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РЕФЕРАТ 

Кваліфікаційна робота присвячена розробці технологічної схеми біосинтезу 

білку епідермального фактору росту людини – дріжджами Saccharomyces cerevisiae 

на оптимізованому поживному середовищі із лейцином та гістидином, як джерелом 

додаткового азоту та сахарозі, як джерелом вуглецю, що є дешевим ростовим 

субстратом при виробництві. 

Цільовий продукт використовується як основний інгредієнт косметичних 

антивікових засобів та як АФІ для засобів регенерації шкіри. 

На основі аналізу наукових джерел було зроблено порівняння складу 

поживних середовищ для культивування Saccharomyces cerevisiae. Серед 

розглянутих поживних середовищ було обране поживне середовище із сахарозою, 

яке показало високий вихід білка за мінімальної деградації та при високій щільності 

клітин – 259±37,2 мг/л. 

Технологічна схема біосинтезу білка включає підготовку посівного матеріалу 

та технологічний процес (2 стадії вирощування посівного матеріалу та виробничий 

біосинтез у ферментері об’ємом 30
 
л з коефіцієнтом заповнення 0,6).  

Технологія схема біосинтезу білку епідермального фактору росту людини 

передбачає використання глибинного, аеробного, напівперіодичного культивування. 

У роботі розроблено карту постадійного контролю доферментаційних 

процесів і виробничого біосинтезу та зазначено методики контролю концентрації 

біомаси, джерела карбону та азоту. Також наведено методи ідентифікації цільового 

продукту у культуральній рідині, та методи визначення показників його якості.  

Кваліфікаційна робота складається з вступу, 10 розділів, списку літератури із 

86 найменувань. Загальний обсяг роботи – 101 сторінка, в роботі також є 12 

рисунків, 19 таблиць, 2 креслення: 2 аркуші формату А3. 

Ключові слова: Saccharomyces cerevisiae, дріжджі, епідермальний фактор 

росту, деградація білка, надекспресія білка, біотрансформація.  
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ABSTRACT 

The qualification work is devoted to the development of a technological scheme for 

the biosynthesis of human epidermal growth factor protein by Saccharomyces cerevisiae 

yeast on an optimised nutrient medium with leucine and histidine as a source of additional 

nitrogen and sucrose as a source of carbon, which is a cheap growth substrate in 

production. 

The target product is used as the main ingredient in cosmetic anti-ageing products 

and as an API for skin regeneration products. 

Based on the analysis of scientific sources, we compared the composition of nutrient 

media for the cultivation of Saccharomyces cerevisiae. Among the considered nutrient 

media, the sucrose nutrient medium was chosen, which showed a high protein yield with 

minimal degradation and high cell density - 259±37.2 mg/l. 

The technological scheme of protein biosynthesis includes the preparation of seed 

material and the technological process (2 stages of inoculum cultivation and production 

biosynthesis in a 30-litre fermenter with a filling factor of 0.6).  

The technological scheme of biosynthesis of human epidermal growth factor protein 

involves the use of deep, aerobic, fed-batch cultivation. 

The paper develops a map of the stage-by-stage control of pre-fermentation 

processes and production biosynthesis and describes methods for controlling the 

concentration of biomass, carbon and nitrogen sources. It also provides methods for 

identifying the target product in the culture liquid and methods for determining its quality 

indicators.  

The qualification work consists an introduction, 10 chapters, and a list of 86 

references. The total volume of the work is 101 pages, there are also 12 figures, 19 tables, 

2 drawings: 2 sheets of A3 format. 

Key words: Saccharomyces cerevisiae, yeast, epidermal growth factor, protein 

degradation, protein overexpression, biotransformation. 

  



ВСТУП 

Із появою технології одержання рекомбінантних білків, людство отримало 

можливість використовувати їх для лікування або підтримки життєдіяльності за 

наявності різних захворювань. Епідермальний фактор росту людини – 

перспективний протеїн, який використовується обмежено у регенеративній 

медицині. Заживлення ран різного ступеню, тоді коли організм не здатен до 

регенерації – основна задача даного білку. До прикладу, в світі можна спостерігати 

зростання захворюваності на цукровий діабет. За другого ступеню, симптомом даної 

хвороби є утворення виразок, заживлення яких є дуже складним та тривалим 

процесом. Епідермальний фактор росту здатен прискорювати регенерацію таких 

ран, що значно полегшує життя категорії людей, із проблемами метаболізму цукру в 

організмі [1],[2].  

Косметична промисловість також не обійшла дорогою білок епідермального 

фактору росту. Людське суспільство давно намагається подовжити своє життя, 

проте дані спроби є марними у контексті якоїсь однієї панацеї. Проте людство 

вигадало безліч способів відчувати себе молодими незалежно від віку. Наразі 

набирають популярності різного роду антивікові косметичні препарати, що 

«омолоджують» шкіру. Однак ціна таких засобів є високою для людини із середніми 

доходами. Економічна недоступність засобів, які містять білок епідермального 

фактору росту, є головною проблемою даної косметики [3].   

Висока ціна білку пов’язана із складними перешкодами, такі як отримання 

вигідного з точки зору кількості та якості продуцента, а також складністю виділення 

та очищення нативного білка із середовища біосинтезу. Тому отримання вигідного 

продуцента є актуальним сьогодні. Для отримання білку використовують як і 

еукаріотичні, так і прокаріотичні системи. Проте серед них дріжджі, а саме 

Saccharomyces cerevisiae є найбільш перспективними.  
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Визнані безпечними мікроорганізмами, що свідчить про отримання 

нетоксичного продукту синтезу, здатні рости на простих середовищах, а саме на 

цукрах, невибагливі щодо умов культивування, тобто добре ростуть в стандартних 

умовах , добре вивчені, а також добре піддаються генетичним модифікаціям, що 

дозволяє відносно легко отримувати потрібний продуцент – переваги дріжджової 

культури поміж інших мікроорганізмів.  

Новизною цієї роботи є використання штаму дріжджів Saccharomyces 

cerevisiae UD05PS102 (pHEGF27), які характеризуються синтезом високої 

концентрації білку епідермального фактору росту людини. Також новизною роботи 

є використанням найбільш оптимальних умов біосинтезу, за яких деградація білку є 

мінімальною, а саме менше 10%, а також підбором субстрату, додавання великої 

кількості нітрогеновмісних сполук для полегшення біосинтезу мономерів 

поліпептиду фактору росту.  

 



РОЗДІЛ 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ 

1.1 Фізико-хімічні властивості епідермального фактору росту людини 

Епідермальний фактор росту людини (англ. Epidermal growth factor або EGF) – 

це білок (рис. 1.1), який кодується однойменним геном, розташування якого 

знаходиться у хромосомі 4q25. За номенклатурою INCI (англ. International 

Nomenclature of Cosmetic Ingredients, що у перекладі Міжнародна номенклатура 

косметичних інгредієнтів) EGF має синонімічну назву SH-олігопептид-1 [4].  

Має номер CAS: 62253-63-8. Номер CAS – це реєстраційний номер хімічних сполук 

Chemical abstracts service. Молекулярна формула: C270H401N73O83S7. Форма – 

порошок білого кольору. Температура зберігання – 20 °C. Розчинний у воді [5]. 

Ізоелектрична точка – 4,6.   

 

 

Рис.1.1. 3D модель структури білка EGF [6] 

Складається із 53 амінокислот, з яких три цистеїнові, через що має три 

внутрішньо-молекулярні дисульфідні зв’язки. та має молекулярною масу близько  

6 – 6,2 кДа.  
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Основними продуцентами EGF є бактерії Escherichia coli, Bacillus subtilis, 

дріжджі Saccahromyces cerevisiae, Pichia pastoris та вірус baculovirus [7]. Також 

існують технології використання клітин ссавців, однак вони є дуже дорогими.  

1.2. Біологічна активність hEGF 

Основна біологічна функція – сприяння проліферації та диференціації 

мезенхімальних та епітеліальних клітин. Молекулярна  функція EGF – зв’язування з 

високою спорідненістю з рецептором епідермального фактора росту на поверхні 

клітини та стимуляція внутрішньої активності протеїн-тирозинкінази рецептора. 

Активність тирозинкінази, у свою чергу, ініціює каскад передачі сигналу, що 

призводить до різноманітних біохімічних змін у клітині – підвищення рівня 

внутрішньоклітинного кальцію, посилення гліколізу та синтезу білка, а також 

збільшення експресії певних генів, включаючи ген для EGFR (англ. Epidermal 

growth factor receptor) - які в кінцевому підсумку призводять до синтезу ДНК і 

проліферації клітин. Також відіграє важливу фізіологічну роль у підтримці 

цілісності тканин ротової порожнини, стравоходу та шлунку, адже поверхня даних 

органів сформована саме з епітеліальної тканини. Активність in vitro лежить у 

межах від 0,5 до 25 нг/мл [8].  

У медицині епідермальний фактор росту людини набув популярності як 

регенеративний засіб, який використовується для лікування різних дерматологічних 

пошкоджень, зумовлених різними чинниками. Тим самим, hEGF є цінним та 

перспективним препаратом для загоєння ран при діабеті, адже при цукровому 

діабеті шкірні пошкодження дуже погано гояться та можуть призвести до виразок. 

Також існує практика використання при облисінні та для загоєння післяопераційних 

ран. Відомо, що епідермальний фактор росту використовується у складі кремів та 

сироваток для «лікування» гіперпігментації шкіри, втрати гідратації, а також 

зменшення потовщення шкіри [3]. 

Ліки, що мають у своєму складі рекомбінантний епідермальний фактор росту 

людини – перспективний напрям у засобах регенеративної терапії. Наразі відомо 

про три препарати, які існують на ринку: Heberprot-P – ліофілізат для ін’єкцій, 

EasyEF та Regend – м’які лікарські форми (мазі) (див. рис. 1.2., 1.3.). 
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Рис.1.2. Ліофілізат для ін’єкцій Heberprot-P 75 [9] 

 

 

Рис.1.3. Мазь для ран та діабетичних виразок EasyEF [10]



РОЗДІЛ 2. ОБҐРУНТУВАННЯ ВИБОРУ БІОЛОГІЧНОГО АГЕНТА 

2.1. Обґрунтування вибору біологічного агента та поживного 

середовища для його культивування 

Задля отримання гетерологічних білків використовують різноманітні 

генетично модифіковані біологічні системи. Так для отримання епідермального 

фактору росту людини використовують різноманітні продуценти-системи, які 

розподіляються на евкаріотичні та прокаріотичні. Як і будь-який продуцент, кожен з 

них має свої переваги та недоліки. Системи на основі хазяїна бактеріальної клітини 

(прокаріотична), а саме Escherichia coli або Bacillus subtilis, відзначаються 

стабільністю плазміди, швидкістю росту та експресії, простотою генетичних 

маніпуляцій, а також чи не найважливішим – здатні рости на дешевих середовищах. 

Однак така система потребує додаткової очистки від бактеріальних включень, які 

виникають при утворенні нерозчинного білка, на які в подальшому впливають 

бактеріальні протеази, що впливає на нездатність згортатись у правильну 3D-

структуру, очистка середовища від ендотоксинів, які впливають на чистоту і якість 

самого продукту [11]. Через такого роду недоліки, білковий продукт є досить 

дорогим, а вихід істинно чистого білка є досить низьким. У свою чергу системи, на 

основі хазяїна еукаріота, а саме дріжджів, мають ті ж переваги: можуть рости на 

дешевих середовищах, легко піддаються генно-інженерним модифікаціям, однак 

експресують білок у культуральне середовище, що дає змогу отримувати чистіший 

продукт, а значить економія на виробництві з приводу засобів очищення. Також 

перевагою еукаріотичної системи є здатність до посттрансляційних модифікацій, 

утворення дисульфідних зв’язків та глікозилювання [12],[13]. Через дану 

особливість дріжджові форми є більш близькими до продукування «людських 

білків». Також враховуючи структуру епідермального фактору росту людини, а саме 

наявність трьох дисуфільдних зв’язків, у дріжджів, таких як Saccharomyces 

cerevisiae наявна перевага.  

 

 

 

Змн. 

 
Лист. 

 
№ докум. 

 
Підпис 

 
Дата 

 Арк. 
 

14 

 

НУХТ БТЕК 04.01.05 КР ПЗ 
 

 Розроб. 

 
Атаманенко 
О.В. 

 
 Перевір. 

 
Скроцька О.І.. 
 

 Реценз. 

 
 
  Н. Контр. 

 
 
  Затверд. 

 
Cтабніков В.П. 

 

РОЗДІЛ 2. Обґрунтування 
вибору біологічного 

агента 
 

Літ. 

 
Аркушів 

 96 
 

 
Кафедра БТМ  

 



15 
 

Продуцентами гетерологічних білків, такого як EGF є дріжджі Saccharomyces 

cerevisiae та Pichia pastoris, які класифікуються як загальновизнані безпечні 

мікроорганізми (наявний статус GRAS) [14].  

При ферментації епідермального фактору росту людини важливо враховувати 

явище протеолізу, який зменшує вихід експресії білка. Аби отримати мінімальні 

втрати від деградації білка, важливо правильно підібрати pH та температуру 

ферментації (pH має більше значення ніж температура). Так, за даними кубинських 

вчених, найоптимальнішою температурою ферментації є 25 Cº та pH 6,5 (для 

Saccharomyces cerevisiae). З таких параметрів деградацію білка можна утримувати 

на рівні менше 10%. За стартових умов, а саме 30 Cº та pH 7, деградація становила 

близько 20%. Тому за зміни зовнішніх умов можна досягти максимального виходу 

білка. Важливим нюансом процесу ферментації білку – досягнення великої 

щільності клітин. Максимальний вихід білка за таких умов становив 259±37,2 мг/л, 

що є цілком хорошим результатом (при врахуванні похибки ~ 300 мг/л).  

Також при ферментації білку варто враховувати компонування поживного 

середовища. Для інтенсивної ферментації потрібно, щоб середовище було збагачене 

джерелами азоту, наприклад пептон та дріжджовий екстракт, що є хорошими 

джерелами вуглецю, азоту та вітамінів, аби мікроорганізм мав у легкому доступі 

«будівельні матеріали» на потреби анаболізму, адже при ферментації білка кількість 

вільних амінокислот є зниженою [13], [15].  

Системи на основі Pichia pastoris можна назвати еукаріотичним конкурентом 

Saccharomyces cerevisiae. Проте дані дріжджі характеризуються нижчим виходом 

EGF, а саме 2.27 мкг/л у середньому [7]. Дослід проводився у колбах, тому вихід 

білка був очевидно меншим, ніж вихід, який міг би бути теоретично у ферментері.  

За словами дослідників, кількість hEGF, що секретується у 10 раз більший у 

ферментері, якщо порівнювати із продукуванням у колбах. Також малайзійськими 

вченими було підтверджено значний вплив температури та pH на ферментацію 

білка, однак з іншим біологічним агентом – Pichia pastoris. Відзначено, що 

найкраща експресія білку спостерігалась за pH 6 і 7 та за температури від 29 до 32 

Cº. У будь-якому разі, навіть при експресії білка 2,27 г/л (2,27мкг *10), сумарна маса 
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не наближається до експресії білка як у Escherichia coli так і порівняно із 

Saccharomyces cerevisiae.  

У свою чергу, основним конкурентом систем на основі Saccharomyces 

cerevisiae є системи на основі Escherichia coli, які також характеризуються 

простотою, швидким набором біомаси та високою експресією білка (див.вище). 

Швидкість росту E.coli є дуже швидкою, що свідчить про здатність швидко 

набирати високу щільність клітин. Проте варто зазначити, що білок є 

внутрішньоклітинним, тобто експресується він у включеннях, що потребує 

додаткових маніпуляцій, а це власне подорожчання процесу [12], [16]. Існує багато 

даних про вихід білка на основі E.coli, які коливаються від 240 до 285 г/л [17], [18]. 

Вихід білка суто залежить від вище перелічених параметрів, а саме композиційних 

параметрів поживного середовища та фізико-хімічних параметрів.  

