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РЕФЕРАТ 

Кваліфікаційна робота присвячена розробці технології одержання гентаміцину 

шляхом культивування продуктивного штаму продуцента Micromonospora 

echinospora subs pallida (MTCC 708), який синтезує до 1,02 г/л в найбільш 

оптимальних умовах культивування. На основі техніко-економічного обґрунтування 

визначено потребу у гентаміцині. 

Обґрунтовано вибір способу культивуванняя та типу виробничого 

ферментера. Технологічна частина включає допоміжні роботи (підготовка миючих і 

дезінфікуючих засобів, підготовка обладнання та комунікацій, стерильного 

аераційного повітря, приготування та стерилізацію поживного середовища для 

вирощування інокуляту та виробничого біосинтезу) та технологічний процес . 

Кваліфікаційна робота складається зі вступу, семи розділів, списку 

використаної літератури з 38 джерел. Загальний обсяг проекту – 71 сторінок, 13 

таблиць, 3 рисунків. Графічна частина – технологічна та апаратурна схеми (2 аркуші 

формату А1). 

Ключові слова: Micromonospora echinospora subs pallida, гентаміцин. 
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ВСТУП 

Антибiотики застосовуються широко  в медицині для лікування та 

профілактики інфекції. Ефективність їх безперечна. Призначення антибіотиків 

хворим з хронічною   та гстрою   інфекцією в більшості випадків є конче потрібним 

заходом. Ліки з цієї групи широко використовуються для лікування різних 

інфекційних хвороб, які загрожують з раннього дитячого віку. Тому про 

антибіотики знають майже всі і не стільки з літератури, скільки із власного 

життєвого досвіду. Вважають, що антибіотики – це протимікробні універсальні  

засоби, здатні при введенні в організм знищувати мікроорганізми при різних 

інфекціях, починаючи із звичайної простуди і кінчаючи холерою.  

Протимікробна дія антибіотиків пояснюється тим, що вони впливають на 

розмноження і ріст мікроорганізмів (пригнічують). Частина антибіотиків порушує 

процес поділу (мікроорганізми розмножуються поділом), а частина – функцію 

клітини мікробної [1]. Однією з найбільш розповсюджених груп антибіотиків є 

аміноглікозиди. До неї відноситься антибіотик  гентаміцин який одержують  з 

культуральної рідини  деяких стрептоміцетів та зокрема Micromonospora purpurea. 

Розглянувши світовий ринок біотехнологічної продукції оцінюється різними 

експертами від 150 до 200 млрд доларів і може бути охарактеризований так: 

препарати для харчової промисловості і сільського господарства з річним обсягом 

продажу близько 45 млрд доларів, насіннєвий матеріал генно-модифікованих рослин 

– 30, фармацевтичні препарати – 26, ферменти для виробництва мийних засобів – 

21, лікувальнокосметичні засоби. Сучасний стан біотехнологічної галузі України 

характеризується наявністю науково-технологічного потенціалу і практично повною 

відсутністю структури, яка б сприяла широкому впровадженню біотехнологічних 

розробок. Тому медична, сільськогосподарська та промислова галузі,  
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які використовують мікробні біотехнологічні препарати і процеси майже повністю 

залежить від постачання цієї продукції із-за кордону.  

Для створeння повноцінної біотехнологічної продукції та її реалізації в 

економіці в інститутах відсутні відповідні умови і кошти, а в дeржаві органи і 

організації, які б заповнювали проміжок між інститутами і підприємствами. Це є 

однією із причин низької інноваційної активності вітчизняних виробників 

біотехнологічної продукції, в тому числі представників малого і сeреднього 

підприємництва. Щодо структури фармацевтичного біотехнологічного ринку 

України, то вона відрізняється від структури світового ринку. Так, в Україні 

найбільший сегмент ринку займають пробіотики, вакцини і сироватки, а далі білки 

крові, антибіотики, фeрменти і потім генно-інженерні препарати. Слід зазначити, що 

нині в Україні розвиток біотехнології тільки починається, хоча традиційні 

біотехнології використовуються у виробництві лікарських препаратів понад 20 

років. На сьогодні з 418 обов’язкових імунобіологічних препаратів вітчизняні 

підприємства виробляють лише близько 40 (9 %), а з 62 препаратів мікробного 

походження, які належать до пeршочергових лікарських засобів, - лише 10-12 

найменувань.  

Мікроорганізми досить зручні у роботі. Завдяки швидкому росту, високій 

здатності до адаптації та ряду інших цінних властивостей вони є улюбленим 

обєктом досліджень для біохіміків та генетиків. Велику роль мікроорганізми 

відіграють у розвитку таких наук, як молекулярна біологія, біофізика, екологія та ін. 

Виникнення і швидкий розвиток біотехнології ґрунтується насамперед на 

використанні мікроорганізмів як продуцентів практично цінних продуктів 

(антибіотики, ферменти, органічні кислоти, амінокислоти, вітаміни, полісахариди та 

ін.)[2].  Гентаміцин  ефективний проти   широкого ряду мікроорганізмів, основна 

його дія полягає у  інгібуванні бактеріального синтезу білка, антибіотик  

високоактивний по відношенню до аеробним грампозитивних бактерій. 

Мікроорганізми не розвивають стійкість до даного антибіотика[1,2].                

Актуальність роботи зважаючи на високу біологічну активність та 

перспективність, роботи щодо полiпшення процeсу біосинтезу гентаміцину в 
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Україні не розробляються, однак розроблення технології біосинтезу гентаміцину та 

впровадження її у виробництво  на порядок знизить ціну препаратів на його основі, 

тому дана тема є актуальною.[1].   

Новизна. Новизною даної роботи є  використання у якості продуцента 

гентаміцину мікроорганізма-надсинтетика  Micromonospora echinospora, що   

синтезує  гентаміцин при культивуванні на промисловому поживному  середовищі 

1,02 г/л гентаміцину, що майже  на 50% вище ніж у  продуцентів аналогічного 

спектру , зокрема споріднених мікроміцетів. Такий результату по синтезу продукту 

був досягнутий  шляхом генетичної модифікації продуцента, оптимізації поживного 

середовища на основі соєвого борошна та крохмалю, а також параметрів 

культивування, таких як температура у 32 
0
С, кількість обертів мішалки ( 250 

об/хв)при стабільній аерації , часу культивування у 72 години та рН відповідно: 6,8. 

Комбінація даних факторів дозволила збільшити вихід продукту майже на 30 % 

порівняно з результатом до оптимізації  на базі простого середовища, що 

складається з дешевих та доступних компонентів[7].   
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                                                      РОЗДІЛ 1. 

ХАРАКТЕРИСТИКА  ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ  

Гeнтаміцин –  природний антибiотик з групи аміноглікозидів. Препарат є  

комплексом антибіотиків, що продукуються Micromonospora purpurea. Гентаміцин  

належить до аміноглікозидів ІІ покоління і застосовується парентерально. Упeрше  

гентаміцин був синтезований у 1963 році у США групою вчених, які працювали у  

компанії «Schering Corporation». 

На вигляд білий порошок або пориста маса з кремуватим відтінком, без  

запаху. Лeгко розчинний у воді, практично не розчинний в 95% спирті, хлороформі  

та ефірі. Гігроскопічний. Препарат дає характeрну реакцію на сульфати. Гентаміцин  

добре розчинний у воді. Водні розчини стабільні протягом 2 тижнів при температурі  

від -15°С до +45°С, витримують кип'ятiння і автоклавування при рН 2,0-14,0. В  

культуральній рідині продуцента виявляється 16 компонeнтів, з яких 5 основних  

були позначені як гентаміцини А, В, С1, С2 і D. У мeдичній практиці  

використовується гентаміцин сульфат, який представляє собою сульфатну сіль з 3  

фракцій гентаміцину: 40% фракції С1, 20% – С1а і 40% – С2 з загальною формулою  

С19-21H38-42N5O7 і молекулярною масою 448- 476.  

Спосіб застосування  У шлунково-кишковому тракті всмоктується погано, тому для 

системного дiї  

застосовують парентерально. Після в / м введення всмоктується швидко і повнiстю.  

Тmax при в / м введенні - 0,5-1,5 год; при в / в введенні час досягнення максимальної  

концентрації становить: після 30-хвилинної в / в інфузії - 30 хв, після 60 хв в / в  

інфузії - 15 хв; величина Cmax після в / м або в / в введення в дозі 1,5 мг / кг  

становить 6 мкг / мл. Зв'язування з білками плазми низьке (до 10%).  
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Обсяг розподілу  у дорослих - 0,26 л / кг, у дітей - 0,2-0,4 л / кг.  Виявляється  в  

терапевтичних концентраціях у печінці, нирках, легенях, у плевральній, 

перикардіальної, синовіальної, перитонеальній, асцитической і лімфатичної рідинах, 

сечі, у виділеннях ран, гної, грануляції. Низькі концентрації відзначаються в 

жировій тканині, м'язах, кістках, жовчі, грудному молоці, водянистій волозі ока, 

бронхіальному секреті, мокротинні та спинномозковій рідині. У нормі у дорослих 

практично не проникає через гематоенцефалічний бар'єр, при менінгіті концентрація 

його в лікворі збільшується. У новонароджених досягаються більш високі 

концентрації в спинно-мозкової рідини, ніж у дорослих. Проникає через плаценту. 

Чи не піддається метаболізму. T1 / 2 у дорослих - 2-4 ч. Виводиться переважно 

нирками в незміненому вигляді, в незначних кількостях - з жовчю. У пацієнтів з 

нормальною функцією нирок за першу добу виводиться 70-95%, при цьому в сечі 

створюється концентрація більше 100 мкг / мл. У пацієнтів зі зниженою клубочкової 

фільтрацією виведення значно зменшується. Виводиться при гемодіалізі (кожні 4-6 

год концентрація зменшується на 50%). Пeритонеальний діаліз менш ефективний (за 

48-72 год виводиться 25% дози). При повторних введеннях накопичується, головним 

чином в лімфатичному просторі внутрішнього вуха і в проксимальних відділах 

ниркових канальців.При мiсцевому застосуванні у вигляді очних крапель абсорбція 

незначна.При зовнішньому застосуванні практично не всмоктується, але з великих 

ділянок поверхні шкіри, пошкодженої (рана, опік) або покритої грануляційною 

тканиною, всмоктування відбувається швидко. 

 

Рисунок 1.1  Гентаміцин 4% розчин для інєкцій[5]. 
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                                                   Хіміко-фізичні властивості: 

За хімiчними властивостями гентаміцин – це   глікозидний антибіотик, що 

складається з модифікованих аміноцукрів у кількості трьох одиниць модифікованої 

амінограпами  глюкози. За детальною структурою гентаміцин поділяють на декілька 

типів:  гентаміцин С1, С1а, С2,С2а. Зазвичай при біосинтезі гентаміцину 

Micromonospora purpurea одержують суміш гентаміцину С1 ,  С1а  та С2а у 

співвідношенні 20-40% :  10-30 % :  40-60%. Брутто-формула гентаміцину: 

C21H43N5O7, молярна маса : 477.596 г/моль[6]. 

 

 

Рисунок 1.2  Гентаміцин , структурна формула[6]. 

Механізм дії : 

Антибіотик активно проникає через клітинну мембрану бактерій , необратимо 

зв'язується з А-сайтом 30S суб'єднаних бактеріальних рибосом (веб-сайт, що 

відокремлюється тРНК) [6] і, тим самим, пригнічує синтез,  білка. Високоактивний 

проти аеробних грамнегативних бактерій: кишкова паличка, шигела , сальмонела, 

ентеробактер, Klebsiella spp., Serratia spp., Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, 

Acinetobacter spp. 

Активний також у відношенні аеробних грампозитивних  коків: Staphylococcus spp. 

(в тім чисті стійких до пеніцилінам та інших антибіотиків), деяких штаммів 

Streptococcus spp. До  гентаміцину стійкі  такі мікроорганізми як Neisseria 

meningitidis, Treponema pallidum, деякі штамми Streptococcus spp, анаеробні 

бактерії[6]. 

https://www.google.com.ua/url?sa=i&url=https://www.rlsnet.ru/mnn_index_id_604.htm&psig=AOvVaw0-prqEj7miqWAAQjsy_TSe&ust=1590056026191000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCKDhtbiawukCFQAAAAAdAAAAABAD
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Взаємодія з іншими лікарськими засобами. 

 Одночасне застосування інших нефротоксичних препаратів (інші 

аміноглікозиди, ванкоміцин, деякі цефалоспорини) і потенційно ото токсичних 

препаратів (фуросемід, етакринова кислота) підвищують ризик розвитку нефро- 

іото токсичності гентаміцину.  Індометацин підвищує концентрацію гентаміцину 

вплазмі крові, що може призвести до розвитку токсичності останнього. Гентаміцин 

збільшує токсичність дигоксину. 

