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Затверджено на засіданні методичної комісії факультету харчових технологій та біотехнології, протокол №8 від 24.10.2024 року. 

Загальні положення.

Лабораторні заняття є важливим етапом навчального процесу, що дозволяє вдосконалювати теоретичну та практичну підготовку здобувачів. Виконання лабораторних робіт проводиться паралельно з теоретичним курсом, що дає можливість глибше й повніше засвоїти матеріал з курсу “Біотрансформація органічних сполук”. Даний курс вивчається відповідно до навчального плану підготовки бакалаврів денної форми навчання за напрямом 162 «Біотехнології та біоінженерія”. 
Метою дисципліни є набуття здобувачами знань щодо трансформації продуктів фотосинтезу як відновлюючого і практично невичерпного джерела енергії та перспективної сировини для одержання продуктів харчування і виробництва сировини та цінних продуктів для народного господарства. Завдяки біоконверсійним технологіям є реальна можливість з відходів різного походження (рослинництва, тваринництва, побутових, промислових) одержувати різноманітну продукцію: альтернативні джерела енергії, високоякісне органічне добриво, кормові добавки.
Після вивчення дисципліни здобувач повинен знати: 
- механізми біоконверсії органічних сполук;

 - умови та оптимальні параметри біоконверсійних процесів. 
Здобувач повинен вміти:

- застосовувати набуті знання у практичній діяльності при розробці технологій одержання продуктів біотехнології. 

- здійснювати розробки технології переробки зеленої маси рослин у високоякісні, в тому числі, білкові продукти за мінімальних енергозатрат і втрат поживності;

- проводити оптимізацію конверсії крохмаль- і целюлозовмісної сировини в продукти, збагачені мікробним протеїном та гідролізатами поліцукридів;

- одержувати рідкі та газуваті види палива як продукти мікробіологічної переробки рослинної сировини та відходів виробництва, в тому числі тваринництва.

Підготовка до лабораторного заняття передбачає теоретичне опрацювання матеріалу даної теми та ознайомлення з методикою виконання роботи. Основна мета методичних вказівок – закріплення теоретичних знань шляхом формування практичних навиків. У процесі виконання робіт здобувачі опановують сучасні методи експериментальних досліджень та уміння аналізувати отримані результати. 

Основні вимоги з техніки безпеки

Студенти в лабораторії зобов’язані дотримуватись наступних правил роботи: 

1. У лабораторії можна працювати тільки в спеціальному одязі (халат, шапочка).

2. На робочому місці підтримувати чистоту і порядок.

3. Всі пляшки, флакони, колби та склянки після відбору реактиву відразу закривати корками і ставити на місце.

4. Щоб зберегти реактиви чистими, рештки невикористаної речовини не можна повертати в реактивні пляшки, флакони, колби та склянки. Реактиви загального користування не можна переносити на свої робочі місця.

5. Концентровані луги і кислоти наливати під витяжною шафою. При розбавленні концентрованих кислот завжди кислоту лити у воду, а не навпаки.

6. Пробувати реактиви на смак, а також їсти та курити в лабораторії категорично забороняється.

7. При роботі з отруйними речовинами (спирти, ефіри, ацетон, бензен, фенол, солі важких металів тощо) дотримуватись застережних заходів, щоб уникнути попадання їх на шкіру та слизові оболонки.

8. У випадку попадання кислоти або лугу на руки або обличчя необхідно швидко змити їх водою і нейтралізувати (кислоту – розчином питної соди; луг – 2% розчином борної кислоти) і повторно промити водою.

9. Після закінчення роботи непотрібний біологічний матеріал та культури клітин і тканин повинні бути знищені. Інструменти, які використовувалися в роботі, та поверхню робочого столу необхідно дезінфікувати.

10. Не можна залишати в лабораторії без догляду включені електричні прилади і газові пальники.