Системи на основі Saccharomyces cerevisiae є дешевими та простими. Вони не 

потребують менше витрат на очистку, бо білок експресується у середовище. Також 

дозволяє експресувати одразу нативну форму білка. Характеризуються дуже 

високим експресії [11],[12],[13]. Через такі переваги, можна зробити висновок, що 

Saccharomyces cerevisiae – є хорошим продуцентом білка, комбінуючи у собі 

простоту, економічність еукаріотичної системи та високий вихід EGF порівняно із 

прокаріотичною системою. Єдиним недоліком є ненабагато менший вихід білка у 

деяких випадках порівняно із прокаріотичними системами та зростання ціни 

поживного середовища при оптимізації як такого. Особливої уваги заслуговує 

регуляція параметрів ферментації, а саме склад поживного середовища, 

концентрація ростового субстрату та фізико-хімічні параметри, такі як температура, 

pH, аерація. Оптимізація даних параметрів формує успіх надекспресії білка 

епідермального фактору росту. 
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Таблиця 2.1 

Особливості одержання епідермального фактору росту людини на ростових субстратах 

Продуцент 
Склад поживного 

середовища, г/л 

Концентрація 

продукту мг/л 
Особливості культивування Література 
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co
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L

2
1

 p
E

T
-2

2
b

).
 Глюкоза – 505 

Дріжджовий екстракт – 10 

Триптон – 20 

NaCl – 0,5 

MgSO4 – 0,5  

285 ± 10 

Ферментація проведена у 

біореакторі об’ємом 5л 

Час ферментації - 20 годин 

Температура ферментації - 32 °C 

pH - 7 

Частота обертання – 700 об/хв 

Liu K., Wang F., Zhao M., Gao B., Xu H., 

Wei D.,  High-level expression of soluble human 

epidermal growth factor in Escherichia coli, East-

China Institute of Technology, August 17th, 2022, doi: 

https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-1646227/v1 
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. 
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Глюкоза – 415 

Триптон – 21 

MgSO4 – 10,6 

KH2PO4 – 13,3 

(NH4)2HPO – 4 

Цитрат – 10 

240 

Ферментація проводилась у 3,7л 

біореакторі. 

Температура ферментації – 32°C 

рН 6,0 

Час ферментації - 48 годин 

Частота обертання – 500 об/хв 

Zheng, Z.-Y., Yao, S.-J., Zhan, X., & Lin, C. 

C. Improvement of hEGF production with enhanced 

cell division ability using dissolved oxygen responses 

to pulse addition of tryptone. Biotechnology and 

Bioprocess Engineering, 2009. 14(, 52–59. 

doi:10.1007/s12257-008-0052-1 
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Сахароза 240 

Пептон - 60 

Дріжджовий екстракт - 60 

Лейцин – 0,9 

Гістидин – 0,31 

NH4Cl – 1  

MgSO4·7H2O – 0,9 

KH2PO4 – 1,4  

NaCl -  0,035  

CaCl2·2H2O – 0,175  

259±37,2 

Ферментація проведена у 

біореакторі об’ємом 7л 

Температура ферментації - 25Cº 

pH 6,5 

Час ферментації – 22 години 

Частота обертання – 700 об/хв 

Valdés Jorge, Mantilla  Ernesto, Márquez 

Gabriel, Improving the expression of Human 

Epidermal Growth Factor in Saccharomyces cerevisiae 

by manipulating culture conditions, 

Article  in  Biotecnologia Aplicada · January 2009 

https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-1646227/v1
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Таблиця 2.2  

Вартість поживних середовищ для цільового біосинтезу 

Продуцент 

Компонент 

поживного 

середовища 

Концентрація у 

ПС, г/л 

Ціна 

компонента, 

грн/кг 

Вартість 

компонента 

(грн) на 1 л 

середовища 

Джерело 

інформації 

E
sc

h
er

ic
h

ia
 

co
li

 L
S

-1
 (

E
. 

co
li

 B
L

2
1

 

p
E

T
-2

2
b

).
 

Глюкоза 505 58 29,3 1 

Дріжджовий 

екстракт 
10 3960 237,6 12 

Триптон 20 18580 371,6 10 

NaCl 0,5 12 0,006 3 

MgSO4 0,5 31 0,016 4 

Ціна поживного середовища на 1 л – 638,522 грн 

E
. 

co
li

 J
M

1
0

1
 

(l
ac

U
V

5
p

ar
8

eg
f)

 

Глюкоза 415 58 24,07 1 

Триптон 21 18580 390,18 10 

MgSO4 0,6 31 0,019 4 

Цитрат 16,6 94 1,56 5 

KH2PO4 13,3 98 1,3 2 

(NH4)2HPO4 4 141 0,56 6 

Ціна поживного середовища на 1 л – 417,7  грн 

S
a

cc
h

a
ro

m
yc

es
 c

er
ev

is
ia

e
 U

D
0

5
P

S
1

0
2

 (
p

H
E

G
F

2
7

) Сахароза 240 33 7,92 4 

Пептон 60 1320 79,2 11 

MgSO4*7H2O 0,9 31 0,028 4 

Дріжджовий 

екстракт 
60 3960 237,6 12 

KH2PO4 1,4 98 0,13 2 

NH4Cl 1 59 0,06 7 

Лейцин 0,9 500 0,45 13 

Гістидин 0,31 2910 0,9 14 

NaCl 0,0035 12 4,2*10
-5 

3 

CaCl2·2H2O 0,175 36 0,0063 8 

Ціна поживного середовища на 1 л – 326,3 грн 
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Список використаних джерел магазинів (ціни наведено на квітень 2023): 

1. https://flagma.ua/uk/glyukoza-dekstroza-o3302952.html   

2. https://flagma.ua/uk/monofosfat-kaliya-o14568820.html  

3. https://flagma.ua/uk/sol-hlorid-natriya-o3342927.html  

4. https://flagma.ua/uk/magniy-sulfat-o3314892.html  

5. https://flagma.ua/uk/citrat-natriya-o3342564.html  

6. https://flagma.ua/uk/ammoniy-fosfornokisly-o3300305.html  

7. https://flagma.ua/uk/ammoniy-hloristy-o3300205.html  

8. https://prom.ua/ua/p1786017895-kaltsij-hloristyj.html?&primelead=Mi40  

9. https://shop.silpo.ua/product/tsukor-povna-chasha-bilyi-krystalichnyi-

490859?gclid=Cj0KCQjw4NujBhC5ARIsAF4Iv6dOZAxswC4WrzTEDoDZrRrKsjq

JKFrK8JaXdDhKdCjloqCPrbDIr20aAhomEALw_wcB  

10. https://shop.hlr.ua/ua/pepton-tripton-dmikrobiologii-pankreaticheskiy-

gidrolizat-kazeina-500-g-233741.html  

11. https://www.systopt.com.ua/item-pepton-fermentatyvnyj  

12. https://chemtest.com.ua/ua/ekstrakt_pekarnix_drizhdzhiv_zhivilne_seredovis

hhe  

13. https://www.covalent.com.ua/ru/shop/leucine-l/  

14. https://www.systopt.com.ua/item-l-gistydin-gidrohloryd  

З огляду ціни ПС, найбільш вигідним є середовище для ферментації на 

основі обраного продуценту. Попри додавання амінокислот у ПС, які є 

дорогими компонентами, через низьку концентрацію, сильний ріст ціни не 

спостерігається.  

 

 

 

 

 

 

https://flagma.ua/uk/glyukoza-dekstroza-o3302952.html
https://flagma.ua/uk/monofosfat-kaliya-o14568820.html
https://flagma.ua/uk/sol-hlorid-natriya-o3342927.html
https://flagma.ua/uk/magniy-sulfat-o3314892.html
https://flagma.ua/uk/citrat-natriya-o3342564.html
https://flagma.ua/uk/ammoniy-fosfornokisly-o3300305.html
https://flagma.ua/uk/ammoniy-hloristy-o3300205.html
https://prom.ua/ua/p1786017895-kaltsij-hloristyj.html?&primelead=Mi40
https://shop.silpo.ua/product/tsukor-povna-chasha-bilyi-krystalichnyi-490859?gclid=Cj0KCQjw4NujBhC5ARIsAF4Iv6dOZAxswC4WrzTEDoDZrRrKsjqJKFrK8JaXdDhKdCjloqCPrbDIr20aAhomEALw_wcB
https://shop.silpo.ua/product/tsukor-povna-chasha-bilyi-krystalichnyi-490859?gclid=Cj0KCQjw4NujBhC5ARIsAF4Iv6dOZAxswC4WrzTEDoDZrRrKsjqJKFrK8JaXdDhKdCjloqCPrbDIr20aAhomEALw_wcB
https://shop.silpo.ua/product/tsukor-povna-chasha-bilyi-krystalichnyi-490859?gclid=Cj0KCQjw4NujBhC5ARIsAF4Iv6dOZAxswC4WrzTEDoDZrRrKsjqJKFrK8JaXdDhKdCjloqCPrbDIr20aAhomEALw_wcB
https://shop.hlr.ua/ua/pepton-tripton-dmikrobiologii-pankreaticheskiy-gidrolizat-kazeina-500-g-233741.html
https://shop.hlr.ua/ua/pepton-tripton-dmikrobiologii-pankreaticheskiy-gidrolizat-kazeina-500-g-233741.html
https://www.systopt.com.ua/item-pepton-fermentatyvnyj
https://chemtest.com.ua/ua/ekstrakt_pekarnix_drizhdzhiv_zhivilne_seredovishhe
https://chemtest.com.ua/ua/ekstrakt_pekarnix_drizhdzhiv_zhivilne_seredovishhe
https://www.covalent.com.ua/ru/shop/leucine-l/
https://www.systopt.com.ua/item-l-gistydin-gidrohloryd
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Таблиця 2.3 

Умовна вартість 1 мг епідермального фактору росту при 

культивуванні Saccharomyces cerevisae 

Біологічний 

агент 

Концентрація 

біомаси, г/л 

Тривалість 

культивуван

ня, год 

Кількість 

утвореної 

біомаси за 

годину, 

мг/год 

Вартість 1 л 

середо-вища, 

грн/л 

Умовна 

вартість 1 мг 

цільового 

продукту, 

грн/г 

1 2 3 4 5 6 

Saccharomyces 

cerevisiae 

UD05PS102 

(pHEGF27) 

50 22 11,7 326,3 1,25 

E. coli JM101 

(lacUV5par8egf) 
91 48 10,9 417,7 1,7 

Escherichia coli 

LS-1 (E. coli 

BL21 pET-22b). 

57,4 20 14,25 638,52 2,24 

З огляду умовної вартості 1 мг цільового продукту, робимо висновок, що 

найбільш вигідним є продуцент Saccharomyces cerevisiae UD05PS102 

(pHEGF27).  

2.2. Морфолого-культуральні ознаки продуцента 

Saccharomyces cerevisiae мають клітини округлої, еліпсоїдної або 

овальної форми. Розміри клітин, мкм: довжина 2,5 – 10, діаметр 2,5 – 6,8. 

Розмножуються брунькуванням, утворюють сумки, аски, по 1-4 безбарвні 

спори. З віковими особливостями клітина набуває змінюється морфологічно. 

Молоді дріжджі (12-16 годин культивування) інтенсивно розмножуються та у 

клітині відсутні запасні речовини. Мають тонку оболонку. Зрілі дріжджі (24 – 

48 годин культивування) набувають зернистість, збільшуються вакуолі та 

зменшується інтенсивність розмноження. Наявні глікоген та метахроматин. 

Старі клітини (72 години+) мають потовщену оболонку, великі вакуолі та 

жирові включення. Відсутнє розмноження. Переважають мертві клітини. Час 

подвоєння клітини при 30 °C становить 1,25-2 години. 
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Колонії овальної або точкової форми 2-3 мм діаметром, білого кольору, 

опуклі, гладкі. Краї колоній рівні. Консистенція масляноподібна [19],[20].  

2.3. Фізіолого-біохімічні ознаки продуцента 

Saccharomyces cerevisiae є факультативними анаеробами. Мезофіли, 

температурний оптимум 32,3°C, а максимальна температура росту – 45,6°C, а 

мінімальна температура росту – 4°C [21]. Може рости у слабко кислому та 

нейтральному середовищах pH 4-7. Лужне середовище, а саме pH 8 і більше є 

непридатним [22]. Максимальна концентрація спирту за якої мікроорганізм не 

гине становить 10 – 15% залежно від штаму [23].  

За типом живлення хемоорганогетеротроф. Saccharomyces cerevisiae може 

використовувати як джерело вуглецю велику кількість моноцукрів, таких як 

глюкоза, фруктоза, галактоза. Можуть зброджувати на 1/3 рафінозу. Однак при 

рості на середовищах із високою концентрацією глюкози існує певний недолік, 

якщо потрібно здійснити набір біомаси. Ефект Кребтрі – процес, який 

спостерігається в аеробних умовах, що при високих концентраціях глюкози 

мікроорганізм здійснює бродіння. Саме тому глюкоза використовується часто у 

спиртовому виробництві, як субстрат. Також може рости на дисахаридах, 

сахароза, мальтоза [24]. 

За Нейбергом поділяють три типи спиртового бродіння для 

Saccharomyces cerevisiae. Перший тип - класичне бродіння, продуктом є 

етиловий спирт. Другий тип – додавання у субстрат бісульфату натрію, при 

якому у ході бродіння, ацетальдегідсульфат сполучається із 

діоксиацетонфосфатом з утворенням гліцерину. Третій тип бродіння – 

додавання у субстрат натрій карбонату або калію фосфорнокислого, у ході 

якого ацетальдегід під час реакції дисмутації утворює гліцерин. Аерація 

пригнічує процес бродіння. Даний ефект має назву ефект Пастера, тому саме 

для набору високої концентрації біомаси використовують аерацію [25].  

Основний шлях катаболізму глюкози – гліколіз. 
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Інгібіторами для Saccharomyces cerevisiae переважно є речовини, які 

поділяються на три групи: слабкі кислоти (оцтова кислота), фуральдегіди та 

фенольні сполуки [26].  

2.4. Таксономічний статус Saccharomyces cerevisiae 

Сучасна таксономія для Saccharomyces cerevisiae наведена у Gen Bank.  

Домен – Eukaryota  

Царство – Fungi  

Підцарство – Dikarya  

Тип – Ascomycota  

Підтип – Saccharomycotina  

Клас – Saccharomycetes  

Порядок – Saccharomycetales  

Родина – Saccharomycetaceae  

Вид – Saccharomyces 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=2759&lvl=3&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&keep=1&srchmode=1&unlock


РОЗДІЛ.3 ТЕХНІКО-ЕКОНОМІЧНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ 

3.1. Потреба у цільовому продукті – епідермальному 

факторі росту людини 

Епідермальний фактор росту людини – основний компонент препаратів, 

які застосовується у регенеративній терапії шкірних покривів. На сьогодні 

стоїть гостре питання у лікуванні хронічних шкірних захворювань. 

Препаратами, у яких АФІ є hEGF (human epidermal growth factor) лікують 

діабетичну виразку стопи – захворювання, яке є ускладненням основної 

хвороби – цукрового діабету. Причиною хвороби є невропатія та ішемія 

кінцівок через гіперглікемію у організмі. Ускладнення призводить до гнійно-

некротичних виразок людини, у результаті якої утворюються гангрени, що у 

свою чергу призводить до ампутації нижніх кінцівок. Таким чином, потреба у 

епідермальному факторі росту, зумовлена наявністю невирішеної проблеми 

ефективного лікування діабетичної виразки стопи. Згідно з Державним 

реєстром лікарських засобів, на ринку України відсутні зареєстровані 

препарати, які є показаними для лікування виразки стопи. Саме тому 

пропонується розробити та покрити потребу в препаратах для лікування даної 

хвороби [27], [28].  

Препарати із hEGF можуть бути у формі ін’єкцій або мазей. Наразі 

найбільш ефективною вважається ін’єкційна форма, розроблена кубинським 

центром генної інженерії та біотехнології, яка є дозволена FDA. Препарат має 

торгову назву Heberprot-P®. Дозування препарату з розрахунку 75 мкг hEGF 

розведені у 5 мл води для ін’єкцій тричі на тиждень. Ін’єкцію проводять у 

ділянку ураження (на кожен см
2 

ін’єкція). Середній розмір виразки 5,5 см
2
. 

Тривалість терапії 3-8 тижнів, у залежності появи грануляційної плівки. Тобто 

тривалість лікування залежить від клінічної відповіді пацієнта.  Приймаємо, що 

у середньому тривалість лікування становить 5-6 тижнів [29].  
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Проблемою хвороби є складність профілактики як такої: обробка ран 

мозолів лише у медичних закладах, повсякденний огляд кінцівок, підбір взуття, 

використання спеціальних олій та масел для змащення ніг. Діабетична стопа 

виникає у 25 відсотках пацієнтів, що хворіють на цукровий діабет. У свою 

чергу – 70 % усіх щорічних ампутацій – наслідок діабетичної виразки стопи.  

Так близько 10 тисяч ампутацій здійснюється у різних сегментах нижніх 

кінцівок, з яких 75% - через цукровий діабет, хронічну ішемію серця або 

атеросклероз. Таким чином, близько 5 тисяч пацієнтів на рік втрачають нижні 

кінцівки. У свою чергу – кількість хворих на цукровий діабет невпинно росте. 

Наразі в Україні нараховується близько 2 млн 325 тис осіб (дані станом на 2021 

рік), і цей показник стрімко росте. Лікарі прогнозують, що кількість хворих до 

2030 року зросте до 2 млн 396 тис. У свою чергу, за даними Інституту 

демографії та соціальних досліджень НАНУ, населення України складає від 28 

до 34 млн осіб. Беручи середнє значення – 31 млн маємо близько 7,5% на 

цукровий діабет, з яких близько 580 тисяч – мають ускладнення. Важливо 

розуміти, що кількість населення України стрімко падає, тоді як кількість 

хворих на ЦД зростає [30],[31]. 

