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Дипломний проект



ВСТУП

Актуальність теми - області застосування препаратів
бурштинової кислоти (БК) вельми різноманітні і включають
кардіологію, неврологію, ендокринологію, токсикологію і
наркологію, інфекційні хвороби, педіатрію, відновлювальну
медицину та інші.

Таке різноманіття областей застосування БК обумовлено
безпосередньою участю сукцината в процесах тканинного
дихання і окисного фосфорилювання в мітохондріях.

Метою даного дипломного проекту є підвищення
продукції БК з використанням дріжджів, що належать до роду
Yarrowia, виду Yarrowia lipolytica, які продукують БК та у яких
знижена активність сукцинатдегідрогенази, що дозволяє
зменшити перетворення сукцинату на фумарат і, тим самим,
призводить до підвищення виходу БК у клітинах-продуцентах.
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Для реалізації поставленої мети необхідно вирішити
такі задачі:

– підібрати мікробіологічний об’єкт, що якнайкраще
адаптований для підвищенного отримання БК в
промислових масштабах;

– запропонувати біотехнологію одержання БК для
використання в ін’єкційній формі;

– підібрати методи контролю виробництва та очистки
готового продукту, що забезпечать вимоги згідно
нормативної документації готової лікарської форми.
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ХАРАКТЕРИСТИКА ДІЮЧОЇ РЕЧОВИНИ
Бурштинова кислота (бутандіова

кислота) – універсальний
внутрішньоклітинний метаболіт
організму людини. БК відноситься до
групи двоосновних карбонових кислот.
Концентрація БК в тканинах людини
становить 500-800 мкмоль/л, а її зміст в
плазмі крові людини значно менше і в
фізіологічних умовах перебуває в межах
2-20 мкмоль/л.

Вперше БК була отримана в XVII
столітті перегонкою бурштину, тому солі
та ефіри БК називаються сукцинатами
(від лат. succinum - бурштин). Вони
представляють собою універсальні
внутрішньоклітинні метаболіти.

Структурна формула молекули
бурштинової кислоти 4

Норми

Найменування показників Хімічно чиста (х.ч.)

1. Масова доля БК (СНО), %, не 
менше

99,9

2. Тпл, °С (препарат повинен 
плавитися в интервалі 1,0 °С)

185-187

3. Масова доля нерозчинних у воді
речовин, %, не більше

0,002

5. Масова доля сульфатів (SО), %, не 
більше

0,002

6. Масова доля фосфатів (РО), %, не 
більше

0,0005

7. Масова доля хлоридів (Сl), %, не 
більше

0,0005

8. Масова доля аммонійних солей 
(NH), %, не більше

0,001

9. Масова доля заліза (Fe), %, не 
більше

0,0005

10. Масова доля важких металів (Рb), 
%, не більше

0,0005



РИНОК ПРЕПАРАТІВ БК
Дитилін – є деполяризуючим

міорелаксантом короткої дії. Представляє собою
подвоєну молекулу ацетилхоліну, спричиняє
деполяризацію постсинаптичної мембрани та
короткочасну релаксацію скелетних м’язів.

Когітум – препарат загальнотонізуючої дії.
Активною фармацевтичною субстанцією
препарату є ацетиламінобурштинова кислота –
біологічно активна сполука, що міститься в ЦНС.

Реамберін – активною речовиною є
меглюміна натрія сукцинат. Препарат чинить
дезінтоксикаційну, антиоксидантну та
кардіопротекторну дію.

Цитофлавін – фармакологічні ефекти
обумовлені комплексним впливом речовин: БК,
інозин, нікотинамід, рибоксин та рибофлавін.
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ХАРАКТЕРИСТИКА БІОЛОГІЧНОГО ОБ’ЄКТУ

Зображення колоній Yarrówia lipolýtica

Yarrówia lipolýtica - вид
аскоміцетових дріжджових грибів, що
відноситься до порядку Цукроміцетові
(Saccharomycetales). Колонії бежево-
білі. Клітини кулясті до подовжено-
еліпсоїдальних, 3-5 × 3,3-15 мкм,
поодинокі, іноді в парах або невеликих
групах.

Продуцент Yarrówia lipolýtica здатен
засвоювати парафіни. Облігатний
аероб. Активний продуцент лимонної і
бурштинової кислот.

Гетероталлічний вид. Аскоспори
різноманітної форми - кулясті,
шляповидні, іноді шорсткі. Виділяється
з багатих жирами субстратів, а також з
морських субстратів.
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БІОТЕХНОЛОГІЧНА СХЕМА ВИРОБНИЦТВА
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Вихідна сировина, проміжна          Контроль в процесі                                                                                                                                                                                                            

продукція та матеріали                                                                                                            виробництва 

         

 

 

                                                                                                                                              

 

 

 

                                                                                                                                   

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Приготування 

поживного 

середовища YPG 

ТП1. Розчинення 

наважок складових  

ТП2. Нагрівання 

розчину  

t = 90-100 °С  

 

ТП3. Автоклавування 

середовища 

t = 121±2 °С; T = 15 хв. 

