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ВИЧ НЕЛЯ ВІКТОРІВНА, ТКАЧЕНКО НАТАЛІЯ 
ПЕТРІВНА, ТЕРЕЩЕНКО ГРИГОРІЙ СЕРГІЙО-
ВИЧ, БІЛУН ОЛЕКСАНДР ВАЛЕРІЙОВИЧ, КУЗ-
НЄЦОВА ІРИНА АНАТОЛІЇВНА 
(73) ДОНЕЦЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ УНІВЕРСИТЕТ 
(57) Живильне середовище для культивування 

штаму Р-04 Irpex lacteus Fr. - продуцента сичужно-
го ферменту, що містить пептон, MgSO4·7H2O, 

СаСl2, КН2РО4, К2НРО4, ZnSO4·7H2O, дистильова-
ну воду, яке відрізняється тим, що додатково 

містить сахарозу при наступному співвідношенні 
компонентів, г/л: 

сахароза 7,4988 
пептон 5,0 
MgSO4·7H2O 0,2 
СаСl2 0,02 
КН2РО4 0,6 
К2НРО4 0,4 
ZnSO4·7H2O 0,001 
вода дистильована решта. 

 
 

 
 

Корисна модель відноситься до біотехнології і 
може бути використана у мікробіологічній промис-
ловості для одержання ферменту сичужної дії на 
основі культивування нового продуцента - штаму 
Р-04 Irpex lacteus Fr. Гриб Іrрех lacteus Fr. відомий 
як активний продуцент протеолітичних ферментів, 
в тому числі й молокозсідальних [1, 2, 3]. Цей фе-
рмент після медико-біологічних досліджень може 
використовуватися у виробництві твердих сирів та 
стати замінником гостродефіцитного сичужного 
ферменту тваринного походження - реніну [2, 4]. 

Відомі середовища, які містять сахарозу та мі-
неральні компоненти (середовище Білай, Хенне-
берга), глюкозу та мінеральні компоненти (середо-
вище Чапека-Докса), забезпечують низьку 
активність молокозсідального ферменту базидіа-
льних грибів або взагалі вона відсутня в період 
культивування (1-15 діб) [5]. 

Відомі також живильні середовища невизна-
ченого складу - сусло-агар та картопляний агар, 
які характеризуються невеликими значеннями мо-
локозсідальної активності (МЗА) [6]. Суттєвим не-
доліком цих середовищ є їх невизначеність компо-
нентів, які можуть по-різному впливати на 
показники МЗА штаму Р-04 [6, 7]. 

Найбільш близьким за суттю і технічним ре-
зультатом є глюкозо-лептонне живильне середо-
вище за таким складом, г/л: глюкоза - 10, пептон - 

3, MgSO4·7H2O - 0,5, СаСl2 - 0,05, КН2РО4 - 0,6, 
К2НРО4 - 0,4, ZnSO4∙7H2O - 0,001, дистильована 
вода - до 1 л, яке широко застосовується у міколо-
гічній практиці [8] та для культивування гриба Irpex 
lacteus Fr. - продуцента молокозсідального фер-
менту [9]. Компоненти цього середовища сприяють 
виділенню сичужного ферменту штамом Р-04 на 
протязі всього його періоду культивування, однак 
МЗА культурального фільтрату (КФ) характеризу-
ється невисокими значеннями, що свідчить про 
недостатнє забезпечення продуцента необхідними 
живильними речовинами для його біосинтетичної 
діяльності. 

В основу корисної моделі поставлено завдан-
ня удосконалення живильного середовища для 
культивування штаму Р-04 Irpex lacteus Fr. - про-
дуцента сичужного ферменту, у якому досягнення 
високих значень МЗА за поверхневого культиву-
вання досягається шляхом зміни концентрації чо-
тирьох основних компонентів стандартного глюко-
зо-пептонного середовища. Удосконалення 
живильного середовища проводили за методом 
повного факторного експерименту 2

4
 (ПФЕ 2

4
) [10]. 