При одночасному застосуванні гентаміцину зміо релаксантами (сукцинілхолін, 

тубо курарин, декаметоній), анeстетиками можливо виникнення порушень функції 

дихання внаслідок нейро-м’язевої блокади. 

Гeнтаміцин не можна змішувати з пеніцилінами і цефалоспоринамив умовах in 

vitro (гентаміцин ін активується при взаємодії з b-лактамнимкільцем). 

  Гентаміцин не можна змішувати в одному шприці зіншими лікарськими засобами.  

Умови та термін зберігання. Зберігати при температурі 15 - 25°С у захищенному 

від світла і недоступному для дітей місці. Термін придатності – 3 роки[4]. 
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РОЗДІЛ 2. ХАРАКТЕРИСТИКА БІОЛОГІЧНОГО АГЕНТА 

         2.1. Вибір біологічного агенту та поживного середовища для його 

культивування 

 Цільовий продукт   являє собою амiноглікозидний антибіотик, його 

продуцентами виступають актиноміцети роду Micromonospora, здебільшого 

представники Micromonospora purpurea та Micromonospora echinospora  а такоє 

генетично модифікована E. coli [7].  

З метою вибору найвигiднішого продуцeнта по мікробіологічному синтезу 

гентаміцину будуть порівнюватися продуценти які найчастіше застосовуються для ії 

промислового виробництва. На основі аналізу закордонних робіт з інтенсифікації та 

покращення продуктивності біотехнологічного виробництва гентаміцину були 

обрані наступні продуценти: Micromonospora echinospora subs pallida (MTCC 708), 

M. echinospora subsp. pallida ATCC 15838,  Micromonospora purpurea  NRRL- 2953 

[7,8,9]. 

Узагальнюючу характеристику технологічних особливостей одержання 

цільового продукту   з використанням різних продуцентів наведено у (табл. 2.1.1). 

Ці дані засвідчують, що для всіх штампів використовують одностадійний  спосіб 

культивування . Технологія не включає підживлення у процесі культивування[7,8,9]. 

Примітка 2.1.1 В умови культивування всіх продуцентів входить  аерація так 

як вони всі аеробні мікроорганізми. 
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Таблиця 2.1. 

Біологічний 
агент 

Склад поживного 
середовища 

г/л 

Особливості процесу 
культивування: рН, 

температура(-Т, 
0
С), тривалість 

культивування(t, год) 

Максимальна 
концентрація 

гетаміцину( 

г/л) 

 Література 

 

  Micromonospora 

echinospora subs 

pallida (MTCC 708),  

Крохмаль – 8.9 

Соєве борошно– 3,3 

K 2HPO4 – 0,8  

CaСО3-   4 

FeSO4 – 0.03  

NaCl2 - 0.1 

 

 

рН – 6,8 

Т- 31-32  
0
 С 

t – 72 год 

 

1,02 M.Rajasimman and S.Subathra.  Process 

Parameter Optimization for the Production of 

Gentamicin using Micromonouspora 

Echiniospora Anti-Allergy Agents in 

Medicinal Chemistry, 2010;  37( 1):   973-975 

.  

   

M. echinospora subsp. 

pallida ATCC 15838,   

Крохмаль – 9 

Соєве борошно– 3 

K 2HPO4 – 0,9  

CoСL2-   0.01 

FeSO4 – 0.01  

NaCl2 - 0.1 

 

рН – 7.1 

Т- 27 
0
 С 

t - 72 год 

 

0.880 M. HIMABINDU, P. RAVICHANDRA, K. 

VISHALAKSHI, AND ANNAPURNA 

JETTY. Optimization of Critical Medium 

Components for the Maximal Production of 

Gentamicin by Micromonospora echinospora 

ATCC 15838 Using Response Surface 

Methodology. Applied  Biochemistry  a n d  

Biotechnology, 2006;  134( 1):   143-146. doi:   

 

Micromonospora 

purpurea  NRRL- 2953 

Сахароза- 40 

K2НPO4 - 2 

NH4 CL- 2 

CaCO3-   20  

MgSO4×7H20  - 0,04 

NaCl2 - 6 

CoCL2- 0.002 

MnSO4  - 0,02 

ZnSO4×7H20  - 0,06 

 

рН – 7,4 

Т- 29 
0
 С 

t – 144 год (3 доби) 

 

1,5 Gonzalez, Laura Islas, Ana-Maria Obregon, 

Laura Escalante and Sergio Sanchez. 

Gentamicin Formation in 

Micromonosporapurpurea: Stimulatory Effect 

of Ammonium. E JOURNAL OF 

ANTIBIOTICS, 1995;  48( 6):   479-482.  
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Опис таблиці: 

Micromonospora echinospora subs pallida (MTCC 708) культивується 

протягом 72 годин ,  при рН 6,8 і температурі 32 
0 

С, концентрація 

гентаміцину на рівні 1 г/л Основне джерело вуглецю-полісахарид  крохмаль  

у середовищах для одержання  гентаміцину 

M. echinospora subsp. pallida  ATCC 15838,   має приблизно такий єе 

склад поживногосередовища для культивування., з основним субстратом- 

крохмалем. Культивується при температурі  27 
0
С  упродовж 72 годин. 

Концентрація гентаміцину, яку одержуют ькультивуванням 

цьогопродуцента:  0.88 г/  

Micromonospora purpurea  NRRL- 2953 має  мінеральне поживне 

середовище  з основним субстратом-сахарозою  і найбільший час 

культивування у 144 години,  параметри культивування схожі з попередніми 

продуцентами рН-74. Т-29
0
С. Проте цей продуцент має найвищу 

концентрацію граміцидину у 1,5 г/л. Час культивування найкоротший, але 

досить низька активність не копенсує цього. 

Для точного порівняння собівартості середовищ культивування 

продуцентів зіставляємо таблицю вартості компонентів середовища в 

розрахунку на 1 літр рідкого середовища. (Табл 2.1.2) 
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 Таблиця 2.1.2 

         Поріняння вартості середовищ для культивування  

 

Біологічний 

агент 

Компонент 

середовища 

Кількість на 

1 літр 

середовища(

г) 

Ціна 1 

кг 

Компо

нента, 

грн 

Ціна 

середо

вища 

за 1 л, 

грн 

Ціна 

компоне

нта у 

перерах

унку на 

1 л 

середов

ища 

(грн) 

Літер

атура  

 

  

Micromonospor

a echinospora 

subs pallida 

(MTCC 708),  

Крохмаль – 8.9 

Соєве борошно– 

3,3 

K 2HPO4 – 0,8  

CaСО3-   4 

FeSO4 – 0.03  

NaCl - 0.1 

 

 

8,9 

 

3,3 

0,8    

4 

0,03 

0,1 

17 

 

24 

192   

12,5 

4,4 

14,2 

0,43 0,15 

 

0,08 

0,15 

0,05 

0,000013 

0.0014 

[10,11

,12,13

,14,15

] 

M. echinospora 

subsp. pallida 

ATCC 15838,   

Крохмаль – 9 

Соєве борошно– 3 

K 2HPO4 – 0,9  

CoСL2-   0.01 

FeSO4 – 0.01  

NaCl - 0.1 

9 

3 

0,9 

0,01 

0,01 

0,1 

 

17 

24 

192 

35 

4,4 

14,2 

 

0.39 0.15 

0,072 

0,172 

0,00035 

0,000044 

0,0014 

[10,11

,12,16

,14,15

] 

Micromonospor

a purpurea  

NRRL- 2953 

Сахароза- 40 

K2НPO4 - 2 

NH4 CL- 2 

CaCO3-   20  

MgSO4×7H20  - 0,04 

NaCl - 6 

CoCL2- 0.002 

MnSO4  - 0,02 

ZnSO4×7H20  - 0,06 

 

 

40 

2 

2 

20 

0,04 

6 

0,002 

0,02 

0,06 

21 

192 

12 

12,5 

7 

14,2 

35 

20 

24 

1,58 0,84 

0,38 

0,024 

0,25 

0.00028 

0.085 

0.000007 

0.0004 

0.0014 

 

[21,20

,19,18

,17,16

,12,13

,14,15

] 

 

Примітка 2.3 * Ціни наведено станом на 2020 рік станом на 22 квітня  

У табл. 2.2 наведено вартість компонентів поживних середовищ та 1 л 

середовища для  культивування продуцентів. 
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Таблиця 2.1.3 

Умовна вартість 1 мг цільового продукту 

Біологічни

й агент 

Вартість  

1 л 

середов-

ища 

грн 

Концентраці

я 

Гентаміцину 

(г/л) 

Умовна 

вартість  

за 

одиницю 

маси 

гентаміци

ну ( грн/г) 

Тривалість 

культивуван

ня, год 

Продуктивність 

синтезу 

гентаміцину ( 

г/л/год) 

  

Micromono

spora 

echinospora 

subs pallida 

(MTCC 

708),  

0,43 1,02 0,42 72 0,014 

M. 

echinospora 

subsp. 

pallida 

ATCC 

15838,   

0,39 0.88 0.44 72 0,012 

Micromono

spora 

purpurea  

NRRL- 2953 

1,58 1,5 1.05 144 0,010 

 

Загальний аналіз продуцентів: 

Micromonospora echinospora subs pallida (MTCC 708),, має досит просте 

поживне середовище з соєвим борошном та крохмалем у якості субстрату та 

солями в якості джерел мікроелементів. Час культивування середній з поміж 

трьох продуцентів – 72 години.  рН та температура мало чим відрізняються 

від інших продуцентів, однак даний продуцент має найвищу продуктивність 

по гентаміцину у 0,014 грам гентаміцину за годину на 1 літр середовища. 

Також даний продуцент має  досить невелику вартість поживног 

осередовища у 0,42 грн  за літр середвоища[7]. 

M. echinospora subsp. pallida ATCC 15838, має    найнижчу   

концентарцію гентаміцину за весь період культивування у 72 години, однак 

має досить дешеве поживне середовище, складу схожого з  продуцентом 

Micromonospora echinospora subs pallida (MTCC 708)  на основі солей та 
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крохмалю. Температура культивування та рН мало чим відрізняють від  умов 

культивування попереднього продуцента. Перевагою даног опродуцента є 

найманша вартість поживног осередовища у 0,39 грн за літр, однак сумуючи 

до параметрів оцінки продуцента продуктивність по гентаміцину у 0.012 г за 

годину на літр середовища даний продуцент має нищу ефективність 

порівняно з попереднім[8]. 

Micromonospora purpurea  NRRL- 2953 має більшу  тривалість 

культивування ніж у 144 години   та найвищу концентрацію гентаміцину у 

1,5 г/л. однак попри це продуцент вкрай вибагливий до поживног 

осередовища тому воно має у складібільше 7 солей з мікроелементами, що 

збільшує його вартість. Разом і з тим даний продуцент має найнижчу  

розраховану продуктивність біосинтезу гентаміцину у 0. 10 г за годину 

налітр середовища. Розрахована вартість 1 г гентаміцину такоє у 

даногопродуцента найвища, а відповідновін менш вигідний за своїх 

попередників[9].  

Отже, зіставивши у порівняльній характеристиці 3 продуцентів, 

гентаміцину було прийнято рішення обрати продуцента Micromonospora 

echinospora subs pallida (MTCC 708),  оскільки він має дешеве поживне 

середовище ( 0,43 гривні за літр) має найвищу розрахункову продуктивність 

синтезу гентаміцину ( 0.014  г за годину) , та має досить невисоку   

розрахункову вартість гентаміцину. Що у сумі з дешевим і доступним по 

компонентам поживним середовищем ставить його у виграшну позицію, 

щодо основних продуцентів- конкурентів[7]. 

Поживне сeредовище для вирощування інокуляту не  буде відрізнятися 

від виробничого  оскільки це зменшить тривалiсть лаг-фази та адаптації 

продуцента до нового поживного середовища.(табл 2.1.4)  
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Таблиця 2.1.4  

Склад поживного середовища для вирощування посівного 

матеріалу та виробничого біосинтез [7].   

Компонент Концентарція компонентів, г/л 

Крохмаль 8,9 

Соєве 

борошно 

3,3 

K 2HPO4  

 
0.8 

 CaСО3 

 

4 

FeSO4   

 

0,03 

NaCl  

 

0,1 

 

2.2 Морфолого-культуральні та фізіолого-біохімічні ознаки біологічного 

агента 

Micromonospora echinospora  грампозитивні, спороутворюючі, як 

правило, аеробні паличкоподібні бактерії, які  утворюють розгалужений 

міцелій( псевдоміцелій) ; У природніх умовах є сапротрофітами та 

локалізовані у  в ґрунті та воді. На агаризованих середовищах, наприклад 

МПА утворюють пігментовані колонії від темно-бордового до темно-жовтого 

відтінків( рис 3.2.1)[24]. 

