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(72) БОЙКО МИХАЙЛО ІВАНОВИЧ, ТКАЧЕНКО 

НАТАЛІЯ ПЕТРІВНА, ТЕРЕЩЕНКО ГРИГОРІЙ 
СЕРГІЙОВИЧ, ДОРОШКЕВИЧ НЕЛЯ ВІКТОРІВНА, 
БІЛУН ОЛЕКСАНДР ВАЛЕРІЙОВИЧ, КУЗНЄЦОВА 
ІРИНА АНАТОЛЬЇВНА 
(73) ДОНЕЦЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ УНІВЕРСИТЕТ 
(57) Живильне середовище для культивування 

штаму Ч-03 дереворуйнівного гриба Irpex lacteus 
Fr. - продуцента молокозсідального ферменту, що 
містить пептон, калій фосфорнокислий однозамі-

щений, калій фосфорнокислий двозаміщений, ма-
гній сірчанокислий, цинк сірчанокислий і кальцій 
хлористий, дистильовану воду до 1 л, яке відріз-
няється тим, що додатково містить сахарозу при 

наступному співвідношенні компонентів, мас. ч/л: 
сахароза 7,49 
пептон 5 
КН2РО4 0,6 
К2НРО4 0,4 
MgSO4·7H2O 0,4 
СаС12 0,04 
ZnSO4∙7H2O 0,001 
дистильована вода  до 1 л. 

 
 

 
 

Корисна модель належить до біотехнології (мі-
котехнології) і може використовуватися у фермен-
тативній технології для одержання молокозсідаль-
ного сичужного ферменту новим штамом Ч-03 
Irpex lacteus Fr. Цей процес відкриває перспективи 
заміни сичужного ферменту тваринного походжен-
ня на більш дешевий ферментний препарат гриб-
ного походження, який за своєю активністю не 
поступається активності сичужного ферменту ре-
ніну. Ферментний препарат штаму Ч-03 може ви-
користовуватися у сироварінні. 

Відомі середовища, які містять сахарозу і мі-
неральні компоненти (середовище Білай), глюкозу 
і мінеральні компоненти (середовище Чапека - 
Докса), але активність молокозсідального ферме-
нту на цих середовищах є дуже низькою, або вза-
галі відсутня в період культивування (1-15діб) 

штаму Ч-03 при оптимальній температурі 32С. Як 
свідчать літературні джерела активне накопичення 
молокозсідального ферменту відбувається на 10-
15 добу в залежності від штаму [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. 

Найбільш близьким до нового середовища є 
глюкозо лептонне середовище такого складу: г/л, 
глюкоза - 10, пептон - 3, KН2РО4 - 0,6, K2НРО4 - 

0,4, MgSO47H2O - 0,5, ZnSO47H2O - 0,001, СаСl2 - 
0,05, вода - до 1л, яке використовувалося для ви-
рощування гриба Hirschioporus laricinus - забезпе-

чує утворення з недосить високою активністю 
(1800 од/мл) ферменту штамом 4-03 протягом 
всього періоду культивування, що свідчить про 
недостатнє забезпечення продуцента необхідними 
живильними компонентами для його біосинтетич-
ної діяльності. Склад живильного середовища для 
культивування Irpex  lacteus Fr. недостатньо опи-
саний, і кожний штам потребує свого середовища, 
яке б стимулювало ріст та накопичення потрібного 
ферменту [8, 10, 11, 12]. 

В основу корисної моделі поставлено завдан-
ня удосконалення глюкозо-лептонного живильного 
середовища шляхом заміни глюкози на сахарозу 
та зміни концентрації трьох основних компонентів - 

пептону, MgSO47H2O та СаСl2, використовуючи 
метод математичного планування експерименту 
ПФЕ - 2

4
 (повний факторний експеримент) [5]. 

Поставлене завдання вирішується тим, що 
живильне середовище для культивування штаму 
Ч-03 Irpex lacteus Fr. - продуцента молокозсідаль-
ного ферменту, яке включає пептон, калій фосфо-
рнокислий однозаміщенний, калій фосфорнокис-
лий двозаміщенний, магній сірчанокислий, цинк 
сірчанокислий і кальцій хлористий, дистильовану 
воду 1л., згідно корисної моделі, додатково міс-
тить сахарозу при такому співвідношенні компоне-
нтів: г/л, сахароза - 7,49, пептон - 5, KН2РО4 - 0,6, 
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K2НРО4 - 0,4, MgSO47H2O - 0,4, СаСl2 - 0,04, 

ZnSO47H2O - 0,001 та дистильована вода до 1л. 