Таблиця 3.1. 

Розрахунок потреби кількості АФІ
* 
 

Група 

пацієнтів 

Доза 

препарату 

на 

тиждень, 

ампул 

Вміст 

АФІ* у 

препараті, 

мкг 

Доза 

препарату 

на середню 

виразку, мкг 

Тривалість 

прийому, 

тиж 

К-сть 

АФІ* на 

людину, г 

Загальна 

кількість 

АФІ* на 

всіх 

хворих, кг 

1 2 3 4 5 6 7 

Хворі на 

цукровий 

діабет (20-

71 рік) 

3 75 375 6 
6,7

5 
3,915 

Примітки: * - Рекомбінантний людський епідермальний фактор росту 

людини. 

Для розрахунку використано дозування препарату Еберпрот-П. 
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3.2. Розрахунок потужності виробництва 

Згідно із Державним реєстром лікарських засобів, препарати із hEGF 

наразі не є зареєстрованими, та дістати їх можна лише неофіційно. Однак, 

оскільки потреба у препараті існує та є гострою, перспектива влаштування 

першого виробництва в Україні для виробництва епідермального фактору росту 

людини є дуже вигідною та конкурентноспроможною. Тому припустімо 

покриття потреби 7% хворих України. 

Згідно з попередніми розрахунками, потреба на всіх хворих hEGF 

становить 3.915 кг. Оскільки, препарат є новаторським та в деякій мірі 

експериментальним, тому задовольнятимемо 7% потреб населення, кількість 

hEGF становить:  

 

Обраний біологічний агент, Saccharomyces cerevisiae UD05PS102 

(pHEGF27) синтезує епідермальний фактор росту людини у концентрації 0,259 

г/л [6]. Звідси, об’єм культуральної рідини, що потрібна для задоволення плану 

становить:  

 

З урахуванням втрат при виділенні епідермального фактору росту (15% - 

урахування всіх максимальних масових втрат під час виділення) кількість 

становить:  

 

3.3. Розрахунок геометричного об’єму ферментера 

Згідно з пунктом 1.2., для забезпечення плану виготовлення білку 

епідермального фактору росту людини потрібно 1216,7 літрів культуральної 

рідини. Розрахуємо кількість культуральної рідини, що потрібно отримати за 

цикл ферментації для розрахунку кількості стадій приготування посівного 

матеріалу. Приймаємо, що кількість трудоднів становить 120, тоді об’єм 

культуральної рідини становить:  
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Розрахуємо тривалість підготовчих робіт ферментера: миття та огляд 

апарату – 1,5 год, перевірка на герметичність – 0,5 год, підігрів апарату – 0,5 

годин, стерилізація апарату – 1 год, охолодження апарату – 0,5 годин, 

завантаження середовища – 1,5 год, засів – 0,5 год, вивантаження – 0,5 год. 

Тривалість культивування – 22 год. Звідси розраховуємо цикл роботи 

ферментера:  

 

Розраховуємо кількість продукту за один цикл: 

 

Визначаємо геометричний об’єм ферментера із коефіцієнтом заповнення 

0,6: 

 

Згідно із таблицею, найближчий за геометричним об’ємом ферментер – 

30 л.  

Уточнюємо коефіцієнт заповнення:  

 

3.4. Розрахунок кількості стадій підготовки посівного 

матеріалу 

За один виробничий цикл отримують 17,6 л культуральної рідин. При 

одержанні культуральної рідини слід врахувати втрати в результаті 

краплевиносу через колектор відпрацьованого повітря, який становить 10-15%.   

Звідси маємо, що кількість посівного матеріалу та культуральної рідини 

перед виробничим процесом становить:  

 

Перевіряємо, чи правильно обрано ферментер при коефіцієнті заповнення 

0,6:  

За вибраного коефіцієнта заповнення, об’єм ферментера становить:  
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Найближчий за об’ємом ферментер – 30 л.  

Уточнюємо коефіцієнт заповнення:  

 

Уточнений коефіцієнт заповнення підходить для аеробного процесу 

культивування (0,5-0,65), отже ферментер обрано правильно.  

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

поживного середовища. Тому для засіву 19,36 л середовища необхідно 

приготувати:  

 

Звідси, об’єм поживного середовища становитиме:  

 

Врахуємо, що під час одержання 1,936 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: 

 

Об’єм інокуляту 2,13 л. Даний об’єм варто отримувати через інокулятор, 

а не колби на качалках, адже тоді зростає ризик контамінації. Таким чином, 

обираємо інокулятор із стаціонарною стерилізацією. Коефіцієнт заповнення 

інокулятора – 0,6. Звідси розраховуємо:  

 

Приймаємо найближчий за об’ємом ферментер – 3,6 л.  

Уточнюємо коефіцієнт заповнення:  
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Уточнений коефіцієнт заповнення підходить для аеробного процесу 

культивування (0,5-0,65), отже ферментер обрано правильно. 

Кількість посівного матеріалу для отримання 2,13 л культуральної рідини 

становить 10%, а саме 213 мл. Даний об’єм отримуватимемо у качалочних 

колбах. Звідси маємо:  

 

Отже, за результатами розрахунків, для біосинтезу рекомбінантного 

фактору росту людини продуцентом Saccharomyces cerevisiae UD05PS102 

(pHEGF27), потрібно встановити один ферментер на 30 л, інокулятор на 3,6 л та 

передбачити підготовку посівного матеріалу у двох качалочних колбах на 750 

мл.



РОЗДІЛ 4. БІОСИНТЕЗ ЦІЛЬОВОГО ПРОДУКТУ 

4.1. Шляхи катаболізму ростового субстрату у біологічного агента 

Ростовим субстратом для біосинтезу епідермального фактору росту 

людини (надалі hEGF) за допомогою дріжджів Saccharomyces cerevisiae є 

сахароза. Сахароза за допомогою ферменту сахарази розщеплюється до 

глюкози, що є початково речовиною у катаболізмі субстрату. Звідси схема 

катаболізму розпочинається із глюкози. Згідно з Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes, катаболізм глюкози відбувається шляхом Ембдена-Меєйргофа-

Парнаса, іншими словами – гліколіз [32],[33]. Катаболізм глюкози проходить 

такими етапами:  

1. Глюкоза за участі гексокінази (КФ 2.7.1.1) фосфорилюється до 

глюкози-6-фосфат.  

2. α-D-глюкозо-6-фосфат ізомеризується за участі глюкозо-6-

фосфат-ізомерази (КФ 5.3.1.9) до фруктозо-6-фосфату.  

3.  β-D-фруктоза-6-фосфат за участі фосфофруктокінази (КФ 

2.7.1.11) перетворюється на фруктозо-1,6-дифофсфат.  

4.  β-D-фруктозо-1,6-дифосфат за участі фруктозодифосфат 

альдолази (КФ 4.1.2.13) перетворюється на два продукти: діоксиацетонфосфат 

та гліцеральдегід-3-фосфату. За рахунок тріозофосфатізомерази (КФ 5.3.1.1), 

діоксиацетонфосфат також перетворюється на гліцеральдегід-3-фосфат.  

5. Гліцеральдегід-3-фосфат за рахунок гліцеральдегід-3-

фосфатдегідрогінази (КФ 1.2.1.12) перетворюється на 1,3-дифосфогліцерат.  

6. 1,3-дифосфогліцерат за участі фосфогліцераткінази (КФ 2.7.2.3) 

перетворюється у 3-фосфогліцерат.  

7. 3-Фосфогліцерат за участі фосфогліцератмутази (КФ 5.4.2.12) 

ізомеризується у 2-фосфогліцерат. 

8. 2-Фосфогліцерат перетворюється за участі енолази (КФ 4.2.1.11) 

у фосфоенолпіруват.  
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9.  ФЕП (фосфоенолпіруват) за участі піруваткінази (КФ 2.7.1.40) 

утворює кінцевий продукт катаболізму – піруват, який залучається до 

наступних метаболічних процесів.  

 

Рис 4.1. Катаболізм глюкози. Шлях Ембдена-Меєйргофа-Парнаса 

Ферменти: 1 – гексокіназа (КФ 2.7.1.1); 2 – глюкозо-6-фосфат ізомераза 

(КФ 5.3.1.9); 3 – фосфофруктокіназа (глюкокіназа) (КФ 2.7.1.11); 4 – 

фруктозодифосфат альдолаза (КФ 4.1.2.13); 5 – тріозофосфатізомерази (КФ 

5.3.1.1); 6 – гліцеральдегідфосфат дегідрогеназа (КФ 1.2.1.12); 7 –
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фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3); 8 – фосфогліцератмутаза (КФ 5.4.2.12); 9 – 

енолаза (КФ 4.2.1.11); 10 – піруваткіназа (КФ 2.7.1.40). 

4.2. Біотрансформація ростового субстрату у цільовий продукт 

Під час росту S. cerevisiae з використанням глюкози, як джерела вуглецю, 

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

залучається до циклу трикарбонових кислот (ЦТК).  

Для поповнення втрат інтермедіатів ЦТК (оксалоацетату) слугують 

анаплеротичні реакції за участі ферментів фософенолпіруваткарбоксилази (КФ 

4.1.1.49) та піруваткарбоксилази (КФ 6.4.1.1) .  

Епідермальний фактор росту людини – поліпетид, який складається із 53 

амінокислот (кількісний склад). До складу самого ж поліпептиду входять 17 

амінокислот (якісний склад).  

 

Рис.4.2. Послідовність амінокислот епідермального фактору росту 

людини [34] 

Амінокислоти аспартатної родини (аспартат, аспарагін, метіонін, треонін, 

ізолейцин) утворюються з оксалоацетату, який є інтермедіатом ЦТК. 



32 
 

Амінокислоти глутаматної родини (глутамат, глутамін, пролін, аргінін) 

утворюються з 2-оксоглутарату (також інтермедіату ЦТК). 

Попередником біосинтезу амінокислот, таких як лейцин та валін є 

піруват, який утворюється під час катаболізму глюкози (див. вище). 

Попередником біосинтезу амінокислот, таких як серин, гліцин та цистеїн 

є 3-Фосфогліцерат, який утворюється під час катаболізму глюкози (див. вище).  

Попередниками гістидину є фосфорибозилпірофосфат і еритрозо-4-

фосфат; попередниками триптофану є еритрозо-4-фосфат і фосфоенолпіруват, 

які утворюються у пентозо-фосфатному циклі. Попередником пентозо-

фосфатного циклу є фруктоозо-6-фосфат, що є інтермедіатом катаболізму 

глюкози (див. вище). 
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Рис. 4.3. Схема біотрансформації ростового субстрату 
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Список ферментів біотрансформації ростового субстрату (Част.1.) 

Ферменти катаболізму глюкози: 1. Гексокіназа - (КФ 2.7.1.1);2. – Глюкозофосфатізомереза (КФ 5.3.1.9); 3. – 

Фосфофруктокіназа (КФ 2.7.1.11); 4. – Фруктозодифосфатальдолаза (КФ 4.1.2.13); 5.– Триозофосфатізомераза (КФ 5.3.1.1); 

6. - Гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогеназа (КФ 1.2.1.12); 7. – Фосфогліцераткіназа (КФ 2.7.2.3); 8. – Фосфофгліцератмутаза 

(КФ 5.4.2.12); 9. – Енолаза (КФ 4.2.1.11); 10. – Піруваткіназа (КФ 2.7.1.40);  

Ферменти циклу трикарбонових кислот: 11. – Піруватдегідрогеназа (КФ 1.2.4.1.).12. – Цитратсинтаза (КФ 2.3.3.1); 13 – 

Аконітаза (КФ 4.2.1.3); 14 – Ізоцитратдегідрогеназа (КФ 1.1.1.42); 15. – 2 – Оксоглутаратдегідрогеназа (КФ 1.2.4.2); 16 – 

Сукцинаттіокіназа (КФ 6.2.1.4); 17. - Сукцинатдегідрогеназа (КФ 1.3.5.1); 18. — Фумараза (КФ 4.2.1.2); 19 — 

Малатдегідрогеназа (КФ 1.1.1.37). 

Ферменти анаплеротичних реакцій (позначені пунктиром): 20.1 – Фосфоенолпіруваткабоксилаза (КФ 4.1.1.49); 20.2 – 

Піруваткарбоксилаза (КФ 6.4.1.1).  

Ферменти біосинтезу амінокислот аспартатної родини: 21. – Аспартат амінотрансфераза (КФ 2.6.1.1); 22 – 

Аспарагінсинтаза (КФ 6.3.5.4); 23. – Аспартат кіназа (КФ 2.7.2.4); 24. – Аспартат напівальдегід-дегідрогеназа (КФ 1.2.1.11); 

25. – Гомосерин дегідрогеназа (КФ 1.1.1.3); 26. – Гомосерин кіназа (КФ 2.7.1.39); 27. – Треонін синтаза (КФ 4.2.3.1); 28. – 

Гомосерин сукцинілтрансфераза (КФ 2.3.1.46); 29 – Цистотіонін гамма-синтаза (КФ 2.5.1.48); 30 – Цистеїн-S-кон'югат 

бета-ліаза  (КФ 4.4.1.13); 31 - 5-Метилтетрагідроптероїлтриглутамат - гомоцистеїн метилтрансфераза (КФ 2.1.1.14); 32. – 

Треонін амоній-ліаза (КФ 4.3.1.19); 33 – Ацетолакат синтаза (КФ 2.2.1.6); 34;35. – Редуктоізомераза кетолової кислоти (КФ 

1.1.1.86); 36 – Дегідроксикисла дегідратаза (КФ 4.2.1.9); 37 – Амінотрансфераза із розгалуженим кінцем (КФ 2.6.1.42). 
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Список ферментів біотрансформації ростового субстрату (Част.2.)

Ферменти біосинтезу амінокислот глутаматної родини: 38. – НАДН-залежна глутамат синтаза (КФ 1.4.1.14); 39. – 

Глутамат-5-кіназа (КФ 2.7.2.11); 40. – Глутамат-5-напівальдегід дегідрогеназа (КФ 1.2.1.41); 41. – фермент відсутній; 42. – 

Піролін-5-карбоксилат редуктаза (КФ 1.5.1.2); 43. – Глутамін синтаза (КФ 6.3.1.2); 44. – N-ацетилтрансфераза 

амінокислоти (КФ 2.3.1.1); 45. – Ацетилглутаматкіназа (КФ 2.7.2.8); 46. – N-ацетил-гамма-глутамілфосфатредуктаза (КФ 

1.2.1.38); 47. – Ацетилорнітинамінотрансфераза (КФ 2.6.1.11); 48. – Глутамат-N-ацетилтрансфераза (КФ 2.3.1.35); 49. – 

Орнітинкарбамоїлтрансфераза (КФ 2.1.3.3); 50. – Карбамоїл-фосфатсинтаза (КФ 6.3.5.5); 51. – Аргініносукцинатсинтаза 

(КФ 6.3.4.5); 52 – Аргініносукцинатліаза (КФ 4.3.2.1). 

Ферменти біосинтезу серину, гліцину та цистеїну: 53* – D-3-фосфогліцерат дегідрогеназа (КФ 1.1.1.95); 53 – 

Фосфосерин амінотрансфераза (КФ 2.6.1.52); 54 – Фосфосерин фосфатаза (КФ 3.1.3.3); 55. – Серин-гліоксилат 

трансаміназа (КФ 2.6.1.45); 56 – Цистотіонін бета-синтаза (КФ 4.2.1.22); 57 – Цистотіонін гамма-ліаза (КФ 4.4.1.1). 

Ферменти біосинтезу лейцину та валіну: 58. – Ацетолакат синтаза (КФ 2.2.1.6); 59. – Редуктоізомераза кетолової 

кислоти (КФ 1.1.1.86); 60. – Дегідроксикисла дегідратаза (КФ 4.2.1.9); 61. – Амінотрансфераза із розгалуженим кінцем (КФ 

2.6.1.42); 62. – 2-Ізопропіл малат-синтаза (КФ 2.3.3.13); 63. – 3-Ізопропілмалат дегідратаза (КФ 4.2.1.33); 64. – 3-Ізопропіл 

дегідрогеназа (КФ 1.1.1.85); 65. - реакція мимовільна.  

Ферменти біосинтезу гістидину: 65 – Транскетолаза (КФ 2.2.1.1); 66 – Рибулозофосфат-3-епімераза (КФ 5.1.3.1); 67 – 

Рибоза-5-фосфат-ізомераза A (КФ 5.3.1.6); 68 –  Рибозо-фосфат-пірофосфокіназа (КФ 2.7.6.1); 69 – АТФ – фосфорибозил 

трансфераза (КФ 2.4.2.17); 70 –  Фосфорибозил-АТФ пірофосфогідролаза (КФ 3.6.1.31); 71 –  Фосфорибозил-АМФ 

циклогідролаза (КФ 3.5.4.19); 72 – Фосфорибозилформіміно-5-аміноімідазол карбоксамід риботид ізомераза (КФ 5.3.1.16); 

73 – Імідазол гліцерол-фосфат синтаза (КФ 4.3.2.10); 74 – Імідазол-гліцерол-фосфат дегідратаза (КФ 4.2.1.19); 75 – 

Гістидинол-фосфат амінотрансфераза (КФ 2.6.1.9); 76 – Гістидинол фосфатаза (КФ 3.1.3.15); 77 – Гістидинол 

дегідрогеназа (КФ 1.1.1.23).  
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Список ферментів біотрансформації ростового субстрату (Част.3.) 