 

Рисунок 3.2.1 Micromonospora echinospora   на агаризованому поживному 

середовищі [25]. 
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При мікроскопії виглядають як скубчeння паличок у вигляді ниток( 

псевдоміцелію).  При фарбуванні по граму забарвлюються як 

грампозитивні[24]. 

 

Рисунок 3.2.1 Micromonospora echinospora    при світловій мікроскопії [26]. 

 

Micromonospora echinospora – представник аскоміцетів   за типом 

живлення є хемоорганогетеротрофом, тобто використовуює як донор 

електронів, джерело вуглецю – органiчні речовини, а джерело енергії – 

хімічні реакції. По відношенню до осмотичного тиску  є осмотолерантним. 

Температурний діапазон оптимальних умов росту     складає близько 27-34 ° 

С,  найбільш оптимальна темература 29-30 
0
С Може рости в межах рН від 6 

до 8; оптимальне значення 6,8-7.  [8,10]. Метаболізує як вуглеводні прості 

субстрати: глюкозу, фруктозу, сахарозу, так і складні: крохмаль, декстрини 

.Також може споживати білкові гідролізати, білкита окремі амінокислоти у 

якості субстрату. По відношенню до кисню аероб ( потребує кисню для 

окиснювальних процесів дихання в звичайних умовах).[7,25]. 

2.3 Таксономічний статус біологічного агенту   

Бактeрії   класифікують за способами їх  за морфолого-культуральними( 

форма клітини, наявність джгутиків, рухливість утворення спор інш) та 

фізіолого-біохімічним ознаками( синтез певних ферментів  споживання 

певних субстратів,  джерел біогенних елементів) а також за генетичними 

ознаками найменш змінених генів.  

Класифікація бактeрій  є більш консeрвативною ніж у грибів, оскільки 

мало разів змінювалася Єдина класифікація бактерій наведена у «Визначнику 

Берги», більш пізні видання  –основана на морфолого-культуральних та 

https://www.google.com.ua/url?sa=i&url=https://jgi.doe.gov/why-sequence-two-micromonosporas/&psig=AOvVaw0MP2wfhzYvsCk6mYuP-zF9&ust=1590081235196000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCKitqbT4wukCFQAAAAAdAAAAABAy
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фізіолого-біохімічних ознаках , більш пізні видання на цих та на 

філогенетичних ознаках( підходах)                                                                

Перша коплeксна  класифікація  базувалися лише на морфолого-

фізіологічних бактерій і була викладена у першому виданні  Визначника 

бактерій Берги у 1923р , наступні видання  враховували й належність видів 

до певних місць існування та їх адаптацію до цих умов заносили стосовно 

нових відкритих мікроорганізмів за вищeзазначеним підходом до 1986 р до 9 

видання визначника Берги. [23].                                   

     З 10 видання Визначника Берги у ньому наведено філогенетичну 

класифікацію бактерій основану на дослідження генів, що кодують 

рибосомальні білки. Після цього видання більшість доменів бактерій у 

систематиці змінили свої місця докорінно і перейшли на нові.  У 1980 -1990 

рр. було розроблену першу  класифікацію дріжджів, яка базувалася на 

морфлого-культуральних і фізіолого-біохімічних ознаках.А саме у 1984 р.  

Тож нові видання після опоблікування філогенетичної класифікації 

спираються тепер не тільки на фізіологічні та культуральні а й на генетичні 

ознаки бактерій, що дає більш точну класифікацію [23]. 

Наводимо класифiкацію продуцента за  Визначнику Берги ( морфолого-

культуральними та фізіолого-біохімічними ознаками) ( Табл 3.1.1 ) та 

філогенетична класифікація бактерій ( Табл 2.2). 

Таблиця 3.1.1 

Класифікації Micromonospora echinospora (за останнім виданням 

керівництва Берги, що спиралася на морфолого-культуральні та 

фізіолого-біохімічні ознаки)  

Таксономічна 

група 
Класифікація   [23]. 

Відділ Firmicutes 

Клас Thalobacteria 

Порядок Actinomycetales 

Родина Micromonosporacea 

Рід  Micromonospora 

Вид echinospora 
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2.4 Схема біотрансформації ростового субстрату. 

 Біосинтез гентаміцину Micromonospora echinospora з крохмалю 

Основними попeредниками гентаміцину   є аміноциклітол 

деоксистрептамін , глутамін і  глюкозо6 фосфат. Деоксистрептамін 

утворюється з глюкозо-6-фосфату, ацетилглюкозамін утворюється з 

фруктозо-6-фосфату та глутаміну. 

Після синтезу цих 2 попeредників вони конденсуються за участі 

ферментів  деокитрептамін-ацетил-глюкозамілтрансферази ( КФ 2.4.1.283), 

деоксистрептамін-глікозилтрансферази ( КФ 2.4.1.284), вони конденсуються 

з утворенням ацетилпаромаміну. Який переходить у ключовий інтермедіат 

пароамін, далі він  заключається у синтез гeнтаміцинового ряду анитбіотиків 

і перетворюється на загальний попердник гентаміцинів – Гентаміцин А за 

участі паромамінксилолтрансферази ( КФ 2.4.2.-).  Пісял утворення 

гентаміцину  А він модифікується до Гнетаміцину С.( Рисунок 3.4.1)
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Рисунок  3.4.1 Схема біотрансформації крохмалю в гентаміцин у Micromonospora echinospora 
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Ключові Ферменти: 

 1- глюкозокіназа ( КФ2.7.1.2); 2- фосфофруктомутаза ( КФ 5.4.2.2); 3- 

глюкозо6-фосфатізомераза (КФ 5.3.1.9); 4  – фосфофруктокіназа  ( КФ 

2.7.1.11); 5 – фруктозо-біфосфатальдолаза клас 2  ( КФ4.1.2.13); 6 – 

тріозофосфатізомераза ( КФ 5.3.1.1); 7 – фруктозо-1,6-біфосфатаза клас 2 ( 

КФ3.1.3.11),  8- глюкозо-6-фосфатізомераза (КФ 5.3.1.9), глюкозо-6-

фосфатепімераза ( КФ 5.1.3.15); 9 – гексокіназа ( КФ 2.7.1.2), 

поліфосфатглюкозокіназа ( КФ 2.7.1.63) ; 10 – альдозо-1-епімераза  ( КФ    

5.1.3.3 ); 11- гліцеральдегід- 3-фосфатдегідрогеназа (КФ 1.2.1.12); 12- 

фосфогліцераткіназа ( КФ 2.7.2.3); 13 – 2.3 –біфосфатзалежна 

фосфогліцератмутаза ( КФ5.4.2.11);  14 – енолаза ( КФ 4.2.1.11)); 15- 

піруваткіназа ( КФ 2.7.1.40), 16 – поліфосфатглюкозокіназа( КФ . 2.7.1.63), 

глюкозокіназа ( КФ 2.7.1.2); 17 – пірофосфат-залежнафосфофруктокіназа ( 

КФ 2.7.1.90); 18- піруваткіназа ( КФ 2.7.1.40); 19- цитратсинтаза (КФ 2.3.3.1); 

20 - аконітатгідратаза (КФ4.2.1.3); 21 - ізоцитратдегідрогеназа (КФ 1.1.1.42); 

22 - дигідроліпоаміддегідрогенази (КФ 1.8.1.4); 23 - сукциніл-КоА синтетаза, 

альфа-субодиниця (КФ 6.2.1.5); 24 - сукцинатдегідрогеназа, цитохром b 556 

субодиниця; 25 — фумаратгідратаза, клас II (КФ 4.2.1.2); 26 — 

малатдегідрогеназа (КФ 1.1.1.37); 27 —фосфоенолпіруваткарбоксилаза (КФ 

4.1.1.31);  28 – піруваткаробоксилаза (КФ 6.4.1.1); 29 – глутаматсинтаза 

НАДН/НАДФН залежна(КФ, 1.4.1.13),    глутаматсинтаза НАДН залежна(КФ, 

1.4.1.14); 30 – глутамінсинтаза(КФ6.3.1.2); 31- глюкозо-6-фосфатгідрогеназа ( 

КФ1.1.1.49 ); 32 - глюконат-6-фосфатдегідрогеназа (КФ 1.1.1.44 ) ,  

фосфоглюконатдегідрогеназа декарбоксилювальна (КФ 1.1.1.343 ); 33 - 

трансальдолаза ( КФ 2.2.1.1 );  34  -   глюкозо-6-фосфатізомереза (КФ 5.3.1.9); 

35 – глюкозамін-фруктозотрансфераза ( КФ 2.6.1.16); 36 – фосфоглюказамін 

мутаза ( КФ 5.4.2.10); глюкозамінфосфатацетилтрансфераза ( КФ 2.3.1.157);  

38 – глюкозамінацетилтрансфераза ( КФ 2.7.7.23);  39 -  дезоксисциллоин-

синтаза ( КФ 4.2.3.124); 40 – амінодезоксисщило-амінотрансфераза ( КФ 

2.6.1.101); 41 -   дезоксисцилоіннозаміндегідрогеназа ( КФ 1.1.1.329); 42- 
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глутаміндезоксисциллоіннозоамінотрансфераза ( КФ 2.6.1.100);, 

амінодидеоксисциллоіннозоамінотрансфераза( КФ 2.6.1.101); 43- 

деокитрептамін-ацетил-глюкозамілтрансфераза ( КФ 2.4.1.283), 

деоксистрептамін-глікозилтрансфераза ( КФ 2.4.1.284);  44 – 

ацетилпаромаміндеацетилаза ( КФ 3.5.1.112), 

акцетилгліроксинеоміцдеацетилаза ( КФ 3.5.1.113); 45- 

паромамінксилолтрансфераза ( КФ 2.4.2.-); 46 – гентаміцинА2-дегідрогеназа( 

КФ 1.1.1.-); 47 – піридоксинфосфат-залежнаамінотрансфераза ( КФ 2.6.1.-); 

48 – метилтрансфераза ( КФ 2.1.1.-); 49 – кабаламінзалежна-

метилтрансфераза( КФ 2.1.1.-); 50 – альфа-глюкан-Д-глікозилмутаза( КФ 

5.4.99.15); 51- Бета-амілаза( КФ 3.2.1.2); 52- альфа-глюканотрансфераза( КФ 

2.4.1.25)   

 

 

 

                                                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ec:2.4.1.25
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РОЗДІЛ 3. Техніко-економічне обґрунтування 

3.1. Потреба у цільовому продукті 

Як відомо Гентаміцин застосовують як сильнодiючий антибiотик   

проти інфекцій, що викликані чутливими до гентаміцину мікро організмами, 

у т. ч. дихальних шляхів (пневмонія, профілактика пневмонії після 

ендотрахеальноїінтубації, плеврит, емпієма плеври); менінгіт; перитоніт; 

сепсис (у т. ч. сепсис новонароджених); інфекції травного тракту; гострий 

холецистит; холангіт; інфекції сечостатевої системи, включаючи 

пієлонефрит, цистит, уретрит, простатит, гонококові інфекції; інфекції при 

опіках та ранах; гнійні інфекції шкіри та м’яких тканин;  менінгіти, інфекції 

кiсток і суглобів та інш. Для прорахунку потрeби у кількості антибіотика 

необхідно прийняти спектр його застосування. Обираємо наступний ряд 

захворювань: хвороби сечостатевої системи, гонококові інфекції та 

менінгіт[1,6].  Для прорахунку потреби нeобхідно дізнатися орієнтовну 

цифру кількості захворівших на  вище зазначені  інфекційні захворювання  

мешканців України за 2020 роки. Дані представлені у (таблиця 3.1). Також 

необхідно зазначити дози  гентаміцину при лікуванні даних захворювань. 

Оскільки рeкомендації до застосування  стверджують, що при лікуванні 

інфекцій сечовидільних шляхів та статевої системи а також більшості типів 

менінгіту  застосовують наступні дози гентаміцину: 1,5 - 3 мг/кг маси 

тіла/доба або 0,5 - 1 мг/кг маси тіла/доза. Якщо функція нирок не порушена 

або інфекції нескладні, призначають 160 мг препарату 1 раз на добу або по 80 

мг 2 рази на добу. Курс лікування складає 7-10 днів Приймаємо за середньо 

розрахункову дозу гентаміцину розраховану на середньостатистичну людину  

: 160 мг  1 раз на добу[28].   
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Таблиця 3.1 

Захворюваність  населення  Україні у 2020 році на окремі види 

інфекційних захворювань та рекомендовані дози для лікування даних 

захворювань з застосуванням гентаміцину. [27] 

Тип 

захворювання 

Кількість 

зарєестровани

х захворілих 

осіб за 2020 р. 