Кращі показники молокозсідальної активності 
наведені у таблиці. 

 
Таблиця 

 
Показники молокозсідальної активності культурального фільтрату (КФ)  

штаму Ч-03 Irpex lacteus Fr. на 15 добу в залежності від складу живильних середовищ 
 

Живильні середовища з різною 
концентрацією речовин 

Середнє значення МЗА (ОД/МЛ) культурального фільтрату штаму Ч-03 

1 952,4 ± 36,5 

2 1581,0 ± 27,3 

3 1724,1± 11,3 

4 1980,1 ± 9,3 

5 1183,4 ± 48,1 

6 913,2 ± 1,7 

7 1568,6 ± 74,1 

8 2531,6 ± 52,9 

9 754,7 ± 8,9 

10 1612,9 ± 19,2 

11 2234,6 ± 43,5 

12 1659,7 ± 27,9 

13 907,0 ± 19,1 

14 1166,1 ± 37,2 

15 968,5 ± 4,6 

16 1612,9 ± 16,9 

17 1179,9 ± 13,6 

 
З таблиці видно що, найвищі показники моло-

козсідальної активності має культуральний фільт-
рат (КФ) живильного середовища №8. Задовільній 
вплив гриба на активність молокозсідального фе-
рменту здійснювався на живильних середовища 
№2, 3, 4, 5, 7, 10, 11, 12, 14, та 16, нижчі показники 
у продуцента при зростанні на живильних середо-
вищах №1, 6, 9, 15. 

Як показав дисперсійний аналіз, вплив факто-
рів цілком вірогідний. Порівняння результатів се-
редніх проводилося за методом Дункана [7]. 

З отриманих даних випливає, що від основних 
факторів, якими є сахароза, пептон, котрі є джере-
лами вуглецю та азоту, сірчанокислий магній і 
хлористий кальцій - джерела іонів Mg

++
 i Са

++
, що 

активують діяльність ферментативних систем, 
залежить біосинтетична активність [8, 9, 10] про-
дуцента. 

Повний факторний експеримент дає можли-
вість виявити найбільш ефективний вплив кожного 
окремого фактора та їх взаємозв'язок в біосинтезі 
протеїназ молокозсідальної дії штаму Ч-03 Irpex 
lacteus Fr. 

Живильне середовище готували шляхом пос-
лідовного розчинення його компонентів з наступ-
ним доведенням дистильованою водою до 1л. 
Кислотність середовища доводили до 3,4-3,6 рН 
за допомогою 10% НСl. Живильне середовище 
розливали по 50мл. в конічні колби на 250мл, сте-
рилізували в автоклаві АГ-1 при 0,8-1 атм протя-
гом 40 хв. Гриб вирощували протягом 15 діб., за 

оптимальною температурою 32С. Молокозсідаль-
ну активність культурального фільтрату визначали 
за методом Каваї і Мукаї [9, 10], а розрахунок про-
водили за формулою. 

 

Формула 1  

мл/од
П

K10040
кфМЗА


  

де K - коефіцієнт розведення культурального 
фільтрату /КФ/;  

П - час зсідання молока; протягом якого з 
100 мл молока при добавленні 1 мл.  

КФ утворюється щільний згусток, хв. 
40 - середній час зсідання молока при вироб-

ництві сиру, хв.; 
(МЗА - молокозсідальна активність). 
Приклади конкретного виконання 
Приклад 1. Готують живильне середовище та-

кого складу, г/л: сахароза - 3,49, пептон - 3, 

KН2РО4 - 0,09, K2НРО4 - 0,06, MgSO47H2O - 0,4, 

СаСl2 - 0,4, ZnSO47H2O - 0,00015, дистильована 
вода до 1л. Живильне середовище розливають по 
50 мл. в конічні колби на 250 мл, стерилізують в 
автоклаві при 0,8-1 атм протягом 40 хв. Кислот-
ність середовища після стерилізації становить 3,5-
3,6 рН. Після охолодження середовища його іно-
кулюють шматочком міцелію розміром, приблизно 

1010мм, вирощують продуцент в термостаті ТС - 
80М за температури 32°С протягом 15 діб. Актив-
ність ферменту дорівнювала 952,4 од./мл (Актив-
ність ферменту визначали за формулою 1). 