Такі експерименти дають можливість виявити най-
більш ефективний вплив кожного окремого факто-
ра та їх взаємозв'язку на біосинтез екзопротеїназ 
молокозсідальної дії штаму Р-04 I. lacteus. 
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Поставлене завдання вирішується тим, що 
живильне середовище для культивування штаму 
Р-04 I. lacteus - продуцента сичужного ферменту, 
яке містить пептон, MgSO4∙7H2O, СаСl2, КН2РО4, 
К2НРО4, ZnSO4∙7H2O та дистильовану воду, згідно 
корисної моделі, додатково містить сахарозу при 
наступному співвідношенні компонентів, г/л: 

сахароза 7,4988 
пептон 5,0 
MgSO4∙7H2O 0,2 
СаСl2 0,02 
КН2РО4 0,6 
К2НРО4 0,4 
ZnSO4∙7H2O 0,001 
вода дистильована до 1 л. 
Живильне середовище готують шляхом послі-

довного розчинення його компонентів з наступним 
доведенням дистильованою водою до 1 л. Моло-
козсідальну активність культурального фільтрату 
(МЗАкф) визначають за методом Каваї і Мукаї за 
формулою [11]: 

мл/.од
t

К10040
МЗАкф 


  формула 1, 

де МЗАкф - молокозсідальна активність куль-
турального фільтрату, од./мл; 

К - коефіцієнт розведення культурального фі-
льтрату (КФ); 

t - час, протягом якого з 100 мл молока при 
додаванні 1 мл КФ утворюється щільний згусток, 
хв.; 

40 - середній час зсідання молока при вироб-
ництві сирів, хв. Приклад конкретного виконання. 

Приклад 1 
Приготувати оптимізоване живильне середо-

вище для культивування штаму Р-04 Irpex lacteus 
Fr. - продуцента сичужного ферменту. 

Наважки 7,4988 г сахарози, 5,0 г пептона, 0,2 г 
MgSO4∙7H2O, 0,02 г СаСl2, 0,6 г КН2РО4, 0,4 г 
К2НРО4 та 0,001 г ZnSO4∙7H2O послідовно розчи-
няли у 500 мл дистильованої води. Отриманий 
розчин складових середовища доводили до 1 л 
дистильованою водою. Кислотність середовища 
доводили до 3,5 рН, яка є оптимальною для росту 
продуцента Р-04, за допомогою крапель 10% НСl. 
Живильне середовище розливали по 50 мл в коні-
чні колби Ерленмейєра ємністю 250 мл та стерилі-
зували в автоклаві АГ-1 під тиском 0,8-1 атм про-
тягом 40 хв. Через три доби контролю 
стерильності живильного середовища проводили 
інокуляцію 7-добовою агаризованою, чистою куль-
турою штаму Р-04 I. lacteus. Для інокуляції викори-
стовували шматочки міцелію, приблизно, 1×1 см. 

Гриб вирощували протягом 10 діб в термостаті 
ТС-80М за оптимальної температури 30-32°С. По-
тім міцелій гриба відділяли від культуральної ріди-
ни шляхом фільтрування. Одержаний культураль-
ний фільтрат використовували для визначення 
його молокозсідальної активності за формулою 1. 
Молокозсідальна активність культурального філь-
трату дорівнювала 2590,37 од./мл. 

Таким чином, нове модифіковане живильне 
середовище, яке містить, г/л: сахарозу - 7,4988, 
пептон - 5,0, MgSO4∙7H2O - 0,2, СаСl2 - 0,02, 
КН2РО4 - 0,6, К2НРО4 - 0,4, ZnSO4∙7H2O - 0,001, 
дистильовану воду - 1 л, є оптимальним для куль-

тивування штаму Р-04 Irpex lacteus Fr., тому що 
забезпечує найвищі значення його МЗА. Високий 
рівень МЗА (2590,37 од./мл) вказує на те, що за-
пропоноване живильне середовище максимально 
містить усі необхідні речовини для синтезу сичуж-
ного ферменту штамом Р-04 Irpex lacteus Fr. 