ТП4. Розчинення 

готового сухого 

середовища 

ТП5. Автоклавування 

середовища 

t = 121±2 °С; T = 15 хв. 

 

Дріжджовий екстракт, 

пептон, гліцерин, агар-агар, 

дистильована вода 

Маса речовин 

 

Розчин з ТП1 Температура 

Температура, час 

Сухе середовище YNB, 

лейцин, гліцерин 
Маса речовин 

 

Розчин з ТП4  Температура, час 

 

Приготування 

поживного 

середовища YNB 

 

Відбір 

рекомбінантного 

штаму VKPM Y-3600 
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ТП6. Вирощування 

штаму Po1f (dSDH2) 

на середовищі YPG 

Титр клітин ≈ 109 

кл/мл; t = 24-32 °C; рН 

= 3-4; Т = 5-7 діб; V = 

200-300 об/хв; аерація 

ТП7. Центрифугування 

T = 5 хв.; V = 6000 

об/хв 

ТП8. Промивання 

клітин та 

ресуспендування 

рН = 6,8±0,2; титр 

клітин = 1-3·108 кл/мл 

ТП9. Обробка N-

метил-N-нитро-N-

нітрозогуанидіном та 

промивання клітин 

t = 30±1 °С; T = 2 год. 

ТП11. Відбір колоній 

Y.lipolytica VKPM Y-

3600 та їх 

вирощування на 

середовищі YPG 

Кількість ≈ 50 колоній; 

Т = 5 діб; t = 24-32 °C; 

рН = 3-4; титр клітин ≈ 

5·105 кл/мл 

Штам Po1f (dSDH2), 

стерильне середовище YPG, 

колби 750 мл 

Температура, рН, титр 

клітин, час, швидкість 

перемішування, 

концентрація О2 

Інокулят з ТП6 Швидкість обертів, час 

Фізіологічний розчин, 50 мМ 

калій фосфатний буфер  рН, титр клітин 

Суспензія з ТП8, N-метил-N-

нитро-N-нітрозогуанидін (40 

мкг/мл), фізіологічний 

розчин 

Час, температура 

Суспензія клітин з ТП9, 

стерильне середовище YNB 

Титр клітин, відсоток 

живих клітин, час, 

розмір клітин, 

температура, час, рН, 

швидкість 

перемішування, 

концентрація О2 

Колонії клітин з ТП10, 

стерильне середовище YPG  

Температура, кількість 

колоній, час, 

температура, рН, титр 

клітин 

ТП10. Вирощування 

клітин на середовищі 

YNB  

Титр клітин = 108-109 

кл/мл; живих клітин ≈ 

2,8%; Т = 5 діб; t = 24-

32 °C; рН = 3-4; V = 

200-300 об/хв; аерація 



БІОТЕХНОЛОГІЧНА СХЕМА ВИРОБНИЦТВА
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ТП12. Визначення 

кількості 

синтезованої 

бурштинової 

кислоти у клітинах за 

допомогою ВЕРХ  

Клітини з ТП11 Концентрація БК 

Температура, час, рН, 

швидкість 

перемішування, 

концентрація О2 

 

Швидкість обертів, час 

Температура, тиск 

Клітини з ТП11, стерильне 

середовище YPG, гліцерин, 

CaCO3 

Концентрація, 

стерильність 

 ТП13. Вирощування 

Y.lipolytica VKPM Y-

3600 

t = 24-32 °C; рН = 3-4; Т 

= 5-7 діб; V = 200-300 

об/хв; аерація 

 ТП14. 

Центрифугування 

T = 5 хв.; V = 6000 

об/хв 

 

Суспензія з ТП13 

 ТП15. 

Перекристалізація 

t = 130-140 °C; Р = 

0,5—1,0 мм рт. ст. 

 

Культуральна рідина, що 

містить бурштинову кислоту 

з ТП14, дистильована вода, 

складчастий фільтр, 

хлористий свинець,  

хлоридна кислота (конц) 

 ТП16. Розчинення 

кристалів БК у 

фізіологічному розчині 

С = 20 мг/мл 

Кристали БК з ТП 15, 

фізіологічний розчин 

ТП18. Заповнення та 

запаювання ампул 
Розчин з ТП17, ампули 5 мл 

Об’єм, герметичність, 

цілістність 

ТП17. Стерилізуюча 

фільтрація 

t = 23±3 °C 

 

Розчин з ТП16, Millipore 0,22 

мкм  

Температура, швидкість 

пропускання розчину 
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ТП20. 