Ферменти біосинтезу тирозину та триптофану: 78;79;80 – Транскетолаза (КФ 2.2.1.1); 81 – Трансальдолаза (КФ 

2.2.1.2); 82 – 3-Дезоксиарабіногептулозо-7-фосфатаза (КФ 2.5.1.54); 83;84;85;86;87 – Пентафункціональний поліпептид 

AROM (КФ 4.2.3.4); (КФ 4.2.1.10); (КФ 1.1.1.25); (КФ 2.7.1.71); (КФ 2.5.1.19); 88 – Хоризматсинтаза (КФ 4.2.3.5); 89 – 

Хоризматмутаза (КФ 5.4.99.5); 90 – Антралінат синтаза (КФ 4.1.3.27);  91 – Префенатдегідратаза (КФ 1.3.1.13); 92 – 

Префенатдегідрогеназа (КФ 4.3.1.13); 93 – Антралінатфосфорибозилтрансфераза (КФ 2.4.2.18); 94 – 

Фосфорибозилантралінат ізомераза (КФ 5.3.1.24); 95 – Індол-3-гліцерол-фосфат синтаза (КФ 4.1.1.48); 96 – Триптофан 

синтаза (КФ 4.2.1.20). 



РОЗДІЛ 5. ОБГРУНТУВАННЯ ВИБОРУ ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

5.1. Обґрунтування способу культивування та вибору ферментера 

Культивування Saccharomyces cerevisiae UD05PS102 здійснюють 

глибинним способом через особливості культурального середовища (рідке). У 

свою чергу отримання білку є дуже виснажливим процесом для мікроорганізму, 

а саме потрібна велика кількість азоту для утворення попередників білків – 

амінокислот. Також із часом продуктивність мікроорганізму знижується, тому 

для задля перекриття недоліків біосинтезу обираємо напівбезперервне 

культивування (періодичне із підживленням). 

Оскільки задля забезпечення максимальної ефективності біосинтетичного 

процесу потрібно дотримуватись аеробних умов, pH 6,5 та температури, що 

становить 25C°, існує ризик контамінації процесу іншими мікроорганізмами, 

задля чого потрібно забезпечити асептичні умови синтезу. Задля цього потрібно 

забезпечити стерилізацію обладнання та пов’язаних з ним комунікацій, 

поживного та підживлювального середовищ, аераційного повітря, яке 

надходитиме у ферментер. 

Культивування Saccharomyces cerevisiae UD05PS102 передбачає 

механічне перемішування поживного середовища, контроль температури та pH, 

а також аерацію поживного середовища. Для цього,  при виборі ферментера 

слід врахувати дані аспекти, через що ферментер повинен бути обладнаний:  

1. Для забезпечення перемішування у біореакторі повинен бути 

встановлений перемішувальний пристрій, який забезпечуватиме 700 об/хв. 

Оскільки тип конструкції перемішувального пристрою не є строго визначеним, 

то обираємо пропелерну мішалку, яка може перемішувати помірно в’язкі 

середовища. Пропелер встановлюється у верхній частині заповнення поживним 

середовища, аби при перемішуванні розбивати піну яка утворюється.  
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2. Для забезпечення сталої температури, а саме 25±1 C°, на 

ферментер повинні бути встановлені датчик контролю температури та сорочка, 

яка підтримуватиме сталу температуру.  

3. Для забезпечення сталого pH оснащується відповідним датчиком 

контролю. 

4. Для забезпечення аерації встановлюються комунікації підведення 

стерильного повітря, а саме барботер, який безпосередньо подаватиме повітря у 

ферментер та pO2 датчиком (для контролю концентрації кисню).  

5.2. Обґрунтування вибору стадії підготовки аераційного повітря 

Saccharomyces cerevisiae UD05PS102 (pHEGF27) – факультативний 

анаероб. За анаеробних умов, Saccharomyces cerevisiae здійснюють спиртове 

бродіння, що є непотрібним, у контексті отримання епідермального фактору 

росту людини, тому процес ферментації проходить за аеробних умов, тому для 

отримання епідермального фактору росту людини потрібно забезпечити подачу 

стерильного повітря через барботер [35].  

Підготовку стерильного стисненого аераційного повітря здійснюють 

наступним чином:  

1. Забір атмосферного повітря здійснюється турбокомпресором 

через забірну шахту, на висоті 2-3 м від найвищої точки будівлі. Вибір 

розташування зумовлений зменшенням мікроорганізмів у повітрі зі 

збільшенням висоти. Оскільки висота ферментера 1,9 м, висота поверху – 4 м, 

разом із дахом будівлі – 8 м. Таким чином, забір повітря здійснюємо на висоті 8 

м.  

2. Атмосферне повітря потрібно очистити від пилу, щоб запобігти 

забрудненню компресорів та зменшити кількість мікроорганізмів у повітрі. Для 

цього встановлюємо фільтри попереднього очищення (1-ступінь).  

3. Отримане повітря після грубої очистки потрібно стиснути задля 

подолання опору фільтрувальних матеріалів та гідравлічного опору у 

культуральній рідині, повітря потрібно стиснути у турбокомпресорі до 0,35 

МПа.  
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4. Під час процесу стиснення повітря, останнє нагрівається до 120-

250 °С, що призводить до збільшення вологовмісту на одиницю об’єму. Тому 

повітря потрібно охолодити за допомогою водяного теплообмінного апарату.  

5. Повітря пропускають через ресивер задля урівноваження 

термодинамічних характеристик (температури, тиску, вологи).  

6. Термодинамічно-стабільне повітря пропускають через головні 

фільтри, що затримують від 95-98% мікроорганізмів. Встановлюються у цеху 

ферментації на головному повітряному колекторі стиснутого аераційного 

повітря.  

7. Останнім етапом очистки є пропускання повітря через 

індивідуальні фільтри, що встановлені безпосередньо на кожному ферментері, 

та що затримують до 99,99% мікроорганізмів.  

Для очистки аераційного повітря використовують пористі волокнисті 

матеріали. Фільтри з таких матеріалів затримають часточки за рахунок 

інерційних сил, тобто затримці часточок через пропускання повітря за високої 

швидкості через пористу перегородку, та за рахунок сил осадження. Такий 

метод дозволяє отримувати повітря із чистотою 99,9999%. Проте під час 

експлуатації фільтрів, потрібна їх стерилізація. У залежності від матеріалу, 

обирається спосіб стерилізації. При встановленні фільтрів із перхлорвінілу, 

стерилізація гострою парою заборона (стерилізують за допомогою токсичних 

газу – етилен оксиду). Фільтри із поліакринітрилових волокон або скловолокон 

стерилізують гострою парою (120 – 135 °С).  

5.3. Обґрунтування стадій підготовки стерильного вентиляційного 

повітря 

Епідермальний фактор росту людини – імунобіологічний препарат, білок 

терапевтичної дії. Тому виробництво має відповідати настановам GMP щодо 

чистоти вентиляційного повітря у контрольованих приміщеннях. 

Ферментаційні процеси відбуваються у приміщенні класу В за GMP. Тому 

згідно із настановою, приміщення класу B повинні мати фільтри HEPA із 
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ефективністю очистки повітря 99,995% [36]. Система очистки повинна 

складатись із елементів, які розташовані послідовно:  

1. Перед фільтр – деталь, що потрібна для підготовки повітря, а 

саме очистка від пилових аерозолів.  

2. Кондиціонер – пристрій для надання повітрю потрібної 

температури та вологи у приміщенні, яка вираховується від габаритів 

виробничої кімнати.  

3. Вентилятор – пристрів для подачі повітря, створення ламінарного 

одно направленого руху. 

4. Фільтр HEPA H14 – очистка повітря від частинок із ефективністю 

99,995%.  

5.4. Обґрунтування вибору та опис стадій санітарної підготовки 

виробництва 

5.4.1. Обрахунок загальної площі, що підлягає санітарній підготовці 

Задля вибору та розрахунку кількості мийних та дезінфікуючих засобів 

потрібно розрахувати площу поверхонь приміщення, у які входять як саме 

приміщення та поверхні, так і встановлене обладнання. Виробничий процес 

отримання білку епідермального фактору росту людини передбачає 

встановлення обладнання, а саме ферментер Techfors S, об’ємом 30 л, із 

габаритними характеристиками: 1017 мм x 934 мм x 1841 мм, інокулятор 

Labfors 5, об’ємом 3,6 л, із габаритними характеристиками 464 мм x 462 мм x 

996 мм, бокс для мікробіологічних робіт та інше допоміжне лабораторне 

устаткування (термостат, холодильник, автоклав, апаратура для проведення 

різних видів контролю, наприклад шейкер, ваги тощо).  

Передбачаєтся два приміщення для забезпечення виробничого 

біосинтезу: цех виробничого біосинтезу, у якому встановлені ферментер та 

інокулятор, та лабораторне приміщення, що потрібне для забезпечення 

поточного виробництва та контролю за ним. У лабораторному приміщенні 

встановлюється допоміжне обладнання (мікробіологічний бокс, холодильник, 

автоклав та інше допоміжне обладнання).  
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Розташування обладнання піддається правилу: 1,5 м від поверхонь 

приміщення тат 1 м між обладнанням.  

Задля наочності сформуємо таблицю із конструктивними розмірами 

обладнання для біосинтезу епідермального фактору росту Saccharomyces 

cerevisiae:  

Таблиця 5.1. 

Габарити обладнання для виробництва hEGF 

Обладнання Геометричний об’єм, л W x D x H 

Інокулятор 3,6 464 мм x 462 мм x 996 мм 

Ферментер 30 1017 мм x 934 мм x 1841 мм 

З таблиці видно, що найбільша конструктивна висота становить 1,8 м , 

звідси маємо, що висота приміщення повинна становити:  

1) 1,841 + 1,5 = 3,341 м. 

Округлимо висоту до 3,4 м.  

Обрахуємо ширину приміщення для виробничого біосинтезу:  

2) 1,5 + 1,017 + 1,5 = 4,017 = 4,1 м 

При розрахунку ширини приміщення передбачаємо розташування 

обладнання вздовж, звідси враховується при розрахунку лише найбільша 

ширина. 

Обрахуємо довжину приміщення для виробничого біосинтезу:  

3) 1,5 + 0,462 + 1 + 0,934 + 1,5 = 5,396 = 5,4 м  

Звідси маємо, що площа підлоги, на якій стоїть обладнання становить:  

4) 5,4 × 4,1 = 22,14 м
2 
 

Площа стелі дорівнює площі підлоги. Тоді як площа стін виробничого 

приміщення становить:  

5) ((4,1 × 2) + (5,4 × 2)) × 3,4 = 64,6 м
2
 

Розміри мікробіологічного боксу приймаємо як: ШхВхГ, мм: 1900 x 1522 

x 798.  

Звідси маємо довжину допоміжного лабораторного приміщення, що 

становить:  
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6) 1,522 + 1,5 = 3,022 = 3,1 м.  

Тоді площа підлоги та стелі допоміжного лабораторного приміщення 

становить:  

7) 3,1 × 4,1 = 12,71 м
2
  

Площа стін лабораторного допоміжного приміщення: 

8) ((4,1 × 2) + (3,1 × 2) + 1,9 + 1,522) × 3,4 = 28,882 м
2
 

Отже, площа, що підлягає миттю становить:  

9) 22,14 + 12,71 + 28,882 + 64,6 = 163,182 м
2
 

Таблиця 5.2  

Розрахунок загальної площі приміщень для виробництва hEGF  

Приміщення Обладнання 
Площа 

приміщення, м
2
 

Площа стін, 

м
2 

Цех 

виробничого 

біосинтезу 

Ферментер об’ємом 30 

л та інокулятор об’ємом 

3,6 л 

22,14 64,6 

Лабораторія 

Автоклави, бокс, 

термостати, 

холодильники, шейкери 

апаратура для 

проведення контролю, 

хімічний посуд, та 

інше. 

12,71 28,882 

ВСЬОГО 128,332 

5.4.2. Розрахунок та обґрунтування вибору мийних та 

дезінфікувальних засобів 

Прийнято, що кількість трудоднів, тобто днів, коли приміщення 

перебуватиме у функціональному стані – 120 днів. Звідси маємо, що миття та 

дезінфекція проводиться перед кожним виробничим циклом, при тривалості 

циклу – 28,5 год, повинна відбуватись 101 раз на рік.  

Підлогу потрібно мити відповідно до кількості трудоднів, а саме 120 днів.  
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Стіни, двері та стелю миють та дезінфікують раз на місяць в якості 

генеральних прибирань. Звідси маємо, що кількість генеральних прибирань 

становить 4 рази.  

При виборі детергентів та дезінфектанту варто зважати на певні критерії 

підбору. Такими критеріями є ефективність – здатність до ліквідації 

мікроорганізмів, Kill time (час вбивства, знищення), що визначає, наскільки 

швидко засіб діє, безпечність – тобто наскільки засіб шкодить обладнанню та 

поверхням, куди він наноситься, так і людям, що його використовують, 

практичністю – тобто наскільки важко чи довго потрібно готувати миючий чи 

дезінфікуючий розчин та вартість, що виходить із економічних міркувань. Дані 

критерії напряму залежать від виробника засобу та країни походження, 

виробничої формули та хімічної речовини, що чинить ефективну дію [37], [38].  

Отже, для використання CIP-мийкою обладнання, підбираємо наступні 

засоби:  

 Каустична сода (їдкий натр, NaOH) – безбарвна кристалічна речовина. 

Добре розчиняється у воді. Водні розчини мають лужну реакцію. Розчини 

каустичної соди добре обмилюють жири, гідролізують білки, розщеплюють 

вуглеводи, та загалом добре очищають органічні залишки. Необхідне 

використання ЗІЗ при роботі із каустичною содою. [37]. Найкраще 

використовувати гарячим (до 80 °С) у концентрації 1-1,5% у залежності від 

забруднення. Важливо, що при використанні каустичної соди варто видаляти 

повітря із обладнання, тому що їдкий натр реагує із вуглекислим газом, тим 

самим гаситься, утворюючи натрій карбонат 

 Лойран Про CIP – лужний миючий засіб з антимікробними добавками та 

пониженим піноутворенням. Добре емульгує жири, видаляє жирові та білкові 

забруднення органічної природи. Робоча концентрація: 1-2%. Температура 

робочого розчину – 60-80 °С, а час рециркуляції становить 30-40 хв. pH 

концентрату – 11-13. До складу входять: вода питна, натрію гідроксид, НПАР 

<5%, КПАР <5%, Na EDTA <5, TEA. Уникати контакту зі шкірою та очима. 

Мити руки після використання. 
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 PCIP 653 – лужний миючий засіб, що видаляє забруднення органічного 

характеру (денатурований білок, жири, олії, дріжджі, цукор тощо) на поверхнях 

з нержавіючої сталі, кераміки, гуми, полімерів тощо. До складу входять: вода 

демінералізована, лужні компоненти, неіоногенний ПАВ, Polismart, ЧАС, 

інгібітор корозії. Використовувати захисний спецодяг, гумові рукавички та 

захисні окуляри. Уникати контакту зі шкірою та очима. Мити руки після 

використання. 

Для виробництва епідермального фактору росту людини потрібно 

підібрати принаймні 2 різні дезінфектанти, що використовуються для миття 

приміщень, із розрахунку, що заміна засобу проводиться один раз на 2 місяці, із 

врахуванням різниці хімічного складу засобів. Такі дії зумовлені ростом 

резистентності мікроорганізмів до антибактеріальних засобів.  

 Септодор форте – засіб для дезінфекції поверхонь та інструментарію, що 

виявляє антимікробну активність щодо грамнегативних та грампозитивних 

бактерій, віруліцидні властивості та фунгіцидні властивості. До складу входять: 

Суміш четвертинних амонійних сполук – 37,5 %, глутаровий альдегід – 12,5 %, 

вода підготовлена, регулятор рН. Не викликає корозію металів та загалом не 

агресивний щодо об’єктів обробки. Для антимікробної обробки 

використовують 0,1%-розчин. 

 PUR 272 – Лужний пінний миючий засіб з дезінфікуючою дією. 

Призначений для комплексного миття та одночасної дезінфекції стін і підлоги. 

Робоча концентрація від 1 до 3 %, у залежності від ступеню забруднення. До 

складу входять: натрій гіпохлорит – 4,0-6,0 %, натрій гідроксид – 2,0-7,0 %, 

калій гідроксид – 1,0-5,0%. 

