіє з залишками ароматичних амінокислот білка, 

зокрема тирозину, триптофану, фенілаланіну та в певній мірі з цистеїном. 

Після деяшого часу, зазвичай 20-30 хвилин при кімнатній температурі, 

досягається максимальне забарвлення. Подальше збільшення часу 

призводить до зменшення інтенсивності забарвлення 
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Отже, шляхом вимірювання оптичної щільності при довжині хвилі 750 

нм можна визначити інтенсивність забарвлення, що залежить від 

концентрації білків у розчині.[42,43] 

Реактиви: 

Реактив №1: 2% розчин Na2CO3 в 0,1 М  розчині NaOH. 

Реактив №2: 0,5% розчин CuSO4 × 5H2O в 1%-му цитраті натрію. 

Реактив №3 готується перед роботою: 15 мл реактиву №1 + 0,3 мл 

реактиву №2. 

Реактив №4 Для приготування реактиву Фоліна, також відомого як 

реактив №4, необхідно взяти 10 г перекристалізованого Na2WO4×2H2O та 

2,5 г Na2MoO4×2H2О і помістити їх у круглодонну колбу об'ємом 200-250 

мл. До цього додають 70 мл води і добре перемішують. 

До отриманого розчину додають 5 мл 85% розчину фосфорної кислоти 

і 10 мл концентрованої HCl (хлоридної кислоти). Колбу приєднують до 

зворотного холодильника за допомогою шліфу, ставлять на сітку і кип'ятять 

протягом 10 годин. 

Після цього до розчину додають 15 г Li2SO4, 5 мл води і одну краплю 

брому. Розчин перемішують і нагрівають, щоб видалити бром. Після 

охолодження розчин доводять до об'єму 100 мл додаванням води і 

фільтрують. Розчин розводять водою, щоб отримати 1 н розчин кислоти 

(приблизно вдвічі розведений). Кислотність розчину визначають шляхом 

титрування розведеного в 10 разів реактиву з 1 М лугом у присутності 

фенолфталеїну. 

Отриманий реактив Фоліна може бути збережений у темній склянці 

тривалий час для подальшого використання.Реактив №5: стандартний розчин 

білка, що містить 0,25 мг на 1 мл розчину. 

Реактив №6: розчин концентрації білка Х. [43] 

Для приготування реактивів , відповідно, потрібні пробірки, 

круглодонні колби, мірні колби, пальник та штатив. Для самого проведення 

методу лоурі потрібні кювети та спектрофотометр із здатністю поглинання 
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хвилі 500-750 нм , для побудування калібрувального графіка в залежності 

концентрація білка--оптична щільність.  

Для прикладу можемо запропунувати спектрофотометр ULAB 101, 

який своїми функціями задовільняє наші потреби. Наприклад робочий 

діапазон довжин хвиль ULAB 101  - 325-1000 нм, високоякісний кремнієвий 

фотодіод та дифракційна решітка на 1200 штр/мм будуть показувати високу 

точність вимірювань, а додаткове програмне забезпечення дозволяє 

розширити можливості приладу до вимірювання калібрувальних кривих та 

процесів кінетики. Також в приладу є можливість збереження 30 груп 

результатів вимірювань пам'яті, що є важливим для порівняння різних груп 

порівнювальних зразків. 

 

                        

     Рис. 2 Кювети                        Рис. 3 Спектрофотометр ULAB 101 

 

Коротка технічна характеристика ULAB 101: 

Встановлення довжини хвилі Ручна 

Робочий діапазон довжин хвиль, нм 325-1000 

Повторюваність довжини хвилі, нм 1 

Фотометрична похибка, %Т ±0,5 %T 

Діапазони вимірів -0,3-3Б; 0-200%; 0-9999 conc 

Кюветоутримувач у комплекті 3-х позиційний (100мм×24 мм) 

стандарт КФК-3 

Лампа Галогенна 
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Маса, кг 10 

Похибка установки довжини хвилі, нм ±2 нм 

Розміри 480×360×160 мм 

 

Готують білкові розчини різної концентрації, використовуючи 

дистильовану воду та стандартні білкові розчини в чотирьох пробірках. 

П’ятий зразок не містить білка і є контрольним для реагентів. У шосту 

пробірку помістити 0,4 мл невідомої концентрації культуральної рідини X.  

У всі пробірки додають по 2 мл реагенту №3 і ретельно перемішують. 

Через 10 хвилин додають 0,2 мл реактиву Фоліна. Реакційну суміш 

перемішують і залишають при кімнатній температурі на 30 хвилин. 

Інтенсивність розвитку забарвлення вимірюють спектрофотометрично 

(довжина хвилі 750 або 500 нм). Побудову калібрувальної кривої проводять 

наступним чином: оптичну густину кожного розчину виміряли та наносили 

на графік (калібрувальну криву), наносячи відому концентрацію на 

горизонтальній осі і значення оптичної густини, на вертикальній осі. 