КУЛЬТИВУВАННЯ РОСЛИННИХ КЛІТИН

Лабораторна робота №1

Приготування поживних середовищ для культивування
рослинних клітин.

Мета: ознайомитись із складом поживних середовищ, освоїти техніку їх приготування та стерилізації.

Завдання: Приготувати поживне середовище для індукції та росту калусної культури тютюну Nicotiana plumbaginifolia.
Теоретичні основи

Основою для створення поживних середовищ щодо вирощування культур тканин рослин є сумiш мiнеральних солей (макро- i мiкроелементiв), оскiльки живлення культивованих тканин є гетеротрофним, джерело Карбону вводиться в склад середовища у виглядi цукрози або глюкози. 

Окрiм, Карбону, кисню i водню для росту тканин необхiдний нітроген у виглядi нiтратної або амонiачної солi, фосфор – у виглядi фосфату, сульфур – у виглядi сульфату та йони К+, Са2+, Мg2+. Загальна концентрацiя всiх мiнеральних елементiв найвища у середовищах Мурасiге i Скуга, Нiча, Гамборга та Шенка. 

Мiнеральне живлення

Нітроген. У складi бiльшостi поживних середовищ Нітроген є у виглядi нiтрату i лише в деяких середовищах (Мурасiге i Скуга, Гамборга та iн.), крiм нiтратiв, додають солi амонiаку. Нiтрати, як основне джерело азоту, вводяться в середовище в концентрацiї від 2,0 до 25 ммоль/л. У деяких випадках для iнтенсивного росту калусних та суспензiйних культур сумарну концентрацiю нiтрату та амонiаку можна збiльшити до 60 ммоль/л. Існує чiтка кореляцiя мiж збiльшенням сирої маси суспензiї клiтин рослин i використанням нiтратiв iз середовища, що свiдчить про значне перетворення нiтратiв в органiчнi сполуки. Виявлено, що в клiтиннiй суспензiї тютюну Nicotiana tabacum є активна, залежна вiд енергiї система надходження нiтратiв у клiтини. Вона iндукується нiтратом i пригнiчується амiнокислотами. Замiна 10-20% нiтратiв на солi амонiаку сприяє кращому росту тканини. 

Фосфор. Для росту калусних тканин та iзольованих органiв необхiдним компонентом є фосфор, який використовується у виглядi ортофосфату. Крiм цього, джерелом фосфорного живлення можуть бути фосфати цукрiв. Йони Na+, Cl–, SO42- необхідні для культивування тканин у невеликих кiлькостях, однак вони важливу роль відіграють у процесі регулювання рН середовища. Сульфур вносять до складу середовища у виглядi сульфату, сульфiту, цистеїну, глутатiону або метiонiну. Ферум вносять у поживне середовище у виглядi неорганiчних солей (FeCl2, Fe2(SO4)3) i солей органiчних кислот (цитриновокисле залiзо). Доцiльно вводити хелатуючi реагенти, такi як етилендиамiнтетраацетатна кислота (ЕДТА). Наявнiсть цiєї сполуки в середовищi покращує доступ залiза за широкого дiапазону рН. Окрiм основних макроелементiв, до складу бiльшостi середовищ входять мiкроелементи. Внесення певної кiлькостi мiкроелементiв у середовище неминуче, оскiльки солi макроелементiв, якi використовуються, завжди мiстять сумiшi мiкроелементiв. 

Вуглеводневе живлення. У бiльшостi середовищ для культур рослинних тканин, джерелом Карбону, Гідрогену та енергiї є цукроза або глюкоза, як правило в концентрацiї 20-40 г/л. 