Отже, згідно із таблицею для миття обладнання найбільш економічно 

вигідним є розчин каустичної соди (див. табл. 5.3.). 
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1. https://himlkm.com.ua/ua/p736679246-soda-kausticheskaya-natrij.html 

2. https://novahim.com.ua/lojran-pro-cip-pro12-mijuchij-zasb-z-antimkrobnoju-dju-znizhenim-pnoutvorennjam-4  

3. https://biogreen.com.ua/proficlean-ua/mijuchij-zasib-dlja-cip-mijok-luzhnij-profi-cip-653-10l-r000039-ua  

4. https://mdmgroup.com.ua/zasoby-dlya-dezinfekciyi-instrumentiv/zasib-dezinfekcijnyj-septodor-forte#38058  

5. https://rozetka.com.ua/ua/300614158/p300614158/  

Примітка: посилання на миючі/дезінфікуючі засоби використані для опису відповідних засобів вище.    Таблиця 5.3 

Назва 

мийного/дезінфіку 

вального засобу 

Об’єкт миття та/або 

дезінфекції 

Концентрація 

робочого 

розчину, % 

Загальна площа 

(об’єм) миття 

та/або дезінфекції 

об’єкту за весь 

період 

виробництва, м
3 

Кількість 

робочого 

розчину за 

весь період 

виробництва, 

л 

Вартість 1 л/кг 

мийного або 

дезінфікувального 

засобу, грн 

Вартість 1 л 

робочого 

розчину, грн 

Загальна 

вартість миття 

та/або 

дезінфекції за 

весь період 

виробництва, 

грн 

Каустична сода 

Обладнання 

1 3,7 740 49 0,49 0,1666 

Лойран Про CIP 1 3,7 740 48,35 
0,483

5 
0,179 

PCIP 653 1 3,7 740 116,5 11,65 4,3105 

Септодор форте 

(дезінфектант) 
Приміщення 

0,1 15 399,84 
1539,98

4 
1118 1,118 1721,7 

PUR 272 1 15 399,84 
1539,98

4 
100 10 15 399,84 

https://himlkm.com.ua/ua/p736679246-soda-kausticheskaya-natrij.html
https://novahim.com.ua/lojran-pro-cip-pro12-mijuchij-zasb-z-antimkrobnoju-dju-znizhenim-pnoutvorennjam-4
https://biogreen.com.ua/proficlean-ua/mijuchij-zasib-dlja-cip-mijok-luzhnij-profi-cip-653-10l-r000039-ua
https://mdmgroup.com.ua/zasoby-dlya-dezinfekciyi-instrumentiv/zasib-dezinfekcijnyj-septodor-forte#38058
https://rozetka.com.ua/ua/300614158/p300614158/
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5.5. Обґрунтування способу підготовки та стерилізації поживного 

середовища 

5.5.1 Особливості підготовки та стерилізації поживного середовища 

для вирощування посівного матеріалу 

Отримання посівного матеріалу здійснюють на мінімальних дешевих 

середовищах, які по-перше зменшують ризик випадкових мутацій, а також 

дозволяються за правилом ціна/якість отримувати посівний матеріал. Одним з 

таких ПС є середовище YPD (yeast, peptone, dextrose, або українською: 

дріжджовий екстракт, пептон, декстроза). 

Таблиця 5.4 

Склад поживного середовища YPD 

Назва компоненту Наважка, г/л 

Дріжджовий екстракт 10 

Пептон 20 

Глюкоза 20 

Згідно із складом середовища, робимо висновок, що дане середовище не 

потрібно розділяти на композиції, усі компоненти є термолабільними і 

потребують м’якої стерилізації (режим стерилізації: 112 °С, 30 хв). 

5.5.2 Особливості підготовки та стерилізації підготовки поживного 

середовища та підживлювального розчину 

Біосинтез білку епідермального фактору росту складний процес, який 

потребує врахування температурних, pH-особливостей за процесу ферментації. 

Однак окрім хіміко-фізіологічних особливостей варто враховувати склад 

поживного середовища.  Для інтенсивної ферментації потрібно, щоб 

середовище було збагачене джерелами азоту, наприклад пептон та дріжджовий 

екстракт, що є хорошими джерелами вуглецю, азоту та вітамінів, аби 

мікроорганізм мав у легкому доступі «будівельні матеріали» на потреби 

анаболізму, адже при ферментації білка кількість вільних амінокислот є 

зниженою [13].  
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Таблиця 5.5 

Склад поживного середовища 

Концентрація джерела вуглецю – сахарози становить 240 г/л. На початку 

культивування вносять 40 г/л сахарози. Звідси 200 г/л – підживлювальний 

розчин.  

Розрахунок кількості сахарози, що потрібна для процесу культивування 

виходячи із об’єму обраного ферментера:  

200 г – 1 л  

X г – 19,36 л 

Звідси кількість сахарози, що потрібна становить:  

 

Розрахунок кількості 40-% підживлювального розчину сахарози:  

Компонент поживного 

середовища 

Вміст, г/л 

Сумарне ПС Початкове ПС 
Підживлювальний 

розчин 

Сахароза 

Пептон 

Дріжджовий екстракт 

Лейцин 

Гістидин 

NH4Cl 

MgSO4·7H2O 

KH2PO4 

NaCl, 

CaCl2·2H2O 

240 

60 

60 

0,9 

0,31 

1 

0,9 

1,4 

0,035 

0,0175 

40 

60 

60 

0,9 

0,31 

1 

0,9 

1,4 

0,035 

0,0175 

200 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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400 г – 1л  

3872 г – Х л  

Звідси кількість розчину, що потрібний становить:  

 

Для отримання підживлювального розчину потрібний окремий 

біореактор, об’ємом 10 л. Режим стерилізації: 112 °С, 0,05 МПа, 30 хв.  

Тривалість процесу ферментації становить 22 години. Приймаємо, що 

дробне підживлення проводитиметься кожні 4,4 години, до того ж, останнє 

підживлення повинне відбутись за 4,4 год до кінця процесу..  

Звідси кількість порцій становить – 4. Звідси розраховуємо кількість 

підживлювального розчину за одну дозу: 9,68/4 = 2,42 л 40-% розчину сахарози. 

Склад поживного середовища можна розділити на композиції для 

раціоналізації процесів стерилізації.  

Таблиця 5.6 

Композиції ПС для виробничого біосинтезу 

Назва компоненту Наважка, г/л Композиції 

Сахароза 40 

А 

Дріжджовий екстракт 60 

Пептон 60 

Лейцин 0,9 

Гістидин 0,31 

Вода - 

NaCl 0,035 

Б 

MgSO4·7H2O 0,9 

NH4Cl 1 

CaCl2·2H2O 0,175 

KH2PO4 1,4 

Вода - 
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У свою чергу задля стерилізації композиції Б (наявність компонентів, що 

можуть осаджуватись), варто приготувати титрувальні агенти (6 %-го розчину 

хлоридної кислоти, 6%-го розчину натрію 

гідроксиду). Також розрахуємо кількість компонентів для виробничого 

біосинтезу.  

Таблиця 5.7  

Розрахунок вмісту мікроелементів у поживному середовищі для 

виробничого біосинтезу (30 л) 

Вміст компонентів Наважка 

Сахароза 3872 г 

Дріжджовий екстракт 1162 г 

Пептон 1162 г 

Лейцин 17,424 г 

Гістидин 6,0016 г 

NaCl 0,7 г 

MgSO4·7H2O 17,4 г 

NH4Cl 19,36 г 

CaCl2·2H2O 3,38 г 

KH2PO4 27,1 г 

5.5.3 Обґрунтування вибору титрувальних агентів та піногасника 

У складі поживного середовища наявні солі кальцію та фосфору. Тому 

задля раціоналізації процесу стерилізації, ці солі об’єднані в одну композицію. 

Через це потрібно врахувати приготування титрувальних агентів. Для цього 

використаємо 6-% розчин соляної кислоти та 6-% розчин натрій гідроксиду. На 

1 л поживного середовища необхідно приблизно 2 мл агенту. Звідси маємо: 

19,36×2 = 38,72 мл – потрібно для стерилізації компонентів. Приймемо потребу: 

40 мл.  

Для отримання 6% розчину соляної кислоти потрібно два компоненти: 

розчин концентрованої соляної кислоти (37%, ρ = 1,19 г/мл) та дистильовану 

воду. Для унеможливлення мікробної контамінації дистильована вода має бути 
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стерильною. Процес змішування компонентів має проходити у стерильних 

умовах. Оскільки густина 6% розчину соляної кислоти становить 1,028 г/мл, 

тоді маса розчину НСl становить 47,6 г. Розраховуємо кількість HCl у розчині із 

пропорції:  

100 г – 6 г  

47,6 – Х г  

Тоді маса хлороводню становить ~2,9 г. 

Розраховуємо масу концентрованої соляної кислоти з пропорції:  

100 г – 37 г  

Х г – 2,9 г  

Тоді маса хлоридної кислоти становить 7,9 г.  

Об’єм хлоридної кислоти розраховуємо із густини: 7,9/1,19 = 6,6 мл.  

Отже, для приготування 40 мл 6% соляної кислоти потрібно 6,6 мл 

концентрованої HCl та 33,4 мл стерильної води. Приготування проводять у 50 

мл колбі. 

Для приготування 6% розчину каустичної соди беремо два компоненти: 

концентрований розчин натрій гідроксиду (40%, ρ = 1,43 г/мл) та дистильовану 

воду. Процес змішування проводять у стерильних умовах. Оскільки густина 6% 

розчину каустичної соди становить 1,07 г/мл, тоді маса потрібного розчину 

становить 42,8 г. Розраховуємо кількість NaOH у розчині із пропорції:  

100 г – 6 г  

42,8 г – Х г  

Тоді маса натрій гідроксиду становить 2,568 г.  

Розраховуємо масу концентрованого розчину натрій гідроксиду із 

пропорції:  

100 г – 40 г  
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Х г – 2,568 г  

Тоді маса концентрованого розчину каустичної соди становить 6,42 г.  

Об’єм концентрованого розчину каустичної соди розраховуємо із 

густини: 6,42/1,43 = 4,5 мл.  

Таким чином для приготування 6 % розчину NaOH потрібно 4,5 мл 

концентрованого розчину і 35,5 мл дистильованої води. Далі отриманий розчин 

стерилізують у 50 мл колбі у автоклаві за режиму:(131°С, 0,15 МПа, 40 хв). 

Також дані розчини використаємо для доведення до оптимального pH до 

6,5.  

Враховуючи, що процес ферментації проходить за аеробних умов та у 

поживному середовищі присутні речовини, які сприяють піноутворенню 

(пептон, дріжджовий екстракт), варто передбачити умови піногасіння. Проте 

при виборі піногасника варто враховувати його хімічну природу та 

концентрацію, адже відомо, що при додаванні піногасників збільшується 

щільність клітин, однак зі зниженим виходом білка. Тому задля мінімального 

впливу, варто використовувати близько 1-% від об’єму ферментації. Щодо 

хімічної будови, відзначено, що піногасники на основі силоксанового полімеру 

є найбільш інертним до процесу ферментації. Звідси маємо потребу у 

піногаснику – 30 мл.  

Проте піногасник потрібно простерилізувати. Режим стерилізації: 121 °С, 

20 хв у колбах на 50 мл [39].



РОЗДІЛ 6. СПЕЦИФІКАЦІЯ ОБЛАДНАННЯ 

Таблиця 6.1. 

Позиція Найменування Кількість 

Технічна 

характеристика 

(виробник) 

1 2 3 4 

ПЗ-1 Повітрозабірник 1 

Металева конструкція 

для затримки твердих 

часток 

Ф-2 
Фільтр грубої 

очистки повітря 
1 

Panset G YK-GP-Z4-

592/592/48-G3. 

Фільтрувальний 

матеріал – PPI – 

поліуретан. 3400 м
3
/год; 

Е=80 – 90%; 

габаритні розміри, мм: 

592х592х48 [40]. 

К-3 Компресор 1 

Безмасляний гвинтовий 

повітряний компресор 

«Ingersoll rand E22nh», 

Продуктивність 

регульована: 0,68-3,45 

м
3
/год, 5-10 бар; 

габаритні розміри:  

1309x848x1612 [41]. 
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Продовження таблиці 6.1 

Т-4 
Теплообмінник-

охолоджувач 
1 

Осушувач  повітря 

«Ingersoll rand 

D12IN». 

Продуктивність: 9,6 

м
3
/год, габарити: 

305x360x408, 

потужність: 0,12 кВт 

[42]. 

Р-5 Ресивер 1 

Ресивер повітряний 

вертикальний ПЗВ 

500-600-11-02 

«Зелко». Об’єм: 500 

л, номінальний 

робочий тиск: 11,5 

бар. Габаритні 

розміри: 600х2125 

мм [43]. 

Т-6 
Теплообмінник-

нагрівач 
1 

Водяний нагрівач 

Aerostar SWH 40-

20/3R. 

Максимальний 

робочий тиск: 1,6 

МПа, габаритні 

розміри, мм: 

400х200 [44]. 
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Продовження таблиці 6.1 

Ф-7 
Головний фільтр 

очистки 
1 

Коалесцуючий 

фільтр «Ingersoll 

rand F210INLM», 

високоефективна 

фільтрація частинок 

до 0,5 ppm, > 3 

мікрон – 100%, від 

0,1 до 3 мікрон – 

99,98% 

Фільтрувальний 

матеріал: 

борсилікат, 

скловолокно [45]. 

ІФ-8 
Індивідуальний 

фільтр очистки 
1 

Індивідуальний 

фільтр  

Sterlitech PTFE Vent 

Filter, Sterile, 0.2 

Micron, 50mm, 1/4 in 

to 3/8 in hose BARB, 

10/Pk. 

Фільтрувальний 

матеріал: 

політетрафторетилен 

+ поліуретан. 

Максимальний тиск: 

3,5 бар [46]. 

 

 

 

 



55 
 

Продовження таблиці 6.1. 

І-9 Інокулятор 1 

Інокулятор Labfors 

5, об’ємом 3,6 л. 

Матеріал корпусу 

чаші: борсилікатне 

скло. 

Містить мішалку: до 

1500 rpm. 

Має датчики 

вимірювання pH, 

pO2 та 

температурним 

датчиком. 

Містить 

перистальтичний 

насос: до 190 мл/хв. 

Габаритні розміри: 

464 мм x 462 мм x 

996 мм [47,48]. 
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Продовження таблиці 6.1. 

ІФ-8 
Індивідуальний 

фільтр очистки 
1 

Індивідуальний 

фільтр  

Sterlitech PTFE Vent 

Filter, Sterile, 0.2 

Micron, 50mm, 1/4 in 

to 3/8 in hose BARB, 

10/Pk. 

Фільтрувальний 

матеріал: 

політетрафторетилен 

+ поліуретан. 

Максимальний тиск: 

3,5 бар [46]. 

РЗ-9 

Реактор-змішувач 

для розчину 

підживлення 

1 

Реакторна система 

Buchi kiloclave. 

Матеріал чаші: 

нержавіюча сталь, 

емальована сталь. 

Об’єм – 10 л. 

Габаритні розміри: 

840 мм x 740 мм x 

1800 мм [48]. 

Н-10 
Насос 

перистальтичний 
1 

Masterflex   LabV6 

Швидкість потоку: 

0,0053-2580 мл/хв 

Діапазон швидкості: 

0,1-600 об/хв [49]. 
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Продовження таблиці 6.1. 

ІФ-11 
Індивідуальний 

фільтр очистки 
1 

Індивідуальний 

фільтр  

Sterlitech PTFE Vent 

Filter, Sterile, 0.2 

Micron, 50mm, 1/4 in 

to 3/8 in hose BARB, 

10/Pk. 

Фільтрувальний 

матеріал: 

політетрафторетилен 

+ поліуретан. 

Максимальний тиск: 

3,5 бар [46]. 

РЗ-12 
Реактор-змішувач 

для композиції А 
1 

Реакторна система 

Buchi kiloclave. 

Матеріал чаші: 

нержавіюча сталь, 

емальована сталь. 

Об’єм – 5 л. 

Габаритні розміри: 

840 мм x 740 мм x 

1800 мм [50]. 

Н-13 
Насос 

перистальтичний 
1 

Masterflex LabV1-III. 

Швидкість: 0-150 

rpm. 

Продуктивність: : 

0.0053-775 мл/хв 

[51]. 
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 Закінчення таблиці 6.1. 

ФР-14 Ферментер 1 

Ферментер Techfors 

S, об’ємом 30 л. 

Матеріал корпусу 

чаші: нержавіюча 

сталь AISI 316L. 

Містить мішалку: до 

1500 rpm. 

Має датчики 

вимірювання pH, 

pO2 та 

температурним 

датчиком [52]. 

Н-15 

Насос 

перистальтичний 

для перекачування 

рідини у збірник 

1 

Masterflex LabV6-III. 