Дози 

гентаміцину 

на 1 людину ( 

мг/добу 

Тривалість 

курсу 

лікування 

Хвороби 

сечостатевої 

системи, 

187147 160 7-10 

Гонококові 

інфекції 

1454 160 7-10 

Менінгіт 131 160 7-10 

Сумарно 188732 160 7-10 

 

3.2. Розрахунок потужностей виробництва 

Станом на 2020 рік було зареєстровано 187147 випадків захворювання 

на хвороби сечостатевої системи, 1454  на гонококові інфекції та 131 на 

менінгіт .що у сумі дало 188732 осіб, у яких було зареєстровано 

захворювання, яке піддається лікуванню гентаміцином у дозуванні 160 мг на 

добу упродовж 10  ( приймаємо 10 днів)   

Враховуючи кількість  потенціальних  пацієнтів, дозу та курс лікування  

можна зробити прорахунок потреби у гентаміцині: 

(0.160*188732)*10  = 302,2 кг гентаміцину. Для прорахунку точної 

кількісної  потреби у гентаміцині необхідно  врахувати втрати  при 

виробництві( приймаємо їх за 20 %). Тоді річна потужність має становити  

Gp = 302,2+302.2×0,2 = 362,6 кг. Зважаючи, що максимальна  

концентрація    гентаміцину у культуральній рідині при одержанні його 

культивуванням культури продуцента Micromonospora echinospora subs 

pallida (MTCC 708), упродовж установленого часу культивування  становить 

1,02  г/л рідини [7],  можна розрахувати річний об’єм культуральної рідини 
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яку необхідно буде одержувати, щоб задовольнити потребу. Він 

дорівнюватиме  

VКР
річ

 = 362,6 *1000/1,02 = 355529 л,  тобто 355,6 м
3
  на рік 

Оскільки гентаміцин не є окремим запатентованим препаратом чи АФІ  

його виробників досить багато на ринку України, зокрема  такі фірми як : 

«KRKA» , ТОВ "ПЛУТАРХ-М" та інші. Враховуючи місце на ринку 

гентаміцину, що планується вироблятися за технологією описаною у даній 

роботі зменшимо потребу з врахуванням конкурентних гравців на ринку.  

Приймаємо за остаточну потребу 33% від загально розрахованої ( тобто 

третю частину). 

Річна потреба складе:  

Gp = 362,6×0,33 = 119,6кг. 

3.3. Розрахунок кількості виробничих циклів для отримання річної 

потреби цільового продукту 

 Приймаємо кількість робочих трудоднів: 355. Натомість  залишкова 

кількість робочих трудоднів, що залишаються будуть витрачені на щорічний 

технічний огляд обладнання  його обслуговування та на виробництво інших 

антибіотиків наприклад тетрацикліну та сизоміцину. 

1. Кількість робочих днів на рік складає 117. Ефективний 

фонд робочого часу Nеф. = 117×24 = 2820,8 год.  

2. Розрахуємо цикл роботи ферментера: 

Тцф = Тф+Тдр =  72+10 = 82 (год), де 

Тф – тривалість виробничої ферментації (біосинтезу); 

Тдр – тривалість допоміжних робіт.  

Допоміжні роботи включають: миття та огляд апарату (1,5 год), його 

перевірку на герметичність (1 год), стерилізацію (1,5 год) та охододження 

ферментера (1 год), завантаження (0,5 год) та стерилізацію середовища (0,5 

год), охолодження середовища (2 год), засів (0,5 год), вивантаження 

культуральної рідини (1 год).  

https://prom.ua/brands/Krka
https://kreon-d.com.ua/
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3. Кількість циклів за рік становитиме: 

nц = Nеф/Тцф = 2820,8/82 = 104. 

4. Об’єм культуральної рідини, який необхідно одержати за 

цикл: 

VКР
ц
 = VКР

річ
/nц = 355,6/ 104=3,4  м

3
 . 

Обираємо ферментер об'ємом 6,3 м
3 
.з коефіцієнтом заповнення КЗ = 0,5  

3.4. Розрахунок  кількості стадій підготовки посівного матеріалу 

Виробниче культивування  продуцента для одержання  гентаміцину 

здійснюють у ферментері об’ємом 6300 л з коефіцієнтом заповнення 0,5. 

Відповідно, робочий об’єм ферментера становить: 

Vроб = Vзаг×Кзап = 6,3×0,5 = 3,15  м
3
. 

З врахуванням краплевиносу поживного середовища та ПМ під час 

культивування кількість поживного середовища та ПМ складе: 

Vпс1 = Vроб1/(1+Хф) = 3,15/(1-0.1) = 3,5 м
3 
 

Кількість посівного матеріалу (доза) становить Хф = 10 % від об’єму 

поживного середовища, тоді об’єм поживного середовища Vпс складе 

Vпс1 = Vроб1/(1+Хф) = 3,5/(1+0,1) = 3,185 м
3 
 

 Кількість посівного матеріалу становить 

Vпм1 = Vроб1 - Vпс1 = 3,5 – 3,185 = 0,315 м
3 
 

Таку кількість посівного матеріалу, можна одержати під час 

культивування продуцента у посівному апараті  із стандартним об’ємом     

Vпа = 630 л із коефіцієнтом заповнення 0.5 

Робочий об’єм інокулятора  з врахуванням втрат при культивування  

Еін = 10 % або в частках 10 складе 

Vроб2 =  Vпм1/(1-Епа) = 315/(1-0,1) = 350 л 

Таку кількість посівного матеріалу, можна одержати під час 

культивування продуцента в інокуляторі із геометричним об’ємом     

 Vін = 630 л із коефіцієнтом заповнення  0,55. 
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Кількість посівного матеріалу (доза) становить Хф = 10 % від об’єму 

поживного середовища, тоді об’єм поживного середовища Vпс3 складе 

Vпс3 = Vроб3/(1+Хф) = 350/(1+0,1) = 318,8 л 

 Кількість посівного матеріалу становить 

Vпм3 = Vроб3 - Vпс3 = 350– 318,8 = 31,5 л 

Таку кількість посівного матеріалу можна одержати під час 

культивування в посівному апараті об’ємом 63 л з коефіцієнтом заповнення 

0,55. 

Робочий об’єм інокулятора  з врахуванням втрат при культивування  

Еін = 10 % або в частках 10 складе 

Vроб2 =  Vпм1/(1-Епа) = 31,5/(1-0,1) = 35 л 

Таку кількість посівного матеріалу, можна одержати під час 

культивування продуцента в інокуляторі із геометричним об’ємом     

 Vін = 63 л із коефіцієнтом заповнення  0,55. 

Кількість посівного матеріалу (доза) становить Хф = 10 % від об’єму 

поживного середовища, тоді об’єм поживного середовища Vпс3 складе 

Vпс3 = Vроб3/(1+Хф) = 35/(1+0,1) = 31,85 л 

 Кількість посівного матеріалу становить 

Vпм3 = Vроб3 - Vпс3 = 35-31,85 = 3,15 л 

Таку кількість посівного матеріалу можна одержати в комбах на 

качалках місткістю 2 л. 

Тоді кількість  колб при коефіцієнті  заповненні 0,2 буде становити  

N = 3,15/ ( 0,2*2) = 7,8 = 8 колб. 
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РОЗДІЛ 4. Обґрунтування вибору технологічної схеми 

4.1. Обґрунтування доферментаційних процесів та виробничого 

біосинтезу 

4.1.1. Обгрунтування способу культивування і типу ферментера 

  Є два способи проведення процесу культивування – поверхневий і 

глибинний. В сучасних умовах на підприємствах застосовують, в основному, 

глибинний спосіб культивування так як в порівнянні з поверхневим 

культивуванням глибинний спосіб має ряд переваг: 

 Більша питома площа контакту; 

 Є більш компактним; 

 Більш ефективний та продуктивний. 

Для біосинтезу гентаміцину   доцільно здійснювати глибинне 

культивування, оскільки такий спосіб характеризується більшою поверхнею 

для розвитку мікроорганізмів. Перевагами глибинного культивування є 

ефективніше використання компонентів поживного середовища, можливість 

вирощування аеробних та анаеробних мікроорганізмів, можливість 

автоматизації процесу. 

Серед різновидів глибинного культивування існують періодичний, 

безперервний і напівбезперервний режими. Розрізняють два основні способи 

глибинного культивування мікроорганізмів – періодичне і безперервне. 

  Безперервне культивування дозволяє зафіксувати культуру в певній фазі 

(зазвичай експоненційній) за рахунок постійної подачі нового поживного 

середовища та відведення культуральної рідини. Проте, періодичний спосіб 

культивування на практиці застосовується значно частіше, це зумовлено 

меншою вірогідністю контамінації і простотою проведення процесу.  
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Також, є недоцільним проведення безперервного процесу 

культивування, оскільки, синтез антибіотику, в основному, відбувається у 

стаціонарній фазі. Тобто, «фіксувати» штам продуцента в експоненційній 

фазі росту не потрібно, це зумовить зниження кінцевої концентрації 

антибіотику у культуральній рідині  

Тому культивування продуценту буде проводитись періодичним 

способом. Це дасть змогу убезпечити культуральну рідину від контамінації 

та полегшить процеси виробництва та виділення цільового продукту. 

У нашому випадку варто обрати періодичний спосіб, оскільки за 

безперервного важко забезпечити асептичні умови, а застосування 

напівбезперервного способу не доцільно, так як склад поживного середовища 

не передбачає підживлення[2]. 

Обґрунтування вибору ферментера.  

Щоб визначити який саме потрібен ферментер необхідно керуватися 

даними про процес культивування, які були зазначені раніше. 

Оптимальним, за значеннями тепломасопередачі, є ферментер з підводом 

енергії до газової та рідкої фаз. До цієї групи апаратів відносяться найбільш 

поширені ферментери з перемішуючими пристроями та барботером .  

Основними вимогами до ферментерів є можливість проведення процесу 

культивування продуценту в асептичних умовах при інтенсивних аерації та 

масообмінних процесах в середині біореактора.  

Для забезпечення високого значення тепломасообміну в середині ферментера 

повинен бути встановлений перемішуючий пристрій. Однак, при виборі 

мішалки слід враховувати і фізіологічні особливості штама продуцента. Так 

як M .echinospora subs pallida (MTCC 708) є актиноміцетом, то при його рості 

характерне утворення псевдоміцелію. Псевдоміцелій не є необхідною 

структурою для синтезу антибіотику і його порушення не впливає на кінцеву 

концентрацію антибіотику в культуральній рідині, тож можна розглядати 

будь-які типи перемішуючих пристрої . Є декілька типів перемішуючих 

пристроїв, проте, задля забезпечення високих показників тепломасопередачі 
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оптимальним варіантом є мішалки турбінного типу. Вони забезпечують 

інтенсивне перемішування культуральної рідини по всьому об’єму 

ферментера. Їхня конструкція є простою, а затрати на енергію невисокі .  

Так як, M .echinospora subs pallida (MTCC 708) є аеробом, то обов’язковою 

вимогою щодо проведення культивування є безперервна аерація поживного 

середовища. Аерація культуральної рідини забезпечується шляхом подачі 

повітря через барботер, який встановлений у нижній частині ферментера. 

Барботер повинен забезпечувати інтенсивну аерацію культуральної рідини і 

складати 1 об’єм повітря на 1 об’єм культуральної рідини.  

Необхідна наявність теплової сорочки, яка дозволить встановлювати і 

тримати певні температурні режими при культивуванні. Це відбувається за 

рахунок подачі у сорочку нагрітої води. Так як продуцент є мезофілом, то 

оптимальною температурою для його вирощування є 35 °С.  

 Аналізуючи дані, робимо висновки, що на даний час існує широкий вибір 

ферментаційного обладнання. Вибір конкретного ферментеру залежить від 

вимог поставлених до проведення процесу культивування. Так як робочий 

об`єм ферментера 6,3 м3, коефіцієнт заповнення 0.5. то доцільно 

використовувати ферментер з геометричним об’ємом 10 м3. 

     Необхідний ферментер з механічним перемішуванням рідини 

барботажного типу. Перевагою механічного типу перемішування є його 

простота, ефективність та відносна економічність. В якості перемішуючого 

пристрою будуть слугувати турбінні мішалки. Ферментер має бути 

обладнаний тепловою сорочкою для підтримання температурного режиму 

культивування.   Для наших цілей можемо використовувати ферментер 

виробництва BIORUS виготовлений на замовлення, призначений для 

глибинного культивування аеробних мікроорганізмів. Ферментер даного 

типу буде відрізнятися  великою функціональністю  та сумісністю з 

культивуванням мікрооргаізмів в періодичному режимі. Апарат виконаний з 

нержавіючої сталі, оснащений перистальтичними насосами для подачі 

поживного середовища. Оптимальний коефіцієнт заповнення для цього 
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ферментера 0,7. Оснащений всіма необхідними датчиками, які дозволяють 

здійснювати контроль за температурою, рН, рО2, піногашенням. Контроль і 

підтримання заданої температури здійснюється за рахунок подачі води в 

рубашку для охолодження та циркуляції води через теплообмінник для 

нагрівання. Робочий діапазон температури – від +8 до +60 °C, швидкості 

обертання – від 20 до 1000 об./хв. Подача повітря здійснюється через фільтр, 

що стерилізується; система комплектується кільцевим барботером. Внесення 

посівного матеріалу здійснюється через спеціальний порт в полум’ї кільцевої 

горілки. Наявна стерильна система відбору проб через спеціальний 

пробовідбірний клапан. Усі частини ферментера піддаються стерилізації для 

забезпечення максимально асептичних умов. Має власне програмне 

забезпечення – BIORUS-Ver8.0, призначене для управління процесом, 

запису, обробки та зберігання даних[30].  