Інша кількість сахарози в живильному середо-
вищі сприяла невеликим значенням МЗА культу-
рального фільтрату штаму Р-04. 

Приклад 2 
Приготувати живильне середовище для куль-

тивування штаму Р-04 Irpex lacteus Fr. - продуцен-
та сичужного ферменту. 

Наважки 3,4988 г сахарози, 5,0 г пептона, 0,2 г 
MgSO4∙7H2O, 0,02 г СаСl2, 0,6 г КН2РО4, 0,4 г 
К2НРО4 та 0,001 г ZnSO4∙7H2O послідовно розчи-
няли у 500 мл дистильованої води. Отриманий 
розчин складових середовища доводили до 1 л 
дистильованою водою. Кислотність середовища 
доводили до 3,5 рН, яка є оптимальною для росту 
продуцента Р-04, за допомогою крапель 10% НСl. 
Живильне середовище розливали по 50 мл в коні-
чні колби Ерленмейєра ємністю 250 мл та стерилі-
зували в автоклаві АГ-1 під тиском 0,8-1 атм про-
тягом 40 хв. Через три доби контролю 
стерильності живильного середовища проводили 
інокуляцію 7-добовою агаризованою, чистою куль-
турою штаму Р-04 I. lacteus. Для інокуляції викори-
стовували шматочки міцелію, приблизно, 1×1 см. 

Гриб вирощували протягом 10 діб в термостаті 
ТС-80М за оптимальної температури 30-32°С. По-
тім міцелій гриба відділяли від культуральної ріди-
ни шляхом фільтрування. Одержаний культураль-
ний фільтрат використовували для визначення 
його молокозсідальної активності за формулою 1. 
МЗА культурального фільтрату після культивуван-
ня штаму Р-04 в даному випадку дорівнювала 
2322,21 од./мл. 

Приклад 3 
Приготувати живильне середовище для куль-

тивування штаму Р-04 Irpex lacteus Fr. - продуцен-
та сичужного ферменту. 

Наважки 11,4988 г сахарози, 4,0 г пептона, 0,4 
г MgSO4∙7H2O, 0,04 г СаСl2, 0,6 г КН2РО4, 0,4 г 
К2НРО4 та 0,001 г ZnSO4∙7H2O послідовно розчи-
няли у 500 мл дистильованої води. Отриманий 
розчин складових середовища доводили до 1 л 
дистильованою водою. Кислотність середовища 
доводили до 3,5 рН, яка є оптимальною для росту 
продуцента Р-04, за допомогою крапель 10% НСl. 
Живильне середовище розливали по 50 мл в коні-
чні колби Ерленмейєра ємністю 250 мл та стерилі-
зували в автоклаві АГ-1 під тиском 0,8-1 атм про-
тягом 40 хв. Через три доби контролю 
стерильності живильного середовища проводили 
інокуляцію 7-добовою агаризованою, чистою куль-
турою штаму Р-04 I. lacteus. Для інокуляції викори-
стовували шматочки міцелію, приблизно, 1×1 см. 

Гриб вирощували протягом 10 діб в термостаті 
ТС-80М за оптимальної температури 30-32°С. По-
тім міцелій гриба відділяли від культуральної ріди-
ни шляхом фільтрування. Одержаний культураль-
ний фільтрат використовували для визначення 
його молокозсідальної активності за формулою 1. 
Більша кількість сахарози в живильному середо-
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вищі сприяла утворенню невисокої МЗА культура-
льного фільтрату штаму Р-04 і дорівнювала 
1118,75 од./мл. 

Таким чином, приклади 2 і 3 доводять недоці-
льність застосування для культивування штаму Р-
04 Irpex lacteus Fr. сахарози в кількості, яка є ниж-
чою або вищою оптимального значення 7,4988 г/л. 
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