Швидкість: 0-600 

rpm. 

Продуктивність: : 

0.0053-3100 мл/хв 

[53]. 

Примітка: посилання на обладнання наведено у списку джерел 

використаної літератури.



РОЗДІЛ 7. ОПИС ТЕХНОЛОГІЧНОЇ СХЕМИ 

Технологічна схема біосинтезу епідермального фактору росту людини 

включає допоміжні роботи (санітарна підготовка виробництва, підготовка 

аераційного повітря, приготування та стерилізація поживних середовищ) та 

технологічний процес – підготовка посівного матеріалу та виробничий 

біосинтез епідермального фактору росту людини: Saccharomyces cerevisiae 

UD05PS102 (pHEGF27). 

ДР.1. Санітарна підготовка виробництва  

ДР.1.1. Підготовка персоналу  

Кваліфікований персонал, що залучений до виробництва, перед початком 

роботи повинен пройти медогляд, вступний та первинні інструктажі та вивчити 

чинні стандартні операційні процедури підприємства, інструкції та інші 

регламенти, після чого передбачається атестація знань персоналу із охорони 

праці, технологічний екзамен та екзамен із забезпечення якості.  

Із впровадженням нових інструкцій та СОПів передбачається навчання та 

тестування за темою. Кожні 3 місяці персонал заново складає екзамен з 

охорони праці, та раз на рік – правила пожежної безпеки. 

ДР.1.2. Підготовка одягу 

Персонал забезпечується декількома комплектами спеціального 

технологічного одягу. Складається комплект із блузона, штанів, шкарпеток та 

взуття. Термін експлуатації комплекту одягу становить 1 рік, але у випадку 

зношування підлягає заміні раніше. У роботі одяг можна використовувати 

упродовж 5 змін або по мірі забруднення віддавати на прання. Для цього в 

гардеробних розміщуються пластикові контейнери для брудного одягу. 

Очистка взуття проводиться персоналом у гардеробній. Отримання комплектів 

одягу відбувається у комірника під розпис. 
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Технологічний одяг перуть в пральних машинах, окремо від інших 

комплектів, з використанням прального порошку, висушують та прасують. У 

випадку виявлення дефектів проводять ремонт або заміну. Також у комірника 

перед кожною зміною треба брати ЗІЗ (засоби індивідуального захисту), а 

також одноразові шапочки та халати, і розкласти по призначених для цього 

шафах. 

ДР 1.3. Підготовка мийних та дезінфікуючих засобів 

Мийні та дезінфікуючи концентрати беруть зі складу, попередньо 

розрахувавши потребу миття. Проводять підготовку МПС (мобільних 

пилососних станцій), швабр та відер, що промарковані для використання. За 

допомогою скляного мірного циліндра відміряють необхідну кількість 

концентрату згідно з інструкції від виробника і переливають у відро. Після 

цього доводять водою до необхідного об'єму. Відра закривають кришками і 

відносять до місця проведення миття.  

ДР 1.4.Підготовка приміщень  

Підготовка приміщення починається із сухого очищення, за допомогою 

МПС, під час якого прибираються залишки скла, розсипані продукти, тверді 

відходи. Далі проводять вологе очищення під час якого використовують 

звичайну воду. Після цього проводять дезобробку приміщень за допомогою 

дезінфікуючих засобів і перед початком виробничого процесу очікують час 

експозиції. 

У залежності від об’єктів, які необхідно мити, та графіку прибирання, що 

встановлюється виробництвом, підготовка приміщень поділяється на щоденну 

та генеральну. Під час щоденного прибирання персонал миє підлогу, 

обладнання, тоді як генеральне прибирання передбачає миття усіх поверхонь 

виробничого приміщення. 

ДР 1.5.Підготовка обладнання та комунікацій 

Підготовка обладнання та комунікацій розпочинається із візуального 

контролю на цілісність. Далі контролюються вимірювальні прилади, датчики та 

перевіряються обладнання та комунікації на герметичність. Після огляду 
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проводиться миття та дезобробка обладнання. У випадках передбачених 

технологією підготовки обладнання додатково проводить ополіскування, 

стерилізацію, охолодження чи підігрів. У випадку використання 

фільтрувальних матеріалів, проводять їх своєчасну заміну.  

ДР 2. Підготовка аераційного повітря 

ДР 2.1. Забір атмосферного повітря 

Забір атмосферного повітря здійснюють за допомогою вертикальної 

труби з повітрозабірником (ПЗ-1) у найвищій точці Н = 8 м. 

ДР 2.2. Очищення від грубих домішок 

Попередню очистку повітря здійснюють на фільтрі грубого очищення (Ф-

2). 

Очистка від грубих домішок проводиться з ефективністю Е = 80-90%, 

затримуються частинки діаметром більше 50 мкм. 

ДР 2.3. Стиснення повітря 

Для забезпечення умов аерації та подолання гідравлічного тиску стовпа 

рідини в ферментері, інших опорів, а також для інших потреб виробництва, 

повітря стискають у компресорі (К-3), відбувається нагрівання до 120-200 °С, 

тиск становить 0,35 МПа. 

ДР 2.4. Охолодження повітря та видалення вологи 

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

осушувачі (Т-4) до температури 25-30 ⁰ С для видалення надлишкової вологи. 

Зайву вологу видаляють за допомогою ресивера (Р-5), де усуваються пульсації 

руху повітря, що можуть негативно впливати на роботу подальших фільтрів 

очищення повітря. Вологість повітря має становити 60-70%. 

ДР 2.5. Нагрівання повітря 

Стабілізоване термодинамічно повітря (від ДР 1.4) необхідно підігріти у 

теплообміннику-нагрівачі (Т-6) до температури 50 ⁰ С для зменшення вологи  

повітря, яке подається на головний фільтр.  
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ДР 2.6. Очищення повітря на головному фільтрі 

Повітря (від ДР 1.5.) пропускають через головний фільтр (Ф-7). 

Забезпечується очистка від часток до 0,5 ppm, > 3 мікрон – 100%, від 0,1 до 3 

мікрон – 99,98%.  

ДР 2.7. Очищення повітря на індивідуальному фільтрі  

Повітря від ДР.1.6. подаються на індивідуальні фільтри (ІФ-8) для 

отримання стерильного аераційного повітря для вирощування інокуляту та 

виробничного біосинтезу.  

ДР.3. Приготування титрувальних агентів 

ДР.3.1 Приготування 6% розчину НСІ для підкислення 

Беремо колбу об’ємом 50 мл. Відміряємо 6,6 мл концентрованої 

хлоридної кислоти та доводимо об’єм стерильною водою до 40 мл. Розчин 

стерилізації не підлягає. Готовий розчин хлоридної кислоти надалі йде до 

ДР.3.4.2.   

ДР.3.2 Приготування 6% розчину NaOH для підлужнення. 

Беремо колбу об’ємом 50 мл. Відміряємо 4,5 мл концентрованого розчину 

натрій гідроксиду та доводимо об’єм дистильованою водою до 40 мл. Далі 

колбу поміщають у автоклав та стерилізують 40 хв при температурі 131°С та 

тиску 0,15 МПа. Готовий розчин натрій гідроксиду надалі йде до ДР.3.4.2 

ДР 4 Приготування та стерилізація поживних середовищ  

ДР 4.1. Приготування і стерилізація поживного середовища для 

вирощування інокуляту в колбах на качалках. 

Необхідно приготувати 250 мл поживного середовища YPD. Для цього 

зважують на технічних вагах 2,5г дріжджового екстракту, та по 5 г пептону та 

глюкози (див. табл. 5.4.) та поміщають у дві колби по 750 мл. Далі колби із 

поживним середовищем закривають ватно-марлевим корком та стерилізують у 

автоклаві 30хв у режимі: 112 °С, 0,05 МПа.    

ДР.4.2 Приготування і стерилізація поживного середовища для 

ферментера об’ємом 3,6 л  
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Розрахунок наважок компонентів наведено у таблиці 7.1  

 

Таблиця 7.1 

Назва компоненту Наважка, г/л 

Кількість для 

приготування 2130 мл 

поживного середовища, г 

Дріжджовий екстракт 10 21,3 

Пептон 20 42,6 

Глюкоза 20 42,6 

Вода - 2023,5 (мл) 

На технічних терезах зважують 21,5 г дріжджового екстракту, 42,6 г 

пептону та 42,6 г декстрози, поміщаємо у 3 л колбу та додають 2023,5 мл 

питної води. Далі колбу із поживним середовищем закривають ватно-марлевим 

корком та стерилізують у автоклаві 30хв у режимі: 112 °С, 0,05 МПа.  

ДР.4.3 Приготування підживлювального розчину у реакторі-змішувачі 

об’ємом 10 л  

Для підживлення біопроцесу використовуватимемо розчин сахарози, 

концентрація якого не вище 40%. Така кількість цукру у розчині зумовлена 

запобіганню контамінації, а також, концентровані розчини цукру всмоктують 

воду, що викликає дегідратацію мікроорганізму.  

Розчин для підживлення готуватимемо додаванням 3,9 кг у 5,8 літрах 

питної води. Процес змішування проводитимо у 10 л реакторі-змішувачі. 

Ретельно перемішуємо та стерилізуємо за м’яких умов (режим стерилізації: 

(112 °С, 0,05 МПа, 30хв). Після чого розчин подаватиметься дробно у 

виробничий ферментер перистальтичним насосом до ТП 5.  

ДР.4.4 Приготування поживного середовища для виробничого біосинтезу  

Розрахунок наважок компонентів наведено у таблиці 7.2 
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Таблиця 7.2 

Назва 

компоненту 

Наважка, 

г/л 

Кількість для 

приготування 

225л поживного 

середовища 

Композиції 
Об’єм 

композиції 

Сахароза 40 9000 

А 150 

Дріжджовий 

екстракт 
60 13500 

Пептон 60 13500 

Лейцин 0,9 202,5 

Гістидин 0,31 69,5 

Вода - 150(л) 

NaCl 0,035 7,875 

Б 75 

MgSO4·7H2O 0,9 202,5 

NH4Cl 28 225 

CaCl2·2H2O 0,175 39,375 

KH2PO4 1,4 315 

Вода - 75(л) 

ДР.4.4.1 Приготування композиції А 

На технічних терезах зважують 1,162 кг пептону та 116,2 кг дріжджового 

екстракту, 17,424 г лейцину та 6,0016 г гістидину. Дану суміш поміщають у 

реактор об’ємом 200л та доводять об’єм питною водою до 150л, після чого 

компоненти перемішуються та стерилізуються за м’яких умов (112 °С, 0,05 

МПа, 30хв). Після стерилізації розчин охолоджують та за рахунок насосу, після 

процесу охолодження, перекачують перистальтичним насосом у стерильний 

інокулятор. 

ДР.4.4.2. Приготування композиції Б 

На технічних терезах зважують KH2PO4 вагою 27,1 г та поміщають у 

колбу об’ємом 150 мл, куди додають питну воду до отримання об’єму 141 мл. 

Після чого від ДР.2.1 додають хлоридну кислоту для отримання pH 4,5. Після 

цього, на технічних терезах зважують кухонну сіль, не йодовану вагою 0,7 г, 

MgSO4·7H2O вагою 17,4 грам, NH4Cl вагою 19,36 г, CaCl2·2H2O вагою 3,38 г та 

додають у колбу, перемішують, після чого розпочинають стерилізацію за 
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режиму: 131°С, 0,15 МПа, 40 хв. Після стерилізації від ДР 1.1 додають розчин 

натрій гідроксиду до відновлення нейтрального pH.  

ДР 5 Приготування та стерилізація піногасника  

Використаємо піногасник виробника Sigma Aldrich Antifoam C Emulsion. 

Відміряємо 30 мл, поміщаємо аліквоту у колбу об’ємом 50 мл та стерилізуємо 

за умов: 121 °С, 20 хв. 

ТП.6 Підготовка посівного матеріалу  

ТП.6.1 Підтримання колекційної культури  

Отриману колекційну культуру Saccharomyces 

cerevisiae UD05PS102 зберігають у пробірці, на скошеному поживному 

середовищі YPD агарі при температурі 3±2 C°, у темряві, щоб уникнути 

непотрібних мутацій. Пересіви проводять на свіжу поживне середовище кожні 

2-4 рази на місяць. Однак при частих пересівах, особливо плазмідовмісних 

рекомбінантних штамів, існує висока імовірність генетичних модифікацій. 

Саме тому, для зберігання на невизначений час, зберігання варто проводити у 

кріоскопічних умовах, а саме заморожування у рідкому азоті (-70 C°). Для 

цього у пробірку із середовищем YPD, що містить 20% гліцеролу вносимо 

культуру, після чого заморожуємо у рідкому азоті при температурі (-70 C°).  

Отже для підтримки робочої культури дріжджів використовуємо метод 

пересівів. У свою чергу тримаємо у замороженому стані культуру дріжджів, яку 

використовуємо при наявності у робочої культури спонтанних мутацій.  

ТП.6.2 Одержання робочої культури  

Колекційну культуру пересівають на чашку 

Петрі з агаризованим YPD для одержання ізольованих колоній. Пересівання 

здійснюють методом виснажувального штриха. Культивують в термостаті при t 

= 30 1 ºC від 2 до 6 днів, до появи колоній.  

ТП 6.3. Вирощування інокуляту на агаризованих поживних середовищах 

Отримані колонії з чашки Петрі від ТП 4.2 пересівають бактеріологічною 

петлею у пробірки із скошеним YPD за принципом (одна пробірка – одна 

колонія). Культивують в термостаті при t = 30 1 ºC 48 годин. 
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ТП. 6.4 Вирощування інокуляту у качалочних колбах   

Мінімальне поживне середовище розливаємо у дві колби  об’ємом 750 мл. 

Далі потрібно зробити змив культури. Для цього у пробірку із Saccharomyces 

cerevisiae UD05PS102 вносять 5 мл фізіологічного розчину, змивають культуру, 

відбирають піпеткою одержану дріжджову суспензію і вносять у колби на 

качалках із ПС. Для засіву використовується принцип «дві пробірки-дві колби», 

де на одну пробірку припадає одна колба із поживним середовищем. 

Культивування проводять за t = 30 1 ºC, швидкість обертання: 300 об/хв. Час 

культивування становить 48 годин.  

ТП. 6.5 Вирощування інокуляту у інокуляторі об’ємом 3,6 л  

Після надходження стерильного поживного середовища із ДР 3.1 у 

інокулятор вноситься через засівні колби 213 мл посівного матеріалу. 

Культивують при перемішуванні зі швидкістю 200 об/хв та температури 30 1 

ºC. Час культивування 48 годин. 

ТП. 7 Біосинтез  

Вирощування та цільовий біосинтез продукту проводиться у ферментері 

об’ємом 30 л.  

У ферментер із реакторів змішувачів подається почергово за допомогою 

насоса стерильна композиція А від ДР 3.3.1 об’ємом 4.9 л, композиція Б від ДР 

3.3.2 об’ємом 141 мл (через дозуючий пристрій) та перша доза 

підживлювального розчину сахарози від ДР 3.2. (об’єм дози 2,42 л). Подається 

від ТП 5.5 інокулят. Далі подається стерильне стиснене повітря (швидкість 

аерації біосинтезу 1 об’єм повітря на об’єм рідини за хвилину). Температура 

культивування підтримується на рівні 25 °C та pH 6,5. По виснаженню 

початкового поживного середовища та за досягнення високої щільності клітин: 

(240 г/л вологої маси та 50±10 сухої, що визначається гравіметричним методом) 

вноситься підживлювальний розчин цукру для підтримання логарифмічної 

фази росту. Для визначення концентрації клітин, відбираємо проби 



67 
 

культуральної рідини для гравіметричного аналізу кожні 6 годин (час відбору 

проби пов’язаний із часом на стерилізацію та сушінням пробовідбірника). 

Біосинтез цільового продукту триває до досягнення заданої теоретично 

концентрації цільового продукту (близько 22 години). Доза підживлення 2,42 

літри. Кількість доз – 4. 

ЗВ 8. Знешкодження відходів 

ЗВ 8.1. Знешкодження атмосферних відходів 

Отримані атмосферні відходи з кожної стадії направляються на мокрий 

скрубер, де воно очищується від клітин продуцента та інших твердих часток 

виробництва.  

ЗВ 8.2. Знешкодження рідких відходів 

Отримані рідкі відходи з кожної стадії направляються на станцію 

очищення стічних вод, після чого зливаються до міської каналізації або 

використовуються для забезпечення роботи скрубера. 