Регулятори росту. Для росту i диференцiацiї будь-яких рослинних або тваринних клiтин необхiднi ауксини та цитокiнiни. Оскiльки рiзнi клiтини та тканини в культурi значно вiдрiзняються за здатністю до автономного синтезу та метаболiзму окремих фiтогормонiв, тому їх рiст у значнiй мiрi залежить вiд постачання екзогенних регуляторів росту. Вiдмiнностi у потребi в екзогенних ауксинах та цитокiнiнах дозволяють видiлити декiлька груп тканин: 

– тканини, якi ростуть на середовищi з ауксинами (експланти топiнамбура, коренi цикорiю); 

– тканин, для росту яких потрібні тiльки цитокiнiни (культура з корiнця бiлого турнепса); 

– тканини, для росту яких необхiднi ауксини i цитокiнiни (культивовані первиннi експланти тютюну, тканини кореня моркви); 

– тканини, якi ростуть на середовищах складного складу; 

– культури тканин пухлин, що здатнi рости на середовищах без регуляторiв росту. 

Для отримання i пiдтримання культур тканин використовують: ауксини (iндолiлацетатну кислоту (IОК) в концентрацiї 1,0-30 мг/л, α-нафтілацетатну кислоту (НОК) в концентрацiї 0,1-0,2 мг/л та 2,4-дихлорфеноксиацетатну кислоту (2,4-Д) у концентрацiї меншій, ніж 1,0 мг/л). Для iндукцiї утворення калусу, як правило, використовують вищі концентрацiї ауксинiв, а в процесі наступних пересадок тканина може рости при зменшеному у 10 разів вмiсту ауксинiв. Для росту клiтин та органiв рослин у культурi in vitro як цитокiнiни використовують: кiнетин (Кін), 6-бензиламiнопурин (БАП) та iн. 

Таблиця 1. Найпоширеніші поживні середовища 

для культивування рослинних клітин, тканин та органів.

	Компоненти
	MS
	B5
	WH
	SH

	Макроелементи

	NH4NO3
	1650
	–
	–
	–

	KNO3
	1900
	2500
	80
	2500

	CaCl2·2H2O
	440
	150
	–
	200

	MgSO4·7H2O
	370
	250
	737
	400

	KH2PO4
	170
	–
	–
	–

	(NH4)2SO4
	–
	134
	–
	–

	NaH2PO4·2H2O
	–
	150
	19
	–

	(CaNO3)2·4H2O
	–
	–
	288
	–

	KCl
	–
	–
	65
	–

	Na2SO4
	–
	–
	200
	–

	NH4H2PO4
	–
	–
	–
	300

	Мікроелементи

	KJ
	0,83
	0,75
	0,75
	1

	H3BO3
	6,3
	3,0
	1,5
	5

	MnSO4·4H2O
	22,3
	13,2
	6,65
	13,2

	ZnSO4·7H2O
	8,6
	2,0
	2,67
	1

	Na2MoO4·2H2O
	0,25
	0,25
	–
	0,1

	MoO3
	–
	–
	0,0001
	–

	CuSO4·5H2O
	0,025
	0,025
	0,0001
	0,2

	CoSO4·6H2O
	0,025
	0,025
	–
	–

	Fe2(SO4)3
	–
	–
	2,5
	–

	CoCl2·6H2O
	–
	–
	–
	0,1

	Fe-хелат

	Na2ЕДТА 2H2O
	37,3
	37,3
	–
	20

	FeSO4·7H2O
	27,8
	27,8
	–
	15


Вiтамiни. Як вiдомо, бiльшiсть вiтамiнiв, що входять до складу поживних середовищ, є коферментами, якi каталiзують рiзнi важливi реакцiї. Зокрема, тiамiн (вiтамiн В1) входить до складу пiруватдекарбоксилази та вiдiграє важливу роль у перетвореннi вуглеводiв, а також в окиснювальному декарбоксилюваннi кетокислот. До складу середовищ тiамiн вводиться в кiлькостi 0,1-10,0 мг/л. До складу багатьох середовищ входить пiридоксин (вiтамiн В6), який бере участь у процесах декарбоксилювання та переамiнування амiнокислот. Нiкотинова кислота (вітамін РР) у виглядi амiду входить до складу окиснювально-вiдновних ферментiв – дегiдрогеназ. У поживнi середовища нiкотинова кислота вводиться в концентрацiї 0,5-1,0 мг/л. 