Приклад 2. Готують живильне середовище та-
кого складу, г/л: сахароза - 7,49, пептон - 5, 

KН2РО4 - 0,09, K2НРО4 - 0,06, Mg SO47H2O - 0,4, 

СаСl2 - 0,04 ZnSO47H2О - 0,00015, дистильована 
вода до 1л. Живильне середовище розливають по 
50 мл. в конічні колби на 250 мл, стерилізують в 
автоклаві при 0,8-1 атм протягом 40 хв. Кислот-
ність середовища після стерилізації становить 3,5-
3,6 рН. Після охолодження середовища його іно-
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кулюють шматочком міцелію розміром, приблизно 

1010мм, вирощують продуцент в термостаті ТС – 

80М за температури 32С протягом 15 діб. Актив-
ність ферменту дорівнювала 1980,1 од./мл. 

Приклад 3. Готують живильне середовище та-
кого складу, г/л: сахароза - 7,49, пептон - 5, 

KН2РО4 - 0,6, K2НРО4 - 0,4, Mg SO47H2O - 0,2, 

СаСl2 - 0,04, ZnSO47H2O - 0,001, дистильована 
вода до 1л. Живильне середовище розливають по 
50 мл. в конічні колби на 250 мл, стерилізують в 
автоклаві при 0,8-1 атм протягом 40 хв. Кислот-
ність середовища після стерилізації становила 3,5-
3,6 рН. Після охолодження середовища його іно-
кулюють шматочком міцелію штама Ч-03 розмі-

ром, приблизно 1010мм, вирощують продуцент в 
термостаті ТС - 80М за температури 32°С протя-
гом 15 діб. Активність ферменту дорівнювала 
2531,6 од./мл. 

Приклад 4. Готують живильне середовище та-
кого складу, г/л: сахароза - 3,49, пептон - 5, 

KН2РО4 - 0,6, K2НРО4 - 0,4, Mg SO47H2O - 0,4, 

СаСl2 - 0,08, ZnSO47H2O - 0,001 дистильована 
вода до 1л. Живильне середовище розливають по 
50 мл. в конічні колби на 250 мл, стерилізували в 
автоклаві АГ-1 при 0,8-1 атм протягом 40 хв. Кис-
лотність середовища після стерилізації становить 
3,5-3,6 рН. Після охолодження середовища його 
інокулюють шматочком міцелію продуцента розмі-

ром, приблизно 1010мм, вирощують продуцент в 
термостаті ТС - 80М за температури 32°С. протя-
гом 15 діб. Активність ферменту дорівнювала 
968,5 од./мл. 

Таким чином, нове модифіковане живильне 
середовище, яке містить: г/л, сахарозу - 7,49, пеп-

тон - 5, KН2РО4 - 0,6, K2НРО4 - 0,4, Mg SO47H2O - 

0,2, СаСl2 - 0,04, ZnSO47H2O - 0,001, дистильова-
ну воду - 1л, є оптимальним для культивування 
штаму Ч-03 Irpex lacteus Fr. Як показник, на живи-
льному середовищі №8 самий високий рівень МЗА 
(2531,6 од./мл.), тобто це живильне середовище 
можна використовувати для культивування штаму 
Ч-03 з метою одержання ферментного препарату. 

Як видно з даних таблиці, та складу нового 
модифікованого живильного середовища сахароза 
в кількості - 7,49 г/л, пептон – 5 г/л, магній сірчано-
кислий - 0,2, кальцій хлористий - 0,04, максималь-
но сприяють росту міцелію та накопиченню моло-
козсідального ферменту. При інших концентраціях 
даних сполук накопичення необхідного ферменту 
у рідині культурального фільтрату відбувається 
дуже повільно і не набуває необхідної кількості 
для отримання щільного молочного згустку. 
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