 



РОЗДІЛ 8. КОНТРОЛЬ ВИРОБНИЦТВА 

Таблиця 8.1 

8.1. Карта постадійного контролю біосинтезу hEGF 

Номер контрольної 

точки та назва 

стадії 

Об’єкт контролю 

та показник 

контролю 

Засоби та 

методи 

контролю 

Періодичність 

перевірки та 

порядок проб 

відбору 

Нормативна 

характеристика 

показника, що 

визначається 

1 2 3 4 5 

Кт 1.1. Забір 

атмосферного 

повітря 

Висота 

повітрозабору 
- 

При 

проектуванні, 

встановленні і 

після відповідно 

Від найвищої точки 

будівлі на висоті 2-3 

метри 

Кт 1.2. Попереднє 

грубе очищення 

повітря 

Повітря на виході 

з фільтра грубої 

очистки, ступінь 

очистки, перепад 

тисків 

Манометр 

Перевірка 

ступеня 

очищення 

згідно паспорту 

фільтра 

Після очистки 

повітря у фільтрі 

грубого очищення 

E=80% 

Кт 1.3. 

Стиснення 

повітря 

Стиснене 

повітря, тиск, 

температура 

Манометр, 

термометр 

Після 

стиснення 

повітря 

Р = 0,35 – 0,5 МПа 

t = 220-250 °C 

Кт 1.4. 

Охолодження 

повітря та 

видалення вологи 

Повітря у 

ресивері, , 

вологість та 

температура 

Термометр, 

гігрометр 

Перевірка 

показників після 

ресивера 

t = 25-30 °C 

W= 60-70 % 

Кт 1.5. 

Нагрівання повітря 

Повітря на виході 

із нагрівача, 

температура та 

вологість 

Термометр, 

гігрометр 

Перевірка 

показників після 

теплообмінника 

t =  50 °C 

W= 50 % 
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Продовження таблиці 8.1  

Кт 1.6. 

Очищення повітря у 

головному фільтрі 

Повітря на виході 

із головного 

фільтра, перепад 

тисків 

Манометр 

Перевірка 

ступеня очищення 

згідно паспорту 

фільтра 

Після очистки 

повітря у головному 

фільтрі 

E=95% 

Кт, Км 1.7. 

Очищення повітря у 

індивідуальному 

фільтрі 

Повітря на виході 

із індивідуального 

фільтра, 

стерильність 

Мікробіоло

гічний 

контроль 

Перевірка 

ступеня очищення 

згідно паспорту 

фільтра 

Після очистки 

повітря у головному 

фільтрі 

E=99,999%, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км, Кх 2.1, 2.2. 

Підготовка 

титрувальних 

розчинів 

Розчин каустичної 

соди та хлоридної 

кислоти. 

Температура, час, 

тиск, стерильність 

(для каустичної 

соди) 

Термометр, 

годинник, 

манометр, 

мікробіоло

гічний 

контроль 

Тиск визначається 

під час 

стерилізації. 

Після стерилізації 

– 

мікробіологічний 

контроль 

T = 40 хв 

t =  131°С 

P= 0,15 МПа, 

відсутність мікробіоти 

С = 6% 

Кт, Км 3.1. 

Приготування і 

стерилізація 

поживного 

середовища для колб 

на качалках 

Композиція, 

температура, час, 

тиск, стерильність 

Термометр, 

годинник, 

манометр, 

мікробіоло

гічний 

контроль 

Тиск визначається 

безперервно під 

час стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль – після 

стерилізації 

T = 30 хв 

t =  131°С 

P= 0,15 МПа, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.2. 

Приготування і 

стерилізація 

поживного 

середовища для 

ферментера об’ємом 

3,6 л 

 

Композиція, 

температура, час, 

тиск, стерильність 

Термометр, 

годинник, 

манометр, 

мікробіоло

гічний 

контроль 

Тиск визначається 

безперервно під 

час стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль – після 

стерилізації 

T = 30 хв 

t =  131°С 

P= 0,15 МПа, 

відсутність мікробіоти 
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 Продовження таблиці 8.1 

Кт, Км 3.3 

Приготування 

підживлювального 

розчину для 

виробничного процесу 

у реакторі-змішувачі 

об’ємом 10 л 

Підживлювальний

, температура, час, 

тиск, стерильність 

Термометр, 

годинник, 

манометр, 

мікробіоло

гічний 

контроль 

Тиск визначається 

безперервно під 

час стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль – після 

стерилізації 

T = 30 хв 

t =  131°С 

P= 0,15 МПа, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.3.1 

Приготування і 

стерилізація 

композиції А для 

виробничого 

біосинтезу 

 

Композиція А, 

температура, час, 

тиск, стерильність 

Термометр, 

годинник, 

манометр, 

мікробіоло

гічний 

контроль 

Тиск визначається 

безперервно під 

час стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль – після 

стерилізації 

T = 30 хв 

t =  131°С 

P= 0,15 МПа, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км 3.3.2 

Приготування і 

стерилізація 

композиції Б для 

виробничого 

біосинтезу 

 

0Композиція Б, 

температура, час, 

тиск, стерильність 

Термометр, 

годинник, 

манометр, 

мікробіоло

гічний 

контроль 

Тиск визначається 

безперервно під 

час стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль – після 

стерилізації 

T = 40 хв 

t =  131°С 

P= 0,15 МПа, 

відсутність мікробіоти 

Кт, Км 4.1. 

Приготування і 

стерилізація 

піногасника 

Піногасник, 

температура, час, 

тиск, стерильність 

Термометр, 

годинник, 

манометр, 

мікробіоло

гічний 

контроль 

Тиск визначається 

безперервно під 

час стерилізації, 

мікробіологічний 

контроль – після 

стерилізації 

T = 20 хв 

t =  121°С 

P= 0,15 МПа, 

відсутність мікробіоти 
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Продовження таблиці 8.1. 

Кт, Км 5.1. 

Підтримання 

колекційної 

культури 

Saccharomyces 

cerevisiae 

UD05PS102 

Температура, 

мікробіологічна 

чистота культури 

Датчик 

темпер

атури, 

мікробі

ологічн

ий 

контро

ль 

Температура визначається 

під час вирощування 

культури в Термостаті та 

зберіганні в 

холодильнику, 

мікробіологічний 

контроль здійснюється 

кожні 2-3 місяці 

t = -70 °С (в 

холодильнику), 

t = 30±2°С (у 

термостаті) 

Відсутність 

сторонньої 

мікробіоти 

Кт, Км 5.2 

Одержання 

робочої культури 

Saccharomyces 

cerevisiae 

UD05PS102 

Температура, час 

мікробіологічна 

чистота культури 

Датчик 

темпер

атури, 

годинн

ик, 

мікробі

ологічн

ий 

контро

ль 

Температура визначається 

під час вирощування 

культури в 

термостаті та зберіганні в 

холодильнику, 

мікробіологічний 

контроль здійснюється 

кожні 2-3 місяці 

T = 2-6 днів 

t = 30±2°С (у 

термостаті) 

Відсутність 

сторонньої 

мікробіоти. 

Кт, Км 5.3 

Вирощування 

інокуляту на 

агаризованих 

поживних 

середовищах 

Колонії на 

агаризованих 

середовищах, 

Температура, час 

мікробіологічна 

чистота культури 

Датчик 

темпер

атури, 

годинн

ик, 

мікробі

ологічн

ий 

контро

ль 

Температура визначається 

під час вирощування 

культури в 

термостаті та зберіганні в 

холодильнику, 

мікробіологічний 

контроль здійснюється 

кожні 2-3 місяці 

T = 48 год 

t = 30±2°С (у 

термостаті) 

Відсутність 

сторонньої 

мікробіоти. 
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Закінчення таблиці 8.1.    

Кт, Км 5.4 

Вирощування 

інокуляту у 

качалочних 

колбах 

Культуральна рідина 

Тривалість 

культивування, рівень 

рН, температура, 

швидкість 

перемішування, 

мікробіологічна 

чистота 

Датчик 

температур

и, 

годинник, 

ваги, 

мікробіоло

гічний 

контроль 

Температура 

контролюється 

під час 

культивування, 

мікробіологічний 

контроль та 

концентрація 

біомаси 

визначаються 

після 

культивування 

T = 48 год 

t = 30 °С  Швидкість 

обертання: 300 rpm 

Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км, Кх 5.5 

Вирощування 

інокуляту у 

інокуляторі 

об’ємом 3,6 л 

Культуральна рідина 

Тривалість 

культивування, рівень 

рН, температура, 

швидкість 

перемішування, 

мікробіологічна 

чистота 

Датчик 

температур

и, pH, 

годинник, 

ваги, 

мікробіоло

гічний 

контроль 

Температура 

контролюється 

під час 

культивування, 

мікробіологічний 

контроль та 

концентрація 

біомаси 

визначаються 

після 

культивування 

T = 48 год 

t = 30 °С 

рН= 7,0, 

Швидкість обертання: 

300 rpm Відсутність 

мікробіоти 

Кт, Км, Кх 6 

Біосинтез 

Тривалість 

культивування, рівень 

рН, температура 

швидкість 

перемішування, 

мікробіологічна 

чистота культури, 

концентрація біомаси 

та епідермального 

фактору росту людини 

Датчик 

температур

и, pH, 

годинник, 

ваги, 

мікробіоло

гічний 

контроль, 

пакет 

реактивів 

ІФА 

Температура 

контролюється 

під час 

культивування, 

мікробіологічний 

контроль та 

концентрація 

біомаси 

визначаються 

після 

культивування 

T = 22 год 

t = 25 °С 

рН= 6,5,Швидкість 

обертання: 700 rpm 

С= 259 мг/л 

Відсутність 

мікробіоти 
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8.2. Мікробіологічний контроль 

8.2.1. Методи мікробіологічного контролю стерильності поживного 

середовища 

Мікробіологічний контроль на стерильність поживного середовища 

можна виконати методом прямої інокуляції. Даний метод є традиційним та 

надійним, однак надійність залежить від навичок та фізичних характеристик 

вченого, який проводить аналіз. Даний метод є теоретично простий, однак 

потребує практичних навичок для його здійснення.  

При використанні прямої інокуляції (іншими словами прямого 

розсівання), зразок переносять на завчасно приготований стерильний агар, 

після чого інкубують. Для цього використовують два різних середовища: МПА 

– м’ясо-пептонний агар, для виявлення бактерій та СА – сусло-агар, для 

виявлення грибів та дріжджів. Аби провести тест, потрібно відібрати 0,1 мл 

середовища, нанести у чашку Петрі, після чого бактеріальною петлею або 

шпателем Дригальського розподілити по усій площі. Далі зразки інкубують у 

автоклаві (у випадку МПА – до 2 днів, адже бактерії характеризуються 

більшою швидкістю росту, при температурі 30C°; у випадку СА – до 5 днів при 

температурі 26 С°). Усі маніпуляції проводять у асептичних умовах [54].  

Важливо зазначити, що існують більш дорогі,  однак більш точні методи 

визначення стерильності поживного середовища. Для цього використовують 

рідкі поживні середовища: триптон-соєвий бульйон та рідке тіогліоксилатне 

середовище. Зразок вносять у пробірки із середовищем, після чого інкубують: 

триптон-соєвий бульйон за температури 30C°,   рідке тіогліоксилатне 

середовище – при температурі 25С°. Важливо зазначити, що дані середовища 

виявляють аеробні мікроорганізми та анаеробні відповідно. Інкубація триває 14 

днів, якщо контамінація не виявлена раніше. Остаточний контроль здійснюють 

первинним оглядом на наявність осаду та помутніння та подальшим  

мікроскопіюванням зразка. Даний метод поширений у тестуванні лікарських 

засобів, які вимагають не меншу стерильність. Очевидно, що даний метод 
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можна застосувати і для тесту поживного середовища, однак він є дорожчим та 

більш часоємким [55].  

У розрізі культивування Saccharomyces cerevisiae, використовують рідкі 

поживні середовища, а саме середовища на основі глюкози, для яких 

вищезазначені методи контролю є актуальні.  

8.2.2. Мікробіологічний контроль чистоти культури 

Для контролю чистоти культури мікроорганізмів використовують висів 

на агаризоване середовище та мікроскопіювання. У випадку тестування 

культури Saccharomyces cerevisiae, використовують середовище СА. 

Культивування проводити за методикою вище. Нанесення проводять методом 

виснажувального штриха (розподілення зразка по площі середовища шпателем 

Дригальського). При первинному огляді, за відсутності контамінації, можна 

спостерігати колонії овальної або точкової форми 2-3 мм діаметром, білого 

кольору, опуклі, гладкі. Краї колоній рівні. Консистенція масляноподібна [59]. 

 Мікроскопіювання можна провести за допомогою світлового мікроскопа. 

Через те, що дріжджі мають достатньо великі клітини, мікроскопіювання 

проводять без імерсійної лінзи. Для цього на предметне скельце наносять 

зразок, розподіляють за допомогою бактеріологічної петлі та висушують без 

нагрівання  

Під час мікроскопіювання, якщо не будуть наявні інші культури можна 

спостерігати клітини Saccharomyces cerevisiae округлої, еліпсоїдної або 

овальної форми. Розміри клітин, мкм: довжина 2,5 – 10, діаметр 2,5 – 6,8, 

нерухливі [56],[57].  
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Рис.8.1 Мікроскопіювання 40x Saccharomyces cerevisiae* 

 

Рис.8.2 Колонії Saccharomyces cerevisiae [58] 

 

Рис.8.3 Висів дріжджів Saccharomyces cerevisiae «виснажувальним 

штрихом»* 
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*Примітка – фото зроблені власноруч у навчальній МБЛ НУХТ 

8.3.  Показники росту і синтезу цільового продукту 

8.3.1. Методика визначення біомаси 

Визначення біомаси проводять гравіметрично. Принцип методу полягає у 

відборі «вологої маси», після чого її висушують, потім центрифугують 

(оскільки біомаса – дріжджі), після чого зважують отриману біомасу. Конкретні 

дії гравіметричного методу описано нижче: 

1. Зважують пусті хімічно чисті центрифужні пробірки. 

2. Проби культуральної рідини поміщають у центрифужні пробірки. 

Центрифугують 20 хв, 6 тис об/хв. 

3. Супернатант зливають, а біомасу промивають дистильованою водою. Після 

чого знову центрифугують 20 хв, 6 тис об/хв. Дану процедуру повторюють 

тричі. 

4. Біомасу клітин висушують при температурі 80-100 °С до постійної маси та 

зважують. 

5. Роблять перерахунок на концентрацію біомаси в г/л [59]. 

8.3.2. Концентрація цільового продукту 

Визначення концентрації епідермального фактору росту людини 

проводять за допомогою методу RIA (радіоімунологічний аналіз), суть якого 

полягає у виявлені антигенів і антитіл за допомогою радіоізотопів. Іншими 

словами, визначення білка проводимо на базі антиген-антитіло проти стандарту 

EGF з використанням радіомітки для виявлення комплексів антиген-антитіло. 

Немічені антигени зі зразка конкурують з радіоактивно міченими антигенами за 

зв’язування з паратопами (антигензв’язувальні сайти) специфічних антитіл. 

Немічені антигени замінюють мічені антигени, які вже зв’язані з антитілами. 

Коли немічені антигени зв’язуються з антитілами, кількість вільних 

радіоактивно мічених антигенів у розчині збільшується. Отже, концентрація 

вільних мічених антигенів прямо пропорційна зв’язаним неміченим антигенам 

[60]. 
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Для маркування антитіл використовуємо ізотоп I
125

. Використовуємо 

твердофазний метод радіоімунологічного аналізу (SP RIA).  

1. У мікропланшет, виготовлений із інертного матеріалу (PE – 

полістирол або PVC – полівінілхлорид) додають 0,1M карбонатно-бікарбонатно 

натрієвий буфер pH 9,6.  

2. Покривають по 200 мкл розчину CB EGF 1 (calcium-binding 

epidermal growth factor) із концентрацією 10 мг/мл та інкубують 3 години за 

температури 37 °C .  

3. Додають у розчин радіоактивний антиген EGF- I
125

 із 

радіоактивністю 50 000 – 100 000 cpm (counts per minute) та інкубують 3 години 

за температури 37 °C. 

4. Після інкубування вміст лунок зливають та промивають 5-7 раз 

розчином Tween-20 (Полісорбат-20).  

5.  Лунки розрізають і поміщають у відповідні діалізні віали для 

підрахунку радіоактивності. 

При проведенні аналізу визначають також такі показники:  

1. Загальна радіоактивність. Підраховується радіоактивність 

розведення EGF- I
125

. 

2. Загальне зв’язування. На покриті лунки наноситься тільки розчин 

EGF- I
125

. 

3. Неспецифічне зв’язування. Розчин EGF- I
125

 і надлишок 

нейодованого EGF конкурують за сайти зв’язування антитіл. Значення цього 

контролю віднімається від усіх визначень [61]. 

Для вимірювання радіовипромінювання використовують автоматичні 

гамма-лічильники (рис.5.7.).  
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Рис.8.4. Автоматичний гамма-лічильник Wizard
2
 1-Detector Gamma 

Counter, 550 samples [62] 

8.3.3. Методи визначення концентрації джерел вуглецевого і азотного 

живлення у поживному середовищі для вирощування Saccharomyces 

сerevisiae 

У методі біосинтезу цільового продукту використовується сахароза. 