Вiдносно стабiльне значення рН у середовищi пiдтримується за рахунок хелатуючих сполук. Бiльшiсть стацiонарних культур iзольованих тканин росте на середовищах з рН 5,6-5,8. 

Таким чином, успiх у культивуваннi культур клiтин, тканин та органiв рослин визначається складом поживних середовищ. На даний час розроблено багато варiантiв поживних середовищ. Найбільш використовуваними поживними середовищами є: Мурасіге, Скуга – МС (Murashige, Skoog, 1962), Гамборг та співроб – B5 (Gamborg et al., 1968), Ф. Уайт – WH (White, 1963), Р. Шенк та Хільдебрант – SH (Schenk, Hildebrandt, 1972). Макро- та мікроелементи середовища МС також ідентичні до середовища LS (Linsmaier, Skoog, 1965). 

Обладнання й матеріали: ламiнарний бокс для стерильних робiт з вертикальним та горизонтальним потоками повiтря; автоклав; рН-метр, iнструменти; лабораторний посуд (хiмiчнi склянки, чашки Петрi, колби); хiмiчнi реактиви (NH4NO3; KNO3; H3BO3; CaCl2·2H2O; MgSO4·7H2O; KH2PO4; CuSO4·5H2O; Na2MoO4·2H2O; KJ; MnSO4·4H2O; CoCl2·6H2O; ZnSO4·7H2O; FeSO4·7H2O; Na2ЕДТА·2H2O; цукроза, вiтамiни: В1, В6, РР; мезоiнозит, Кін, НОК, агар-агар).

Хід роботи. Приготувати поживне середовище для індукції та росту калусної культури тютюну Nicotiana plumbaginifolia. З цією метою використовують модифіковане середовище МС (вміст компонентів у мг/л):
NH4NO3

1650                 KNO3



1900

CaCl2·2H2O

440                   MgSO4·7H2O

370

KH2PO4

170                   H3BO3


6,2

CuSO4·5H2O
0,025                Na2MoO4·2H2O

0,25

KJ


0,83                 MnSO4·4H2O

22,3

CoCl2·6H2O
0,025               ZnSO4·7H2O

8,6

FeSO4·7H2O
27,8                 Na2ЕДТА·2H2O

37,3

B1 (тiамiн HCl)
0,1                   B6 (пiридоксин HCl)
0,5

мезо-iнозит
100,0               PP (нiкотинова к-та)
0,5

Кін


0,2                   НОК



2,0

цукроза

30,0                агар-агар


7500

рН

        5,6 – 5,8

Для економного використання часу та зусиль готуємо концентровані розчини макро-, мiкроелементів, вiтамiнiв, гормонiв (так звані маточні розчини).

1. Приготування маточних розчинiв:

а) МС1 (маточний розчин макроелементів, де їх концентрація збільшена у 10 разів) в г на 0,5 л:

NH4NO3



8,25

KNO3




9,5

CaCl2·2H2O



2,2

NaH2PO4



0,85

MgSO4·7H2O


1,85

Брати 100 мл маточного розчину на 1 л середовища.

б) МС2 (маточний розчин Fe-хелат)

Солi, г




на 200 мл

Na2ЕДТА·2H2O



1,492

FeSO4·7H2O



1,112

Брати 5 мл маточного розчину на 1л середовища.

Вихідний розчин Fe-хелата (200 мл) готують, розчиняючи послідовно 1,492 г Na2ЕДТА·2H2O та 1,112 г FeSO4·7H2O та доводять до кипіння. 