4.1.2 Обґрунтування  вибору стадії підготовки повітря 

Продуцент гентаміцину є строгим аеробом  , тому для задоволення 

біологічної потреби мікроорганізму у кисні під час культивування в 

інокуляторах і ферментері культура повинна аеруватися стерильним 

повітрям. 

У наш час широко застосовується технологічна схема отримання, 

очищення і стерилізації стисненого повітря, що включає наступні стадії: 

попередню (грубу) очистку від механічних домішок, стиснення, 

охолодження, відділення сконденсованих парів вологи і масла (при 

поршневих компресорах) та стерилізацію  

Забір атмосферного повітря здійснюється в екологічно чистій зоні, 

віддаленій від великих промислових підприємств на висоті 20-30 м для 

забезпечення максимальної якості та чистоти повітря. Атмосферне повітря з 

повітрязабірника потрапляє в фільтр попередньої очистки 

Фільтри попередньої очистки встановлюють на всмоктувальній лінії 

перед компресором. Вони очищають повітря від великих часток розміром 

більше 5 мкм шляхом інерційного осадження. У фільтруючих матеріалах 
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передбачаються великі проміжки між уловлювальними елементами для 

максимального зниження опору потоку при високій швидкості фільтрації 

повітря – 1,5-3,0 м/с. Щоб сухі частинки після осадження не виносилися з 

фільтра, його шари промаслюються  

Далі повітря потрапляє в компресор, де відбувається його стиснення до 

0,3 МПа. При стисненні повітря нагрівається до температури 100-200 °С, 

тому його охолоджують до оптимальної температури культивування 

продуцента у теплообміннику з подальшим відділенням аерозолю, що 

утворився, у вологовідділювачі. 

Потім повітря проходить часткову очистку від мікроорганізмів в 

фільтрі грубої бактеріальної очистки і повністю очищається від 

мікроорганізмів в фільтрі тонкої бактеріальної очистки. Фільтри грубої 

очистки призначені для уловлювання основної маси забруднень, що 

потрапили в систему після проходження фільтрів попередньої очистки і 

компресора. В якості фільтруючого матеріалу в них зазвичай 

використовують скловолокно з волокнами діаметром 6, 12 і 21 мкм. 

Основний процес стерилізації здійснюють фільтри тонкої очистки. 

Конструктивно вони схожі на фільтри грубої очистки, але значно менші за 

розмірами і в них використовуються більш ефективні фільтруючі матеріали, 

наприклад, лавсан. Ступінь очищення повітря після стерилізації сягає 99,999 

% [2]. 

4.1.3 Вибір мийних та дезінфікуючих засобів 

Підтримання чистоти на виробництві має надзвичайно велике значення 

для успішного процесу ферментації, оскільки залишки попереднього 

культивування та бруд можуть контамінувати культуральну рідину, що 

призведе до утворення низькоякісної продукції. Тому, особливу увагу слід 

звернути на вибір мийних та дезинфікуючих засобів для обробки приміщень 

та обладнання.  



  

34 
 

Миючі засоби повинні бути дешевими та ефективними, це головні критерії за 

якими обирають миючі речовини. 

Для підготовки обладнання, а саме для миття фільтрів, комунікацій та 

біореакторів різного типу і ємностей доцільно застосовувати розчин 

каустичної соди. Він є дешевим засобом, та ефективно відмиває забруднення 

різного типу, також каустична сода легко розчиняється у різних пропорціях. 

На ринку України ціна каустичної соди коливається в діапазоні від 5 до 

7 грн/кг. Це робить її однією з найдешевших миючих засобів. 

Проте, вона є токсичною і при потраплянні на шкіру у персоналу можуть 

з’явитися опіки та подразнення. Тому при роботі використовують захисні 

засоби: захисні окуляри, гумові рукавички, прорезинений хімічностійкий 

одяг . 

 Також задля дотримання санітарно-гігєнічного стану виробництва 

необхідно проводити генеральне та щоденне прибирання. Для щоденного та 

генерального прибирань необхідно застосовувати універсальний миючий 

засіб який дозволить обробляти і мити різні поверхні на підприємстві з 

високою ефективністю.    

Розглянувши різні миючі засоби на ринку керуючись співвідношенням 

ціна–якість ми обираємо засіб для очищення забруднених поверхонь  Dez-3. 

Це концентрований миючий засіб  для видалення водного каменю, 

кальцієвих відкладень і накипу, іржевий потік та мильних роззводів. Він 

ефективно видаляє забруднення з усіх кислотостійких поверхонь: 

Емальованих Плитки Хромованих ПВХ покриттів Скляних Пластикових 

Акрилових Нержавіючої сталі [29]. 

Його переваги: 

-Володіє ефектом "лотоса". Ефект вкрай низької змочуваності поверхні 

-Ефективно в малих концентраціях 

- Можна використовувати для хромованих виробів 

- Має дезінфікуючий ефект. 



  

35 
 

Також він має досить оптимальну ціну , що сприяє економічності та 

доцільності використання його на підприємстві. 

 

4.1.4 Обґрунтування способу приготування і стерилізації поживного 

середовища для одержання інокуляту і виробничого біосинтезу. 

Для стерилізації поживне середовище необхідно розбити на композиції. 

Середовище для ПМ та виробничого біосинтезу. 

Для стерилізації поживне середовище необхідно розбити на композиції. 

Композиція А: Крохмаль, соєве борошно ,  ( режим стерилізації: 121°С, 

20  хв); дріжджовий автолізат ( режим стерилізації: 112°С, 30 хв). Склад цієї 

композиції обгрунтовується температурним режимом, що  можуть витримати 

компоненти( термолабільністю),  відсутність хімічної взаємодії між 

компонентами цієї композиції та необхідністю попереднього заварювання 

крохмалю та борошна.[2, 23] 

         Композиція Б : K 2HPO4 , CaСО3, FeSO4, NaCl ( режим стерилізації: 

131°С, 20 хв).Склад композиції обгрунтовується  більш жорсткими умовами 

стерелізації, які здатні витримати солі, а також відсутністю взаємодії між 

компонентами цієї композиції. Стерилізація буде проводитися в реакторі 

стерилізаторі періодичної дії. Для запобігання утворення нерозчинних 

сполук при стерилізації композиції Б необхідно додавати певну кількість 

підкислюючого агенту , зокрема розчину соляної кислоти до встановлення 

рН 4,5.[2,23] 
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Розділ 5. Специфікація обладнання 

Специфікація обладнання наведеного на технологічній схемі розписана у 

таблиці 3.1. 

Таблиця 3 Специфікація обладнання для апаратурної схеми виробничого 

біосинтезу та допоміжних робіт при одержанні доксорубіцину. 

Позиція Найменування Кіл

ькі

сть 

Технічна характеристика( виробник) 

1 2 3 4 

Р-1,Р-2, Реактор-змішувач  для 

приготування   розчину для 

миття обладнання для  

2 Реактор змішувач фірми «НПОФастовський 

Завод Химического Машиностроения  типу 

«СРЕН» об`ємом  630 л оснащений 

мішалкою та рубашкою [9]. 

Р-3, Р-4 Реактори для приготування 

композицій А та Б 

2 Реактор змішувач фірми «НПОФастовський 

Завод Химического Машиностроения  типу 

«СРЕН» об`ємом  0,063 м
3
 оснащений 

мішалкою та рубашкою [6]. 

ПЗ-5 Повітрезабірник 1 Повітрезабірник радиальный Dunar CM 

21,4[6] 

Ф-6 Фільтр грубої очистки 1 Фильт для сжатого воздуха  з акрилового 

волокна WHFIT 030  525PP част до 3 мкм 

Е=90%   продукт 315 м
3
/год «ТОВ OMEGA 

Air» [6] 

К-7 Компресор 1 Компресор GX 7фірми Atlas Copco, потужн 

14 л/с, робоч тиск 1 МПа[6] 

Т-8 Теплообмінник охолоджувач 1 Теплообмінник-охолоджувач серії AFR 11 

«Уралкомпресормаш»[6] 

РЕ-9 Ресивер 1 Ресивер РВ 320/10  «Уралкомпресормаш» 

[6] 

Т-10 Теплообмінник -нагрівач 1 Теплообмінник ВОП_N Airone( Росія)[6] 

Ф-11 Фільтр тонкої очистки 1 Фильт для сжатого воздуха  з 

боросилікатного волокна WHFIT 030 

525PM  част до 0.1 мкм  Е= 99,99 % 

продукт 315 м
3
/год «ТОВ OMEGA Air» [6] 

Н-12,Н-13, Н-14, 

Н-15, Н-16,Н-17, 

 Н-18 

Насоси перистальтичні 4 Насос відцентровий   Vortex 30- 

потужністю до 500000 л/год фірми  ТОВ 

«Ватерпасс»  [10] 

ФІ-15 Ферментер-інокулятор 1 Інокулятор обладнаний стандартною 

системою функцій для технологічного 

процесу на  63 л « БИОТЕХНО» [11] 

 

 

  

 

Зм Арк. № документа 

адокумента 

Підпис Дата 
Аркуш 

36 

НУХТ БТЕК 05. 01. 04  КР ПЗ 

Розробник Приймак О.С. 

Керівник Пенчук Ю.М 

Н. контр  
Консульт  
Зав. каф. Пирог Т. П. 

РОЗДІЛ 5. Спецтфікація обладнання  Літера Аркушів 

70 

Кафедра БТМ 

https://vaterpass.com.ua/
https://vaterpass.com.ua/


  

37 
 

ФПА-16 Ферментер посівний апарат  1 Ферментер  об`ємом 630 л 
  
компанії « 

BIORUS»  обладнаний системою 

багатофункціонального культивування 

аеробних мікроорганізмів[12] 

ФВ-17 Ферментер виробничий  1 Ферментер  об`ємом 6300 л 
  
компанії « 

Frings»  обладнаний системою 

багатофункціонального культивування 

аеробних мікроорганізмів[13] 

Р-18, Р-19 Реактори для приготування 

композицій А та Б 

2 Реактор змішувач фірми 

«НПОФастовський Завод Химического 

Машиностроения  типу «СРЕН» 

об`ємом  0,63 м
3
 оснащений мішалкою 

та рубашкою [6]. 

Р-20, Р-21 Реактори для приготування 

композицій А та Б 

2 Реактор змішувач фірми 

«НПОФастовський Завод Химического 

Машиностроения  типу «СРЕН» 

об`ємом  6,3 м
3
 оснащений мішалкою та 

рубашкою [6]. 

ФІ-31 

ФІ-32 

ФІ-33 

 

 

Фільтри індивідуальної 

очистки 

3 Фильт для стисненого повітря воздуха  з 

боросилікатного волокна WHFIT 030  

525PS част до 0,01 мкм   продукт 315 

м
3
/год «ТОВ OMEGA Air» ,Е=99,9999 

[14] 

Д-33,Д-34 

Д-35,Д-36, Д-37, 

Д-38, Д-39,Д-40 

 

Дозатори об`ємно вагові 4 Дозатор фірми  «АСВІК ЦЕНТР» ДВП-

6 [15] 
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РОЗДІЛ 6. Опис технологічної схеми. 

 

 
Опис технологічної схеми для біосинтезу цільового продукту. 

Технологічна схема біосинтезу гентаміцину включає допоміжні роботи (  

скорочено «ДР», що включає підготовку і стерилізацію поживних середовищ. 

Санітарну підготовку, підготовку повітря, технічний огляд та стерилізацію 

обладнання) та технологічний процес (скорочення «ТП» , що включає 

підготовку посівного матеріалу і біосинтез антибіотика гентаміцину з 

використанням  продуцента мікроміцета Micromonospora echinospora ). А 

також технологічну та апаратурну  схему біосинтезу гентаміцину, що  

наведена в додатку. Для необхідності піногасіння обираємо піногасник на 

основі полісилікатів. Кількість піногасника по співвідношенню 100  г на 1000 

л. ( Для ефективності дії необхідно піногасник розбавляти до 20 %. 

 

ДР 1. Санітарна підготовка виробництва та персоналу. 

ДР1.1 Підготовка мийних та дезинфікувальних засобів 

Для дезинфекції та миття поверхонь приміщення використовують 2% розчин 

хлорного вапна. 