Маркування 
Відповідність, цілісність Етикетки 

ТП21. 

Упаковка 
Пачки картонні Цілісність, відповідність 

ТП22. 

Фасування 
Стерильність, цілісність 

Готовий ЛЗ    Контроль готової продукції 

ТП19. 

Стерилізація 

t = 120-122 °С; 

Т = 8-15 хв. 

Розчин з ТП17, ампули 5 мл 
Температура, час, 

цілістність 



Гідропневматична схема виробництва 

1,4 – ваги; 2,5,9 – колби 500 см3; 3,6 – автоклав; 7 – колби 750 см3 з шейкером; 8,13 –
центрифуга; 10 – чашки Петрі з шейкером; 11 – хроматограф ВЕРХ; 12 – ферментер; 14 –
фільтр з льодом; 15 – ємність з розчином БК; 16 – установка для наповнення, запаювання
та стерилізації ампул; 17 – пакувальник.
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Зображення та опис апарату - ферментера
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Контроль виробництва

1. Ідентифікація – має відповідати стандартам на
Суксаметоніум (Сукцинілхолін) згідно з Фармакопеєю
Словаччини;

2. Наявність механічних включень – середня кількість
часток не перевищує 6000 в 1 контейнері для часток
розміром 10 мкм або більше і не перевищує 600 в 1
контейнері для часток розміром 25 мкм або більше;

3. Однорідність маси для одиниці дозованого ЛЗ –
препарат має бути однорідним;

4. Однорідність вмісту діючої речовини в одиниці
дозованого ЛЗ – вміст у кожній його однодозовій одиниці
перебуває в межах 85-115 % від середнього вмісту;
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Контроль виробництва

5. Кількісне визначення діючої речовини – ВЕРХ;
6. Наявність бактеріальних ендотоксинів (пірогенів) –

ЛАЛ-тест – у готовому ЛЗ бактеріальні ендотоксини та
пірогени відсутні;

7. Об’єм ЛЗ, що витягається – у готовому ЛЗ об’єм, що
витягається, має бути в межах 5 мл. Надлишковий об’єм
складає 0,30 мл;

8. Стерильність – посів на тіогліколеве середовище і
середовище Сабуро. Тривалість інкубації в поживних
середовищах – 14 діб. Готовий ЛЗ на основі БК має бути
стерильним.
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Охорона праці
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Характеристика шкідливих речовин

Речовина Токсичність ГДК, мг/м3 Клас небезпеки

Штам Y.lipolytica VKPM Y-

3600

Впливає на шкіряні 

покрови та очі
1000 4

N-метил-N'-нітро-N-

нітрозогуанидін

Мутаген, що впливає на 

соматичні клітини людини
0,05 1

CaCO3

Впливає на шкіряні 

покрови та очі
180000 4

PbCl2

Подразнює шкіру та 

викликає опіки слизової 

оболонки, вражає 

репродуктивну систему

0,005 2

Концентрована HCl
Викликає ураження очей, 

хімічні опіки шкіри
5 3

Бурштинова кислота
Впливає на шкіряні 

покрови та очі
0,01 4



Економічна ефективність проекту
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№ Статті калькуляції

Витрати

на 1 кг продукції, 

грн

на річний випуск, 

тис. грн

1 2 3 4

1 Повна собівартість 126 441 10 850,11

2 Рентабельність, % 20

3 Прибуток 25 288,2 2 170,02

4 Оптова ціна продукції 151 729,2 13 020,13

5
Відпускна ціна з урахуванням 

ПДВ
182 075,04 15 624,16

6 Роздрібна ціна продукції 209 386,34 17 967,8

7

Роздрібна ціна 1-го виробу (1 

ампули об’ємом 5 мл, що містить 

20 мг/мл БК), грн.

20,93



Висновки
1. Запропонована у дипломному проекті біотехнологічна схема

одержання БК, використовує в якості продуцента БК
рекомбінантний штам дріжджів Yarrowia lipolytica VKPM Y-3600, в
клітинах якого знижена активність сукцинатдегідрогенази, що
дозволяє підвищити вихід БК у декілька разів та значно зменшити
витрати на очистку готового продукту;

2. Представлена докладна гідропневматична схема виробництва
та кресленик основного робочого апарату (ферментера);

3. Детально описані методи контролю БК на кожній стадії
виробництва та готової лікарської форми;

4. Розглянуто питання охорони праці та навколишнього
середовища, представлено перелік шкідливих речовин;

5. Проведено розрахунок економічної доцільності виробництва
препарату – обраний виробничий підхід дозволяє отримати готовий
ЛЗ з більш низькою собівартістю, порівняно з препаратами -
аналогами на основі БК.
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ДЯКУЮ ЗА УВАГУ!