в) МС3 (маточний розчин солей мiкроелементів, де їх концентрація збільшена у 100 разів).
Солi, мг
на 100 мл: 

H3BO3

62,0                  KJ




8,3

Na2MoO4·2H2O
2,5                    MnSO4·4H2O


223,0
ZnSO4·7H2O
86,0
CuSO4·5H2O, CoCl2·6H2O – зважити по 10 мг кожної солi i розчинити в 40 мл H2O дист.; брати 1мл на 100 мл МС. Брати 10 мл маточного розчину на 1 л середовища.

г) маточний розчин вiтамiнiв

Вiтамiни, мг на 100 мл,                           B1 (тiамiн HCl)                 10,0;

В6 (пiридоксин HCl)       50,0;                 РР (нiкотинова кислота) 50,0.

Брати 1 мл маточного розчину на 1 л середовища. Розчини вітамінів (1,0 і 0,1 мг/мл) готують безпосередньо розчиняючи їх в бідистиляті.

д) розчини фiтогормонiв

Розчини

НОК – 0,1 мг/мл



1 н NaOH

Кін –   1 мг/мл



1 н NaOH

Розчини ауксинів: 2,4-Д; НОК; ІОК; ІМК та їх аналогів (наприклад, концентрацію 1 мг/мл готують, розчинивши 100 мг речовини в 0,5-2,0 мл спирту, підігрівши та добавивши води до 100,0 мл). КІН, БАП розчиняють попередньо в невеликій кількості 0,5 N HCl і при нагріванні добавляють потрібну кількість води. Якщо у середовище необхідно внести абсцизову кислоту (рослинний гормон), то її розчиняють в 70% етанолі та доводять до потрібного об’єму. Гіберелову кислоту (входить до складу фітогормонів) розчиняють безпосередньо у воді та добавляють у поживні середовища, простерилізувавши через мембранні фільтри. Кокосове молоко добавляють у поживні середовища, попередньо підігрівши його впродовж 30 хв. за 60°С та простерилізувавши фільтруванням (діаметр мембранного фільтра складає 0,20-0,45 мкм).

Антибіотики та інші речовини, які повністю або частково розкладаються в процесі автоклавування, добавляють до поживних середовищ (40-50°С) у вигляді профільтрованого (стерильного) розчину, попередньо довівши рН до 5,6-5,8.

2. Пiсля приготування маточних розчинiв приготуйте середовище: маточнi розчини на 1000 мл:
МС1


100 мл             МС2

10 мл

МС3


5 мл                 Вiтамiни
2 мл

Мезо-iнозит
100 мг             Цукроза
30 г

НОК


1 мл                 Кін

1 мл

                                 рН 5,6 – 5,8

3) Пiсля введення в середовище всiх компонентiв додайте дистильовану воду до потрiбного об’єму i доведіть рН до 5,6-5,8.

4) Середовище простерилiзуйте автоклавуванням 20-25 хв за 0,8-1,0 атм i 120°С. Маточнi розчини необхiдно зберiгати в холодильнику за температури +4°С не бiльше мiсяця. Розчин вiтамiнiв можна заморожувати i зберiгати в невеликих кiлькостях.

Лабораторна робота №2

Отримання рослинних суспензійних культур.

Мета: підібрати склад поживних середовищ та штами калусної культури для отримання рослинних суспензійних культур.
Завдання: приготувати рідкі поживні середовища RMNO та RMP для культивування калусних культури та одержати рослинні суспензійні культури.
Теоретичні основи

Рослинні суспензійні культури складаються з поодиноких клітин і клітинних агрегатів, які ростуть в аерованому поживному середовищі певного складу. Для вирощування клітинних суспензій використовуються в основному ті ж поживні середовища, що і для калусних культур. Однак, на сьогоднішній день створені середовища, які використовуються безпосередньо для вирощування суспензійних культур, оскільки калусні та суспензійні культури значно відрізняються від кількості мінеральних солей, вітамінів, стимуляторів росту. 