ДР 1.1.1. Приготування 0,2 %  Dez-3 

У реактор для приготування мийних розчинів Р-1  об'ємом 630 л 

вносять відважену певну кількість  хлорного вапна і доливають певну 

кількість     питної води, вмикають перемішуючий пристрій та одержують 

робочий розчин хлорного вапна готовий до застосування. 
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ДР 1.1.2. Приготування 2 % робочого  розчину каустичної соди  

Для миття те дезинфекції обладнання необхідно половина об`ємів 

цього обладнання  робочого розчину каустику . У реактор на 630 л ( Р-2) 

вносять певну кількість  каустичної соди та певну кількість води питної. 

Перемішують до повного розчинення. 

 

ДР 1.2 Підготовка виробничих приміщень 

ДР1.2.1 Генеральне прибирання 

Генеральне прибирання проводиться 1 раз на місяць ( для класичної 

мийки витрата робочого розчину хлорного вапна становить  не менше ніж 

100 мл на квадратний метр, а на генеральне затрачається у два рази більше. 

ДР1.2.2 Щоденне прибирання 

 Щоденне прибирання. Мийка здійснюється способом протирання  

поверхні з використанням 0,2 % розчину Dez-3 ( від ДР 1.1.1).  мийка 

проводиться 1 раз на добу. 

 Перед початком роботи персонал повинен пройти санітарно-гігієнічну 

підготовку, а саме миття рук туалетним або господарським милом та 

дезінфікцію 76%-им етиловим спиртом. Також обов’язковим є наявність 

медичного халату та шапочки. 

 

ДР1.3 Підготовка обладнання 

ДР1.3.1 Миття  обладнання 

       Миття та  обладнання буде проводитися вручну . Мийка проводиться  2 

% розчином каустичної соди. Кількість  2 % робочого розчину( від ДР2.2.1). 

Температура миття 70-80 
0
С  

ДР1.3.2 Технічний огляд обладнання 

Обладнання  проходить такі етапи: Загальний технічний огляд, перевірка 

на герметичність, пробний пуск, настройка параметрів   

Технічний огляд апаратури проводять після миття та перед запуском 

процесу аби виявити наявність чи присутність дефектів у ній. 
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ДР1.3.3Перевірка на герметичність. 

Дана стадія стосується в першу чергу основного ферментера , 

інокулятора. Для цього у апарат на якому   герметично затягнута вся 

арматура подається аераційне повітря  до набору надлишкового тиску у 0,1-

0,2-МПа, Перекривають прохід повітря, та фіксують показання манометра на 

протязі 40-60 хв. Якщо падіння тиску не перевищує 0,01 МПа – апарат є 

герметичним. Якщо дане значення перепаду тиску перевищує 0,01 МПа 

проводять перевірку і знаходять місце розгерметизації методом омилення 

апарата( його опорних з`єднаня), оскільки ферментер є невеликого об`єму, а 

цей метод є дуже простим і дешевим.  

Апарат і місця  з`єднань деталей апарата мильним розчином , для цього 

на ферментер та місця з`єднань наносять мильний розчин та чекають певний 

час, у місцях розгерметизації виникають невеликі бульбашки  години, 

операція триває  30-40 хв. При знаходженні місця розгерметизації затягують 

з`єднальну арматуру. І повторюють операцію, якщо це не дало результатів то 

міняють прокладки з`єднань 

   ДР1.3.4 Стерилізація. 

Стерилізація проводиться подачею гострої пари у апарат за температури 

135 
0
С, упродовж 1 години. 

ДР 2 Підготовка аераційного повітря 

ДР2.1 Забір атмосферного повітря 

Для підготовки повітря його забирають через повітрезабірну шахту 

висотою 30 м   (ПЗ-5) 

ДР2.2 Очищення від грубих часток та пилу 

Повітря подається на фільтри грубої очистки де звільняється від великих 

часточок(ступ. очищення 80 %) на фільтрі грубої очистки Е= 80%) (Ф-6) 

ДР2.3 Стиснення повітря 

 Повітря під дією  компресора К-7  стискається  і нагрівається до 

температури 120-250. 
0
С 

ДР2.4 Охолодження і видалення вологи 



  

41 
 

Далі повітря подається на переохолодження для видалення вологи на 

краплевловлювач ( Т-8) де охолоджується до температури 25-30 
0
С. після 

воно подається на ресивер. 

ДР2.5 Нагрівання повітря 

Повітря нагрівається до температури 37
0
С після переохолодження на 

теплообміннику. 

ДР2.6 Фільтрування на фільтрах високої очистки 

 Повітря піддається високій очистці на фільтрах  другого і третього ступенів 

очистки Матеріал мікроскловолокно та фторопласт( Ф-9). 

ДР 2.7 Фільтрування на фільтрах  індивідуальної очистки перед 

ферментерами. 

Перед ферментером повітря проходить через його індиваідуальний фільтр( 

обираємо фторопластові фільтри де повітря очищається на 99,999 %( ФІ-

14,15) 

 

 ДР 3 Приготування і стерилізація допоміжних розчинів 

ДР 3.1. Приготування допоміжних титрувальних розчинів 

Для корекції рН приблизно беремо 3-4 мл на літр середовища( 

культуральної рідини) кожного з компонентів( соляної кислоти 6% та 

гідроксиду натрію 10%.. Середовище( кількість культуральної рідини на 

початку процесу)  у виробничому ферментері становить 33 л а у інокуляторі 

– 3,3 л , отже треба приготувати допоміжних розчинів на 37 л культуральної 

рідини, це буде становити 150 мл коли беремо( 4 мл на літр) 

ДР 3.1.1. Приготування розчину HCl 

У колбу об'ємом 250 мл вносять 124,5 мл питної води і 25,5 мл  36 % 

соляної кислоти, отримують 150 мл  6 % хлорної кислоти. Стерилізують в 

автоклаві  при температурі 131 
о
С 40 хв. 

        ДР 3.1.2. Приготування та стерилізація розчину NaOH 
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На технічних вагах зважують 15 г гідроксиду натрію, переносять у колбу 

об’ємом 250 мл та додають 135 мл питної води. Стерилізують в автоклаві  

при температурі 131 
о
С 40 хв. 

ДР 3.2  Приготування та стерилізація розчину піногасника 

На технічних вагах зважують 350  г піногасника, переносять у  колбу на 

3000сл  додають 1410 мл питної води. Перемішують. Стерилізують в  

автоклаві  при температурі 131 
о
С 30 хв. 

ДР 4. Приготування та стерилізація поживних середовищ  

  ДР 4.1 Приготування і стерилізація поживного середовища для 

одержання посівного матеріалу у колбах на качалках. 

 Таблиця 4.1 

Розрахунок вмісту компонентів для приготування  3150 мл  середовища. 
Компоненти 

поживного 

середовища 

Концентрація 

компонентів 

г/л 

Кількість 

компонентів 

поживного 

середовища на 

2835  мл, г 

Композиція Об`єм 

композиції, 

мл 

Крохмаль 

Соєве 

борошно 

8.9 

 

3.3 

27,9 

 

10,37 

А 1500 

 K 2HPO4  

CaСО3 

FeSO4   

NaCl 

0,8 

4 

0,03 

0,1 

2,5 

12,6 

0,093 

0,308 

Б 1650 

 

ДР 4.1.1 Приготування і стерилізація композиції А  

На технічних вагах зважують 27,9 г крохмалю, 10,37 г  соєвого борошна 

. У колбу місткістю 4000 мл, наливають 1500 мл води, нагрівають до 80 
0
С. 

Наважку поміщають у цю колбу, перемішують. Витримують при даній 

температурі при перемішуванні протягом 10 хв  для повного заварювання. 

Фільтрують через паперовий фільтр та переносять у колбу на 4000 мл. 

Закривають колбу ватно-марлевою пробкою і стерилізують в автоклаві при 

температурі 121 °С упродовж 20 хв. 

ДР 4.1.2 Приготування і стерилізація композиції Б  
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На аналітичних  вагах зважують 2,5 г  гідрофосфату калія, 12,6 г 

карбонату кальція,  0,093 г сульфату  феруму, 0.308 г хлориду натрія. 

Наважку поміщають у колбу об’ємом 2000 мл, добавляєють   1650 мл питної 

води, перемішують. Підкислюють розчином соляної кислоти від ДР 3.1 до рН 

4.5. Закривають колбу ватно-марлевою пробкою і стерилізують в автоклаві 

при температурі 131 °С упродовж 20 хв.       

 

ДР 4.2 Приготування і стерилізація 31.85 л поживного середовища для 

одержання посівного матеріалу у  посівному апараті  об`ємом 63  л. 

 Таблиця 4.2 

Розрахунок вмісту компонентів для приготування  31,85 л  середовища. 
Компоненти 

поживного 

середовища 

Концентрація 

компонентів 

г/л 

Кількість 

компонентів 

поживного 

середовища на 

31,85 л, г 

Композиція Об`єм 

композиції, 

л 

Крохмаль 

Соєве 

борошно 

8.9 

 

3.3 

279 

 

103,7 

А 15 

 K 2HPO4  

 CaСО3 

 FeSO4   

 NaCl 

0,8 

4 

0,03 

0,1 

25 

126 

0,93 

3,08 

Б 16,5 

 

ДР 4.2.1 Приготування і стерилізація композиції А  

На технічних вагах зважують 279 г крохмалю, 103,7 г  соєвого борошна . 

У реактор  місткістю  64 л, наливають 15  л води, нагрівають до 80 
0
С. 

Наважку поміщають у цю реактор порціфно, перемішують. Витримують при 

даній температурі при перемішуванні протягом 10 хв  для повного 

заварювання. Фільтрують через фільтр та перекачують  у  ферментер на 63 л . 

Закривають запірну арматуру і стерилізують  при температурі 121 °С 

упродовж 20 хв. 
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ДР 4.2.2 Приготування і стерилізація композиції Б  

На  технічних вагах   вагах зважують 25 г  гідрофосфату калія, 126 г 

карбонату кальція,  0,93 г сульфату  феруму, 3,08 г хлориду натрія. Наважку 

поміщають у реактор об’ємом 63 л, добавляєють   16,5 л питної води, 

перемішують. Підкислюють розчином соляної кислоти від ДР 3.1 до рН 4.5. 

Закривають  запірну арматуру і стерилізують в  цьому є реакторі при 

температурі 131 °С упродовж 20 хв.       

ДР 4.3 Приготування і стерилізація 318,5 л поживного середовища для 

одержання  посівного матеріалу у посівному апараті об`ємом 630  л. 

Таблиця 4.3 

Розрахунок вмісту компонентів для приготування  318,5 л  середовища. 
Компоненти 

поживного 

середовища 

Концентрація 

компонентів 

г/л 

Кількість 

компонентів 

поживного 

середовища на 

318,5 л, г 

Композиція Об`єм 

композиції, 

л 

Крохмаль 

Соєве 

борошно 

8.9 

 

3.3 

2790 

 

1037 

А 150 

 K 2HPO4  

 CaСО3 

 FeSO4   

 NaCl 

0,8 

4 

0,03 

0,1 

250 

1260 

9,3 

30,8 

Б 165 

 

ДР 4.3.1 Приготування і стерилізація композиції А  

Через об`ємно-ваговий дозатор відважують  2790 г крохмалю, 1037 г  

соєвого борошна . У реактор  місткістю  630 л, наливають 150  л води, 

нагрівають до 80 
0
С. Наважку поміщають у цю реактор порціфно, 

перемішують. Витримують при даній температурі при перемішуванні 

протягом 10 хв  для повного заварювання. Фільтрують через фільтр та 

перекачують  у  ферментер на 630 л . Закривають запірну арматуру і 

стерилізують  при температурі 121 °С упродовж 20 хв. 
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ДР 4.3.2 Приготування і стерилізація композиції Б  

Через об`ємно-ваговий дозатор  відважують 250 г  гідрофосфату калія, 

1260 г карбонату кальція,  9,3 г сульфату  феруму, 30,8 г хлориду натрія. 

Наважку поміщають у реактор об’ємом  630 л, додають    165  л питної води, 

перемішують. Підкислюють розчином соляної кислоти від ДР 3.1 до рН 4.5.  

Закривають  запірну арматуру і стерилізують в  цьому є реакторі при 

температурі 131 °С упродовж 20 хв.       

ДР 4.4 Приготування і стерилізація 3185 л поживного середовища для 

одержання гентаміцину у виробничому ферментері об`ємом 6300  л. 