Таким чином важливо виділити методи контролю концентрації сахарози у 

середовищі.  

Для кількісного визначення спершу сахарозу гідролізують соляною 

кислотою до відновного цукру. Так за методом, пробірку із 5 мл культуральної 

рідини центрифугують і отриманий супернатант поміщають у колориметричну 

тубу об’ємом 2мл, після чого додають 2мл дистильованої води та 3 мл 3,5-

динітросаліцилової кислоти, після чого тубу кип’ятять 10 хв, потім швидко 

охолоджують в льоду (можна використати холодильник), розбавляють до 25 мл 
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водою, перемішують та вимірюють поглинання світла при 520нм 

спектрофотометром [63]. Також є варіант додавання до супернатанту інвертази, 

для гідролізу дисахариду. Далі метод повторює дослід із динітросаліциловою 

кислотою [64]. Для визначення концентрації використовуємо закон Бугера-

Ламберта-Бера:  

, де А – оптична густина, l – товщина шару, через який проходить 

світловий потік, k – показник поглинання, С – концентрація. 

Джерелом азоту у ферментаційний середовищах обирають дріжджовий 

екстракт та пептон. У його складі присутній високий вміст амінокислот, 

наприклад глутамін, аланін, валін та гліцин тощо. Для визначення загального 

азоту використовують метод формольного титрування. Суть методу полягає у 

блокуванні формальдегідом при рН 7,0 вільних аміногруп і титрування лугом 

еквівалентної кількості карбоксильних груп. Початок і кінець титрування 

визначають потенціометрією. 

Отже, для визначення джерел азоту використовуємо метод формольного 

титрування. У склянку об’ємом 50 мл наливають 10 мл аналізованого розчину і 

доводять об’єм водою до 20 мл. Електроди потенціометра занурюють у 

досліджуваний розчин, рН якого доводять до 7,0 за допомогою розчину NаОН 

0,1 моль/л або НСl 0,1 моль/л. Під час визначення електроди повинні весь час 

залишатися зануреними в розчин. До нейтралізованого розчину додають 2 мл 

нейтрального формаліну (рН якого доводять до 7,0 за допомогою 10 % розчину 

NаОН), перемішують і, не виймаючи електродів, титрують вміст розчином 

NаОН 0,01 моль/л до рН 9,1. При титруванні використовують бюретки. 

Проводять три паралельних вимірювання [65]. 

Кількість амінного азоту в зразку (Х) в мг % визначають за формулою: 

 

,де V – об’єм розчину NаОН 0,01 моль/л в мл, що було використано на 

титрування досліджуваної проби від pH 7,0 до 9,1; 

K – поправка до титру розчину NаОН 0,01 моль/л; 
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0,14 – кількість амінного азоту в міліграмах, еквівалентну 1 мл розчину 

NаОН 0,01 моль/л; 

100 – коефіцієнт перерахунку міліграмів в відсотки; 

N – об’єм досліджуваної проби, взятої для аналізу. 

8.4. Показники якості готового продукту 

8.4.1. Метод ідентифікації цільового продукту 

Для ідентифікації цільового продукту після очищення використовують 

обернено-фазову рідинну хроматографію (RP-HPLC). Для ідентифікації 

використовують обернено-фазові колонки із C4-силікагелем (butyl octadecyl, за 

класифікацією: USP L26). Рухома фаза – градієнт ацетонітрилу 10-60% (рухома 

фаза А) та води (рухома фаза – В), у кожному з яких міститься 0,05% 

трифтороцтової кислоти. Швидкість потоку – 0,9 мл/хв. Температура колонки - 

32 °С. Додавання трифтороцтової кислоти обумовлено потребою створення 

іонних пар при розділенні білкових молекул. До того ж TFA потрібен для 

врівноваження колонки. Для проведення хроматографування використовують 

надчисті HPLC-реактиви, які містять мінімальну кількість домішок [61].  

Обладнання для рідинної хроматографії складається із самого 

хроматографа, який можна поділити на такі частини:  

1. Система подачі розчинників – насосна система, яка відповідає за 

подачу розчинників у систему. Для проведення аналізу достатньо паралельно 

здвоєнного плунжерного насосу, який характеризується максимальною 

кількістю подачі розчинів – 2.  

2. Дегазатор – прилад, що прибирає залишкові гази із капілярів, що 

подаються із насосів.  

3. Автосемплер – прилад, що відповідає за відбір проби визначеного 

об’єму.  

4. Термостат для колонки – прилад, що дозволяє підтримувати 

визначену температуру аналізу.  

5. Детектор – прилад, що визначає аналітичний сигнал. У залежності 

від методу аналізу, а саме спектрофотометричним, рефрактометричним, 
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підбирається тип детектора. У випадку аналізу епідермального фактору росту 

людини доцільно обрати спектрофотометричний метод аналізу.  

Рідинний хроматограф, що відповідає вимогам аналізу, можна обрати у 

виробника Shimadzu, а саме модульний хроматограф типу LC20 Prominence 

(рис.4.2.) [66].  

Вибір колонки для хроматографії залежить від типу сорбенту, довжини 

колонки та діаметру колонки. Використовуємо колонку довжиною 150 мм та 

діаметром 4,6 мм та розміром часток 5 мкм із вищезгаданим типом сорбенту 

(рис.4.3). Для збереження і довготривалого використання колонки 

передбачається встановлення передколонки із тим же типом сорбенту [67].  

 

Рис.8.5. Рідинний хроматограф LC 20 Prominence [66] 

8.4.2. Визначення показників якості очищеного hEGF 

Загальним підходом до визначення стабільності та чистоти 

епідермального фактору росту людини можна виділити тестування на 

супровідні домішки після зберігання в умовах зазначених для зберігання білку 

або в певних дискримінуючих умовах. Зазначається, що чистота для 
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фармацевтичного використання епідермального фактору росту людини 

повинна становити більше 98%.  

Визначення вищезгаданих показників якості проводимо методом рідинної 

хроматографії. Для проведення аналізу можна використати те ж обладнання, 

що і використовується для проведення ідентифікації білку, за єдиним винятком, 

а саме заміною на іншу колонку. Для аналізу використовуємо колонку 

виробника Aglient  ZORBAX 300SB-C8 з такими параметрами (сорбент за 

класифікацією USP: L7 octyl silane, 250x4,6 мм, 5 мкм – розмір часток) [68], 

[69].  

Рухома фаза – натрій фосфатний буфер (А) та ацетонітрил (В) (pH 6,8). 

Рухома фаза попередньо профільтрована через фільтр із розміром пор 0,45 мкм. 

Розчини стандартів виготовлені із розрахунку: 100 мкг hEGF розчиняли у 1 мкл 

води для хроматографії та зберігають за температури 4°С.  

Параметри хроматографування: Довжина хвилі детектору – 214 нм, 

швидкість потоку 0,6 мл/хв, градієнтне хроматографування, час заколу – 20 хв, 

температура колонки – приймаємо 25°С задля зменшення можливого росту 

домішок через денатурацію.  

Тестові розчини hEGF (100 мкг/мл) зберігають за кімнатної (стандартної) 

температури 12 днів [68]. 

 

 

Рис.8.6. Типова хроматограма розділення hEGF. 1,2,4 – невизначені 

домішки;3 – пік цільового продукту. 

До показнику якості відносять мікробіологічну чистоту очищеного 

порошку цільового продукту. Препарат не повинен містити сторонніх 

мікроорганізмів, пліснявих та дріжджеподібних грибів (TAMC/TYMC).  
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Для визначення готують розчин порошку розчиняючи 10 г у стерильній 

воді (попередньо стерилізованій шляхом фільтрації). Додають буферний розчин 

з натрій хлоридом і пептоном рН 7.0, попередньо підігрітий до відповідної 

температури, у кількості, необхідній для одержання розведення вихідного 

зразка 1:10. Ретельно перемішують, підтримуючи температуру протягом 

мінімального часу. Подальші серійні десятикратні розведення готують, 

використовуючи буферний розчин із натрію хлоридом і пептоном рН 7.0 [70]. 

Для визначення загальної кількості бактерій по 1 мл зависі висівають не 

менш, ніж на дві чашки Петрі з густим поживним середовищем №1 методом 

двошарового висівання. 

Для визначення загальної кількості грибів по 1 мл зависі висівають не 

менш, ніж на дві чашки Петрі з густим поживним середовищем 2 методом 

двошарового висівання. 

Посіви на середовищі №1 інкубують при 30–35 °С для виявлення 

бактерій, а посіви з середовищем №2 – при 20–25 °С для виявлення грибів 

протягом 5 діб, якщо вірогідні результати не будуть отримані раніше. 

Препарат не повинен містити сторонніх мікроорганізмів, плісняви та 

дріжджеподібних грибів. У випадку виявлення в посівах сторонніх 

мікроорганізмів, контроль проводять на подвоєній кількості зразків препарату. 

При відсутності росту мікроорганізмів при повторному висіви досліджуваний 

препарат вважають таким, що відповідає вимогам. У випадку росту сторонніх 

мікроорганізмів при повторному висіві зразків серію препарату бракують. 

Пропис бактеріальних поживних середовищ: 

Тверде поживне середовище № 1 (м'ясо-пептонний агар) 

Пептон ферментативний сухий 10,0 г 

Натрію хлорид    5,0 г 

Глюкоза     1,0 г 

Агар мікробіологічний   13,0 г 

М'ясна вода (1:2)    1000 мл 
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До м'ясної води додають пептон і натрію хлорид, розчиняють при 

нагріванні, вносять глюкозу, установлюють рН таким чином, щоб після 

стерилізації його значення становило 7.3± 0.2, кип'ятять протягом 1 хв, додають 

замочений заздалегідь агар, нагрівають до повного його розплавлення і 

фільтрують крізь ватно марлевий фільтр. Стерилізують у паровому 

стерилізаторі при температурі 121 °С протягом 15 хв. 

Тверде поживне середовище № 2 (агар Сабуро) 

Пептон ферментативний сухий 10 г 

Глюкоза     40,0 г 

Агар мікробіологічний   13,0 г 

Вода очищена    1000 мл 

Інгредієнти складу розчиняють у воді, встановлюють рН таким чином, 

щоб після стерилізації його значення становило 5.6±0.2, додають замочений 

заздалегідь агар, нагрівають до повного його розплавлення і фільтрують крізь 

ватно-марлевий фільтр. Стерилізують у паровому стерилізаторі при 

температурі 121 °С протягом 15 хв. Після стерилізації додають 0.10 г 

бензилпеніциліну і 0.10 г тетрацикліну на 1 л середовища або перед 

стерилізацією додають хлорамфенікол із розрахунку 50 мг на 1 л живильного 

середовища [70]. 

8.4.3. Визначення біологічної активності 

Біологічна активність епідермального фактору росту людини 

характеризується його мітогенною дією на клітини, оскільки сам білок є 

потужним стимулятором проліферації клітин та відповідно загоєнню 

епідермальних тканин.  

Біоактивність можна визначати у двох режимах (in vitro та in vivo) 

досліджуючи мітогенну активність на гепатоцитах мишей. Проте наводимо 

лише методику in vitro.  

Для проведення досліду in vitro лабораторні щури піддаються анестезії. 

Виділення гепатоцитів проводять методом колагеназної перфузії in situ. Після 

анестезії організму, у щура канюлюють (введення канюли, трубки для введення 
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речовин) порожнисту вену та пропускають двоетапно через судини 

(перфузують) буфер, що не містить кальцію, а потім кальцієвмісний буфер із 

колагеназою. Суть виділення гепатоцитів полягає у виділенні клітин печінки за 

різницею щільності у процесі розтину [71], [72], [73].  

Біоматеріал диспергують, фільтрують та центрифугують та висівають на 

середовище Вільямса, що не містить L-глутаміну. Середовище призначене для 

культивації гепатоцитів щурів. Після інкубування тривалістю 60 годин вносять 

у різних концентраціях hEGF (0-350 мкМоль/Л). Дослідження проліферації 

проводять методом включення тимідину, суть методу якого є вбудовування 3H-

тимідину, в нові ланцюги хромосомної ДНК під час мітотичного поділу клітин. 

Кількість вбудованого тимідину визначають вимірюванням радіоактивності 

[71]. 

 

 

Рис.8.7. Типова схема виділення гепатоцитів для експерименту 

визначення мітогенної активності [72]



РОЗДІЛ 9. ОХОРОНА ДОВКІЛЛЯ 

9.1 Аналіз технологічної схеми виробництва епідермального фактору 

росту людини на вивільнення твердих, рідких та газоподібних відходів.  

Під час процесу біосинтезу епідермального фактору росту людини 

дріжджами Saccharomyces cerevisiae UD05PS102 (pHEGF27) утворюються 

різного роду відходи, які класифікуються за трьома агрегатними станами 

(тверді, рідкі та газоподібні), а також за місцями емісії:  

1. Санітарні підготовка виробництва. Миття обладнання 

відбувається за допомогою CIP-мийки (Cleaning in place) розчином каустичної 

соди та миття виробничо-технологічного приміщення, у яке входять усі 

поверхні приміщення, дезінфектантом «Септодор форте». На етапі 

утворюються рідкі відходи (залишки мийних засобів, відпрацьовані розчини, а 

також промивна вода), які прямують до каналізації, де лишають межі 

відповідальності виробництва.  

2. Приготування титрувальних агентів. На етапі можуть лишатись 

невеликі кількості рідких відходів, а саме розчини у яких скінчився термін 

придатності, що визначений нормативною документацією підприємства. 

Розчини, що не відповідають фізико-хімічним показникам зливаються у 

каналізацію, однак концентрована хлоридна кислота, що лишається зливається 

у окремі зливні каністри, оскільки вона може шкодити системі каналізаційних 

труб.  

3. Підготовка посівного матеріалу. На етапах підготовки посівного 

матеріалу передбачається подача аераційного повітря. Тому під час підготовки 

утворюватиметься значна кількість газоподібних відходів, а саме 

відпрацьованого аераційного повітря. Утворення рідких відходів не 

передбачається, адже інокулят кожної стадії є КР наступного етапу, лише за 

умови, що відбуватиметься бракування посівного матеріалу. 
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4. Виробниче культивування. Під час безпосереднього біосинтезу 

утворюється велика кількість відпрацьованого аераційного повітря. Утворення 

рідких та твердих відходів не передбачається через специфіку виробництва, 

адже утворюваний білок є екстрацелюлярним, і культуральна рідина потребує 

подальшої очистки. 

9.2. Система утилізації рідких відходів 

Згідно із чинним Законодавством України, існують положення щодо 

вимог стічних (зворотних вимог). Так згідно із Правил охорони поверхневих 

вод від забруднення зворотними водами, затверджених постановою Кабінету 

Міністрів України від 25 березня 1999 року № 465 із редакцією від 07.08.2013 

року забороняється скидання у каналізаційну систему концентрованих кубових 

залишків, а також діяльність не повинна спричиняти погіршення стану водних 

об’єктів [84].  

Оскільки на виробництві утворюються стічні води органічної та 

неорганічної природи доцільно обрати наступну схему очистки рідких відходів, 

перш ніж вони потраплять у міську систему водопостачання та водовідведення.  

1. Збір стічних вод у колекторі, де відбувається регулювання 

параметрів зворотної води, а саме регулювання pH та розведення водою.  

2. Збір зворотної води у відстійнику, де відбувається відстоювання 

отриманої зворотної води від етапу. Стічна вода, якщо вона має механічні 

часточки осідають, тим самим розділяючи на фракції воду. Тим самим 

проводиться підготовка стічних вод для останнього етапу. 

3. Очищення стічної води за допомогою технології MBR 

(мембранного біореактора). Під час процесу, аеробні мікроорганізми 

розщеплюють органічні речовини. Для підтримки активності мікроорганізмів 

передбачена аерація реактора. Далі отримана вода фільтрується через 

напівпроникну мембрану, де відбувається остаточна очистка води [85].  

Отримана вода далі зливається у муніципальну систему водовідведення 

або може бути використана для очистки повітря (див. розділ 10.3).  
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9.3. Система утилізації газоподібних відходів 

Оскільки виробництво цільового білка є аеробним процесом, та згідно із 

попередніми підрозділами виявлено, що утворюватиметься велика кількість 

газоподібних відходів, а саме відпрацьоване аераційне повітря, пропонується на 

виробництві використовувати очистку повітря скрубером «мокрої» очистки. 

Пристрій призначений для очистки повітря від твердих завислих часток за 

рахунок промивання газу через воду.  

Принцип роботи «мокрого» скрубера такий: відпрацьоване повітря 

подається у камеру, звідки пропускається угору через змочену поверхню, де 

часточки вловлюються краплями води. Далі утворена дисперсна система (газ-

рідина) пропускається через тумановлолювач, після чого відбувається емісія 

очищеного повітря у навколишнє середовище.  

Для роботи скрубера можна використовувати очищену воду із MBR, адже 

така вода не має у своєму складі твердих часток [86].  
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