Далі користуючись калібрувальною кривою, визначають невідому 

концентрацію білка в досліджуваному розчині, що відповідає виміряному 

значенню оптичної густини. 

Якщо потрібно провести попереднє осадження білка у досліджуваному 

розчині, до нього додають CCl3COOH (трихлороуксусну кислоту) до 

кінцевої концентрації 3-4%. Розчин добре перемішують і залишають на 10-20 

хв. Осад білка відокремлюють центрифугуванням і промивають 2% розчином 

CCl3COOH. Додають  1-2 мл 1 М розчину лугу до осаду і обережно 

нагрівають, поки білковий осад не розчиниться. Розчин білка кількісно 

переносять у мірну колбу на 25-50 мл, доводять водою до мітки, ретельно 

перемішують і проводять визначення білка. [44] 
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РОЗДІЛ 9 АНАЛІЗ ПЕРСПЕКТИВ ВПРОВАДЖЕННЯ СИСТЕМИ 

ЕКОЛОГІЗАЦІЇ ВИРОБНИЦТВА 

9.1 Характеристика та оцінка відходів 

У виробництві синтезується гліцеролооксидаза за допомогою 

Aspergillus japonicus, з використанням різних складових для середовища 

росту. За даними, середовище містить гліцерол (30 г/л), дріжджовий екстракт 

(3 г/л), м'ясний екстракт (1 г/л), KH2PO4 (1 г/л) та MgSO4 • 7 H20 (1 г/л). 

Для визначення складу та властивостей рідких відходів цього 

виробництва, необхідно проаналізувати хімічний склад та властивості кожної 

зі складових середовища росту. Зокрема, гліцерол є вуглеводнем, який може 

мати вплив на рівень кислотності відходів. Дріжджовий та м'ясний екстракти 

містять білки та інші органічні сполуки, які також можуть впливати на 

властивості відходів, зокрема на їхню біологічну розкладність. KH2PO4 та 

MgSO4 • 7 H20 - це неорганічні речовини, які можуть мати вплив на рівень 

кислотності та хімічну стійкість відходів.[46] 

9.2  Система знешкодження та утилізації рідких відходів 

Щоб розробити індивідуальну очистку рідких відходів, необхідно 

врахувати їх склад та властивості. Одним із ефективних методів очистки 

рідких відходів є біологічна очистка, яка використовується для 

знешкодження біологічно- активних відходів. Саме таку обробку відходів 

пропонує Бортнянська станція переробки відходів.  

Так як в нас невеликі обсяги виробництва, то всю рідину ми будемо 

зливати в контейнери (баки) та передавати на переробку Бортнянській станції 

переробки відходів заключивши індивідуальний договір. 
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9.3 Система знешкодження та утилізації твердих відходів 

Тверді відходи на виробництві консервуються шляхом їх збору та 

зберігання в спеціальних контейнерах для твердих відходів. Ці контейнери 

зазвичай зроблені з міцних матеріалів, які не деформуються під впливом 

важких відходів, та мають щільні кришки, які запобігають викиданню запахів 

та розвитку бактерій. [47] 

Для деяких типів твердих відходів, таких як хімічні відходи, можуть 

бути використані спеціальні засоби консервування, наприклад, насипні 

сорбенти, які забезпечують поглинання небезпечних речовин та запобігають 

їх викиданню в навколишнє середовище. [48] 

Крім того, для забезпечення безпечного зберігання твердих відходів на 

виробництві можуть використовуватись інші методи консервування, такі як 

термічна обробка, механічне знезараження, обробка водними розчинами або 

інші методи знешкодження. 

Найвигіднішим варіантом у нашому випадку бкде збирання твердих 

відходів у контейнери та подвльшої їх передачі на підприємство, яке буде їх 

утилізувати. 

9.4 Система знешкодження газоповітряних викидів 

Так як в нас невелике виробництво то нам буде доцільніше 

використовуввати додатковий фільтр для очистки газових відходів, після 

чого очищене повітря буде викидатись в атмосферу.  

Фільтрація є одним з методів очистки газоподібних відходів, який 

полягає у пропусканні газу через фільтруючий матеріал. Фільтруючий 

матеріал може бути виготовлений з різних матеріалів, таких як текстильні 

матеріали, папір, метал та інші матеріали, які можуть затримувати частинки 

різного розміру. 

Проаналізувавши певну кількість літературних джерел, можна зробити 

висновок, що нам підійде фільтр HEPA H14. Фільтр HEPA H14 є одним з 

найефективніших типів фільтрів з повітря, які використовуються для 

очищення повітря в промисловості та лабораторних умовах. Він може 
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забезпечити ефективну фільтрацію до 99,995% часток розміром 0,3 мкм. 

[49,50] 
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затвердження і внесення змін. – К. Мін-во охорони здоров’я України, 2002. 

ДСТУ 3803-98 Біотехнологія. 
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програми "Біотехнологія" ден. і заоч. форм навч. / В. О. Красінько ; Нац. ун-т 

харч. технол. – Київ: НУХТ – 2019. – 252 с. 
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