 Таблиця 4.4 

Розрахунок вмісту компонентів для приготування  3185 л  середовища. 
Компоненти 

поживного 

середовища 

Концентрація 

компонентів 

г/л 

Кількість 

компонентів 

поживного 

середовища на 

2835 л, кг 

Композиція Об`єм 

композиції, 

л 

Крохмаль 

Соєве 

борошно 

8.9 

 

3.3 

27,9 

 

10,37 

А 1500 

 K 2HPO4  

 CaСО3 

 FeSO4   

 NaCl 

0,8 

4 

0,03 

0,1 

2,5 

12,6 

0,093 

0,308 

Б 1650 

 

ДР 4.4.1 Приготування і стерилізація композиції А  

Через об`ємно-ваговий дозатор відважують  27,9  кг крохмалю, 10,37 кг  

соєвого борошна . У реактор  місткістю  6300 л, наливають 2000  л води, 

нагрівають до 80 
0
С. Наважку поміщають у цей  реактор порціфно, 

перемішують. Витримують при даній температурі при перемішуванні 

протягом 10 хв  для повного заварювання. Фільтрують через фільтр та 

перекачують  у  ферментер на 6300 л . Закривають запірну арматуру і 

стерилізують  при температурі 121 °С упродовж 20 хв. 
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ДР 4.4.2 Приготування і стерилізація композиції Б  

Через об`ємно-ваговий дозатор  відважують 2,5 г  гідрофосфату калія, 

12,6 кг карбонату кальція, 0.093  кг сульфату  феруму, 0,308  кг хлориду 

натрія. Наважку поміщають у реактор об’ємом 2000 л, добавляєють   1650 л 

питної води, перемішують. Підкислюють розчином соляної кислоти від ДР 

3.1 до рН 4.5. Закривають  запірну арматуру і стерилізують в  цьому є 

реакторі при температурі 131 °С упродовж 20 хв.       

ТП 5. Підготовка посівного матеріалу 

ТП 5.1 Підтримання колекційної культури  

Колекційну культуру Micromonospora echinospora subs pallida (MTCC 

708), зберігають у вигляді ліофільно-висушеної культури у ампулах, оскільки 

звичайне зберігання на скошеному агарі чи холодильнику у формі 

суспензійної культури  може спричинити реверсію  ознак продуцента 

Незадовго до початку біосинтезу культуру висівом у пробірки зі скошеним 

МПА . Всі роботи з колекційною культурою проводяться строго в 

асептичних умовах.  

ТП 5.2 Одержання робочої культури на агаризованих середовищах.  

Колекційну культуру відновлюють, в пробірках зМПА, потім розсівають 

мікробіологічною петлею  до ізольованих колоній на чашки Петрі із МПА і 

вирощують при температурі 32 °С упродовж 48 годин. 

ТП 5.3 Вирощування культури на агаризованих середовищах  

Отримані ізольовані колонії (від ТП 5.2) пересівають  в пробірки зі 

скошеним МПА (одна ізольована колонія використовується для засіву однієї 

пробірки). В пробірки пересівають ізольовані колонії, що знаходяться на 

відстані не менше 1-2 см. Тривалість вирощування –  48 год, , температура 32 

0
С[7]. 

ТП 5.4 Вирощування культури в колбах на качалках  

Для вирощування  посівного матеріалу у колбу об’ємом 0.5  л додають а 

асептичних умовах  весь об`єм  композиції А  (від ДР 4.1.1),   композиції Б  

(від ДР 4.1.2), перемішують. Загалом виходить  315 мл. 
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Перемішують і розливають по 100 мл в 3 мл  стерильних качалочних 

колб об’ємом 750 мл. Туди  вносять посівний матеріал з пробірок з МПА 

засіяних продуцентом раніше.  Параметри культивування : температура 32  

0
С, тривалість  48 годин [7] 

ТП 5.5 Вирощування культури в посівному  апараті об`ємом 63 л ( 

коефіцієнт заповнення 0,5 – отримання культури об`ємом  31,85 л,  ) 

У   посівний апарат об`ємом  63  л, з стерильною  композицією А (ДР 

4.2.1),   додають стерильну композицію Б  зі (ДР 4.2.2). Потім подають 3,15  л  

посівного матеріалу через трубу перетиснення,  від  колю на качалках ( 

ТП.5.4). Вносять стерильний розчин піногасника від ДР 1.1.  Перемішують та 

починають процес культивування. Параметри культивування : рН-6.8, 

температура 32 
0
С, тривалість 48 годин, аерація. перемішування 250 об/хв [7]. 

ТП 5.6 Вирощування культури в   посівному апараті об`ємом 630 л  ( 

коефіцієнт заповнення 0,5 – отримання культури об`ємом 318,5 л,  ) 

У   посівний апарат на 630  л  в якому знаходиться стерильна композиція 

А(ДР 4.3.1),   додають стерильну композицію Б (ДР 4.3.2), Потім додають  

31,85 л  посівного матеріалу з попередньої стадії  вирощування у 63 

літровому  посівному апараті (ТП.5.5) через трубу перетиснення,  

перемішують та додають стерильний розчин піногасника від ДР 1.1 і 

починають  процес  культивування. Параметри культивування : рН-6,8 

температура 32 
0
С, тривалість – 48 годин ,  аерація, перемішування 250 об/хв 

[7]. 

         ТП 6. Біосинтез  

ТП 6.1 Виробниче культивування  

Виробниче  культивування   здійснюють  у  ферментері з робочим 

об’ємом  6,3 м
3
  У  ферментер, що містить композицію А ( від ДР 5.4.1), в 

асептичних умовах  вносять   розчин композиції Б ( від ДР 5.4.2),  і посівний 

матерiал через трубу перетиснення (кількість 318,5 л) від  посівного апарата 

на 630  л (ТП 5.6). Під час  процесу культивування підтримують аерацію на 

рівні  розчиненого кисню (рО2) на рівні 40−50 % від насичення повітрям.[22]. 
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Вносять розчин піногасника від ДР1.1. Параметри культивування: 

температура 32 
0
С, рН 6,8,  перемішування 250 об/хв. Тривалість 

культивування становить  72 години[7]. Вирощують культуру до середини 

стаціонарної фази росту . Кожнi 4 годин відбирають проби для аналізу 

процесу ферментації( концентрації гентаміцину,  кiлькість джерела  вуглецю 

і азоту у культуральній рідині,  концентрація біомаси). Процес   ферментації 

орієнтовно  продовжують до 72  годин, остаточну зупинку процесу 

здійснюють при досягненні максимальної  концентрації гентаміцину у 1,02 

г/л. 
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                                                            РОЗДІЛ 7 

Контроль виробництва 

Упродовж виробничого культивування  періодично ( кожні 4 год) 

відбирають проби культуральної рідини для мікробіологічного контролю, 

визначення концентрації біомаси, а також вмісту джерела вуглецю. Об`єм 

проби становить 100 мл. 

7.1. Карта постадійного контролю 

 

Карта постадійного контролю виробництва доксорубіцину. 

Номер контрольної 

точки та назва стадії 

Об`єкт 

контролю та 

показник, що 

визначаєтся 

Засоби та 

методи 

контролю 

Періодичність 

перевірки та 

порядок 

відбору проб 

Нормативна 

характристека 

показника, що 

визначається 

1 2 3 4 5 

Кх, 1.1.1 

Приготування 

розчину хлорного 

вапна 

Концентрація 

розчину 

засобу Dez-3 

Хімічний 

метод 

Після 

приготування 

розчину 

С=2% 

Кх, 1.1.2 

Приготування 

розчину засобу 

Біомой 

Концентрація 

розчину 

каустичної 

соди 

Хімічний 

метод 

Після 

приготування 

розчину 

С=0,3% 
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Таблиця 5.1 

  

1 2 3 4 5 

Кт 1.2.1 

Підготовка 

виробничих 

приміщень 

Підлога, стіни, 

обладання ,чистота  

Візуальний огляд Після прибирання Чисте приміщення, 

відсутність пилу та 

бруду 

Кт 1.3.1 

Миття розбірних 

частин обладнання 

Розбірні частини 

обладнання, мийний 

розчин, його 

температура, чистота 

Термометр технічний Під час проведення 

операції 

Т =45
0
С 

 

Кт 1.3.2 

Миття обладання 

Мийний розчин для 

обладнання, 

температура мийного 

розчину, чистота 

Термометр технічний, 

годинник 

Під час проведення 

операції 

Т =45
0
С 

t- 1-2 год 

Кт 1.3.3 

Перевірка на 

герметичність 

Герметичність роботи 

обладнання, час 

роботи, тиск 

Манометр технічний, 

годинник 

Тис визначається 

безперервно під час 

виконання операції 

t- 0,5 год 

Р= 0.07мПа 
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Кт 1.3.4 

Стерилізація 

обладнання 

Обладнання, 

температура 

стерилізації, час 

Термометр, годинник Температура 

визначається 

безперервно під час 

виконання операції 

t- 0,5 год 

Т=135
0
С 

Кт 2.2.2 

Грубе очищення 

повітря 

Повітря на виході з 

фільтрів грубої 

очистки, ступінь 

очищення, перепад 

тисків 

Манометр, перевірка 

ступеня очищення 

згідно паспорта 

фільтра 

Після очистки повітря 

на фільтрі грубої 

очистки 

Е= 80 

Кт 2.2.3 

Компресування 

повтря 

Стиснене повітря, 

температура, тиск 

Манометр технічний, 

термометр технічний 

Після компресування 

повітря   

Р= 0,35-0,5 МПа, 

t= 220-250 
0
С 

Кт 2.2.4 

Охолодження повітря 

Охолоджене повітря, 

температура 

термометр технічний Після охолодження 

повітря   

t= 25-40 
0
С 

Кт 2.2.5 

Видалення зайвої 

вологи 

Повітря після 

видалення вологи 

Психрометричний 

метод 

Після видалення 

зайвої вологи 

W=60% 

Кт 2.2.6 

Нагрівання повітря 

Нагріте повітр, 

температура 

термометр технічний Після нагрівання 

повітря   

t= 37 
0
С 
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Кт 2.2.7 

Тонке очищення 

повітря 

Очищене повітря, 

ступінь очищення, 

перепад тисків 

Манометр, перевірка 

ступеня очищення 

згідно паспорта 

фільтра 

Після очищення 

повітря у фільтрі 

тонкої очистки 

 

Е= 99% 

Кт 2.2.8 

 Очищення повітря  на 

індивідуальному 

фільтрі 

Очищене повітря, 

ступінь очищення 

Перевірка ступеня 

очищення згідно 

паспорта фільтра 

Під час очищення 

повітря у фільтрі  

Е= 99,99% 

Кт, Кх  3.1.1  

Приготування і 

стерилізація розчину 

соляної кислоти 

Концентрат соляної 

кислоти, температура, 

час, стерильність, 

концентрація 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

С= 6% 

Т=131
0
С 

t=40 хв 

Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Кх  3.1.2  

Приготування і 

стерилізація розчину 

гідроксиду натрію 

Сухий гідроксид 

натрію, температура, 

час, стерильність, 

концентрація 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

С= 6% 

Т=131
0
С 

t=40 хв 

відсутність мікробіоти 
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Кт, Кх  3.2  

Приготування і 

стерилізація розчину 

піногасника  

Сухий гідроксид 

натрію, температура, 

час, стерильність, 

концентрація 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

С= 10 % 

Т=131
0
С 

t=30 хв 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км  4.1.1 

Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

Композиція А 

, температура, час, 

стерильність. 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

 

Т=121
0
С 

t=20 хв 

Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км  4.1.2 

Приготування і 

стерилізація 

композиції Б 

Композиція В 

, температура, час, 

стерильність. 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

 

Т=131
0
С 

t=20 хв 

Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км  4.2.1 

Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

Композиція А 

, температура, час, 

стерильність. 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

 

Т=121
0
С 

t=20 хв 
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контроль- після Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км  4.2.2 

Приготування і 

стерилізація 

композиції Б 

Композиція Б 

, температура, час, 

стерильність. 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

 

Т=131
0
С 

t=20 хв 

Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км  4.3.1 

Приготування і 

стерилізація 

композиції В 

Композиція В 

, температура, час, 

стерильність. 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

 

Т=131
0
С 

t=20 хв 

Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км  4.3.1 

Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

Композиція А 

, температура, час, 

стерильність. 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

 

Т=121
0
С 

t=20 хв 

Відсутність 

мікробіоти 
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Кт, Км  4.3.2 

Приготування і 

стерилізація 

композиції Б 

Композиція Б 

, температура, час, 

стерильність. 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

 

Т=131
0
С 

t=20 хв 

Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км  4.4.1 

Приготування і 

стерилізація 

композиції А 

Композиція А 

, температура, час, 

стерильність. 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

 

Т=121
0
С 

t=20 хв 

Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км  4.4.2 

Приготування і 

стерилізація 

композиції Б 

Композиція Б 

, температура, час, 

стерильність. 

Термометр технічний, 

годинник, 

мікробіологічний 

контроль 

Температура 

визначається 

безперервно під час 

стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль- після 

 

Т=131
0
С 

t=20 хв 

Відсутність 

мікробіоти 
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Кт, Км, Кх  5.4 

Вирощування 

посівного матеріалу у 

колбах на качалках 

Посівний матеріал, 

тривалість 

вирощування, 

температура, 

швидкість 

перемішування, 

чистота культури 

 

Термометр технічний, 

годинник, тахометр, 

рН-метр 

мікробіологічний 

контроль 

Під час  вирощування 

посівного матеріалу в 

інокуляторі  

Т=32
0
С 

t=48 год 

Відсутність 

сторонньої мікробіоти 

Кт, Км, Кх  5.5 

Вирощування 

посівного матеріалу в 

інокуляторі на 63 л 

Посівний матеріал, 

тривалість 

вирощування, 

температура, 

швидкість 

перемішування, 

чистота культури 

 

Термометр технічний, 

годинник, тахометр, 

рН-метр 

мікробіологічний 

контроль 

Під час  вирощування 

посівного матеріалу в 

інокуляторі  

Т=32
0
С 

t=48 год 

рН=6,8 

Відсутність 

сторонньої мікробіоти 
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Кт, Км, Кх  5.6 

Вирощування 

посівного матеріалу в 

інокуляторі на 630 л 

Посівний матеріал, 

тривалість 

вирощування, 

температура, 

швидкість 

перемішування, 

чистота культури 

 

Термометр технічний, 

годинник, тахометр, 

рН-метр 

мікробіологічний 

контроль 

Під час  вирощування 

посівного матеріалу в 

інокуляторі  

Т=32
0
С 

t=48 год\ 

рН=6,8 

Відсутність 

сторонньої мікробіоти 

Кт, Км, Кх  6.1 

Виробничий біосинтез 

у ферментері на 50 л 

Культуральна рідина, 

тривалість 

вирощування, 

температура, 

швидкість 

перемішування, 

чистота культури, 

концентрація 

доксорубіцину. 

 

Термометр технічний, 

годинник, тахометр, 

рН-метр 

мікробіологічний 

контроль, 

фотоколориметричний 

метод визначення  

концентрації 

доксорубіцину 

Під час  вирощування 

культури в 

ферментері, відбір 

проб: кожні 6-8 годин 

Т=32
0
С 

рН=6,8 

t=72 год 

Відсутність 

сторонньої мікробіоти, 

С = 1.02 г/л 
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7.2. Мікробіологічний контроль 

Мікроскопуванням за фарбуванням по Граму. Для мікроскопування 

використовують препарати «роздавлена крапля». Прeпарат «роздавлена 

крапля» готують на знежиреному предметному склі, на яке наносять 

маленьку краплю культуральної рідини,  накривають накривним скeльцем і 

розглядають з об’єктивом 40х, або  з імерсійною системою на ×90 . При 

оцінці морфолого-культуральних ознак продуцента перш за все звертають 

увагу, на характерні особливості  клітин. [35].  ( рис , 5.1). 

 

 

 

Рисунок 5.1 Micromonospora echinospora    при світловій мікроскопії [26]. 

  

7.3. Показники росту і синтезу цільового продукту 
7.3.1. Визначення концентрації біомаси.  

Прямий метод : 

Пробу культуральнoї рідини у кількості 20 мл відцентрифуговують 

упродовж 10 хв при 6000 об/хв. Одержану дисперсну систему фільтрують на 

заздалегідь зваженому папeровому фільтрі та після фільтрування переностяь 

біомасу на заздалегідь зважений та висушений фільтр у апараті Чижової. 

Висушують біомасу упродовж 5 годин при 45 
0
С  або до постійної маси. 

Після чого зважують та  визначають концентрацію біомаси по різниці маси 

зваженої після висушування та маси паперового фільтру[36]. 

7.3.2.Визначення концентрації  Глюкози(джерела вуглецю) 

https://www.google.com.ua/url?sa=i&url=https://jgi.doe.gov/why-sequence-two-micromonosporas/&psig=AOvVaw0MP2wfhzYvsCk6mYuP-zF9&ust=1590081235196000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCKitqbT4wukCFQAAAAAdAAAAABAy
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  Основним джерелом вуглецю в серeдовищі виступає крохмаль, який 

складається з  глюкоза,. Концентрація  глюкози буде еквівалентна 

концентрації крохмалю. Однак для визначення необхідно підготувати пробу.  

Культуральну рідину у кількості 50 мл  переносять у центрифужні 

пробірки та центрифугують при 3000 об/хв 10 хв, далі відцентрифуговану 

суспензію фільтрують через фільтрувальний папір, фільтрат відбирають у 

окрему ємність для аналізів. До супернатанту додають ферментний препарат 

альфа-амілази. Нагрівають суміш до 45-50 
0
С та витримують 10-15 хв. Після 

лцього фільтрують і до фільтрату додають препарат ферменту глюкаомілази. 

Витримують при тій же температурі 20 хв. Після цього суспензію фільтрують 

тта подають на визначення глюкози. 

Відбирається певний об`єм проби прогідролізованої ферментами, 

розводять у 250-1000 разів, далі від розведеного розчину відбирають 5-10 мл 

і переносять у 20 мл  20 мМ буферного розчину системи: KH2PO4 — Na2HPO4 

з рН 7.2. До даної системи додають глюкозооксидазу іммобілізовану на 

полімері ЕДТ (20 мМ фосфатному буфері, рН 6,2, яка складалася з 10–2 М 

3,4-ети- лендіокситіофену, 10–3 М поліетиленгліколю та 30 мг/мл розчину 

ГОД) у вигляді суспензії. 

Вимірювання концeнтрації глюкози здiйснюється за допомогою 

амперометричного перетворювального приладу, що складається з   

традиційної триелектродної системи, в якій друкований електрод SensLab 

(SensLab GmbH, Leipzig, Німеччина)  поєднав у собі всі три електроди: 

платиновий робочий, до поміжний та електрод порівняння. Платинові 

друковані електроди SensLab досліджували на відтворюваність та праце 

здатність у діапазоні потенціалу від 0 до +600 мВ. Вимірювання проводять 

опусканням датчика амперометричного приладу у розчин-систему з 

глюкозооксидазою та підготовленою культуральною рідиною.  

Величина, що вимірюється- це сила струму, що визначається у нА. 

Концентрацію глюкози визначають  за градуювальним графіком залежності 

сили струму ( нА) і концентрації глюкози ( мМ). Одержане значення 



  

60 
 

концентрації спочатку перемножають на ступінь розведення а потм 

переводять  концентрацію з мМ у г у певному об`ємі  чи г/л Вміст карбону у 

глюкохі 40 %, тобто 1 г глюкози відповідає 0,4 г карбону [36] 

 

7.3.3. Визначення концентрації  цільового продукту (гентаміцину). 

Для визначення гентаміцину використовується фотометричний метод, 

суть якого полягає у утворенні забарвленої сполуки при реакції з ацето-

ацетоном, яка потім вимірюється за допомогою фотоелектроколориметра.       

Принцип методу полягає у утворенні стійкої сполуки між  гентаміцином 

та ацето-ацетоном, інтенсивність забарвлення якої відображає концентрацію 

гентаміцину, яку можна визначити за градуювальним графіком: 

Відбирають 25 мл культуральної рідини, центрифгують при 6000 об / хв 

5 хв. Супернатант зливають в окрему колбу. До цієї колби додають 5 мл 0.1 

% розчину соляної кислоти. Перемішують та витримують у темному місці 5 

хв.  

Далі оброблений супернатант  розводять водою у співвідношенні 1:10. 

Готують допоміжні реактиви. 

Реактив для провeдення кольорової реакції (реактив С) отримується 

безпосередньо перед проведенням вимірювання. Для цього у мірний циліндр 

місткістю 150 см
3
 вносять 50 см

3
 буферної суміші з pH 2,56, 4,0 см

3
 ацетил-

ацетону, 10,0 см
3
 водного розчину формальдегіду з масовою часткою 

речовини 30 %, перемішують, доводять до 150 см
3
 буферною сумішшю. 

Буферну суміш з pH 2,56 готують змішуванням реактиву А та реактиву Б.  

Приготування реактиву А: наважку (22,530 0,001) г ортофосфорної 

кислоти з масовою часткою основної речовини 87 % поміщають у хімічний 

стакан місткістю 100 см
3
, у який попередньо внесено приблизно 50 

см
3
 дистильованої води, і перемішують. Аналогічно розчиняють наважку 

(12,000 0,001) г льодяної оцтової кислоти та наважку борної кислоти масою 

(12,360 0,001) г. Отримані розчини переносять у мірну колбу на 1000 см
3
, в 
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яку попередньо внесено від 200 см
3
 до 300 см

3
 дистильованої води, та 

доводять вміст колби до мітки дистильованою водою.  

Реактив Б — розчин натрію гідроксиду з молярною концентрацією 1 

моль/дм
3
. Далі змішують 1000 см

3
реактиву А та 150 см

3
 реактиву Б, 

відміряного за допомогою мірного циліндра. Значення pH вимірюють 

потенціометрично. 

Градуювальні розчини готують з гентаміцину сульфату з чистотою не 

менше  85 %. При цьому масова концентрація основного градуювального 

розчину становить 1000 мкг/см
3
, робочого градуювального розчину — 20 

мкг/см
3
. Шкала градуювальних розчинів — згідно з табл. 1. 

 

 Таблиця 5               Шкала градуювальних розчинів 

 

У всі пробірки з градуювальними розчинами додають по 2,5 

см
3
 реактиву С, перемішують та кип'ятять на водяній бані упродовж 15 хв. 

Пробірки з отриманими розчинами охолоджують, доводять об'єми розчинів 

дистильованою водою до 5 см
3
, знову перемішують і вимірюють оптичну 
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густину відносно розчину порівняння (розчин № 1 в таблиці 1). Будують 

градуювальний графік залежності оптичної густини розчину (вісь ординат) 

від маси речовини у мікрограмах (вісь абсцис). Для встановлення 

градуювальної залежності отримані результати обробляють за методом 

найменших квадратів, визначаючи коефіцієнти а та b лінійної градуювальної 

функції згідно з ДСТУ ISO 8466-1 [14]. Градуювальну залежність записують 

рівнянням (1): 

D325 = a + bmгр. (1) 

де D325 — оптична густина розчину, що спектрофотометрується, mгр — маса 

гентаміцину сульфату у відповідному градуювальному розчині, мкг; а — 

масштабний коефіцієнт, що дорівнює довжині відрізка, який відсікає 

градуювальна пряма на осі ординат; b — коефіцієнт регресії, який дорівнює 

тангенсу кута нахилу градуювальної прямої. 

Отримана градуювальна залежність описується рівнянням (2): 

D = 0,005152mгр.+ 0,000959 (2). 

Градуювальна залежність оптичної густини розчинів від кількості 

гентаміцину сульфату наведена на рис. 5.1. 

 

Рис. 5.1. Градуювальна залежність оптичної густини розчину від вмісту 

гентаміцину сульфату. 
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Для вимірювання концентрації гентаміцину сульфату у повітрі робочої 

зони проби повітря протягують крізь фільтр АФА-ВП-20 за допомогою 

аспіраційного пристрою з об'ємною витратою 20,0 дм
3
/хв упродовж 24 

хвилин. Фільтр з відібраною пробою за допомогою пінцета поміщають у 

стакан місткістю 25 см
3
, додають для екстрагування речовини 3 

см
3
 здистильованої води і залишають на 10 хв., періодично перемішуючи 

скляною паличкою. Далі за допомогою піпетки відбирають 2,5 

см
3
 отриманого екстракту, переносять у мірну пробірку місткістю 10 см

3
 та 

обробляють аналогічно з градуювальними розчинами. Розчин порівняння 

готують, обробляючи чистий фільтр АФА-ВП-20 одночасно та аналогічно з 

пробою. Отримані розчини переносять у спектрофотометричні кювети і 

проводять спектрофотометричне вимірювання. 

Масову концентрацію гентаміцину сульфату ρі, мг/м
3
 (і = 1,2) для кожної з 

паралельних проб повітря обчислюють за формулами 3 та 4: 

 

де mі — маса гентаміцину сульфату в об'ємі проби, який аналізується, 

знайдена за градуювальним графіком, мкг; D325і — оптична густина розчину 

і-тої паралельної проби; а та b -коефіцієнти градуювальної залежності; V20 — 

об'єм відібраного повітря, приведений до нормальних умов, дм
3
; V1 — 

загальний об'єм екстракту, який отримано після обробки фільтра, см
3
; V2 — 

об'єм екстракту, який отримано після обробки фільтра взятого для аналізу, 

см
3
. 

Проводять контроль збіжності результатів визначень масової концентрації 

гентаміцину сульфату. Якщо результати контролю збіжності задовільні, то за 

результат вимірювань масової концентрації гентаміцину сульфату в повітрі 
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робочої зони ρГМ мг/м
3
 , приймають середнє значення, з двох результатів 

визначень ρ1 та ρ2. Результат вимірювання заокруглюють та перераховують  

у значення г/л[38]. 
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