Суспензійну культуру можна отримувати двома шляхами: внесенням частинок раніше отриманого калусу у рідке поживне середовище; використанням експлантів тканин або стерильних проростків, які у рідкому середовищі утворюють калус. Інколи суспензійну культуру індукують певною кількістю гомогенату тканини, що містить у своєму складі як живі, так й зруйновані клітини. Для отримання високодисперсної суспензійної культури важливе значення має тип вихідної калусної тканини. Оптимальною вважається калусна тканина пухкого типу. 

Аерація культур у рідкому середовищі забезпечується такими способами: 

1) вирощуванням кусочків калусу на мостиках із фільтрувального паперу; 

2) культурою клітин, поміщених у рідке поживне середовище на мішалках ротаційного або шейкерного типу (накопичувальне культивування); 

3) вирощуванням клітин у рідкому поживному середовищі в культиваторах і ферментерах шляхом барботажу або барботажу в поєднанні з механічним перемішуванням (неперервне культивування). 

Основна кількість робіт, виконаних на суспензіях, присвячена вивченню їх росту та метаболізму в накопичувальній культурі. Ріст клітинної популяції в циклі вирощування накопичувальної культури виражається S-подібною кривою. Цикл росту вимірюється часом від виходу культури в стаціонарну фазу. В процесі субкультивування клітини проходять послідовно наступні фази: 

1) латентну або лаг-фазу;    2) експоненціальну фазу; 

3) лінійну фазу;                    4) стаціонарну фазу; 

5) фазу загибелі клітин. 

Звичайно нагромаджувальні суспензії культивують до стаціонарної фази росту, що у більшості випадків складає тривалість пасажу 21-28 днів і популяцію із 106 – 5•106 клітин/мл. Концентрація клітин у мл суспензії – щільність клітинної популяції – один із важливих показників стану клітинної системи в суспензії. Кількість клітин у мл дисоційованої суспензії визначається загальноприйнятим способом – підрахунком після нанесення на сітку лічильної камери Горяєва або Фукса-Резенталя. 

Характерною особливістю суспензійних культур рослинних клітин є морфологічна і біохімічна гетерогенність. Клітинна популяція містить клітини, які відрізняються за формою та розмірами. Однією із цікавих особливостей, що виявлена при вирощуванні суспензійних культур, є залежність їх розмноження від одночасної або попередньої присутності в середовищі активних клітин, що діляться. 

Індукувати поодинокі клітини до поділу можна, розташовуючи їх в контакті із калусною тканиною, що росте; посівом на тверде середовище біля кусочка тканини (тканина-нянька) або, культивуючи в середовищі, в якому раніше росла суспензія. 

Ріст суспензії в значній мірі залежить від вихідної клітинної щільності інокулюму. Кожна культура має тільки їй притаманну вихідну мінімальну ефективну щільність популяції (мінімальний інокулюм, із якого можна індукувати ріст стаціонарної суспензійної культури), нижче якої значно подовжується лаг-період або ж зовсім не спостерігається ріст. 

Обладнання і матеріали: ламiнарний бокс для стерильних робiт з вертикальним та горизонтальним потоками повiтря; автоклав; рН-метр, iнструменти; лабораторний посуд (хiмiчнi склянки, чашки Петрi, колби); хiмiчнi реактиви (NH4NO3; KNO3; H3BO3; CaCl2·2H2O; MgSO4·7H2O; KH2PO4; CuSO4·5H2O; Na2MoO4·2H2O; KJ; MnSO4·4H2O; CoCl2·6H2O; ZnSO4·7H2O; FeSO4·7H2O; Na2ЕДТА·2H2O; цукроза, вiтамiни: В1, В6, РР, мезоiнозит, Кін, НОК, агар-агар), апарати для перемішування АВУ-6с, штами раніше отриманих калусних культур 

Хід роботи. 1. Приготуйте рідкі поживні середовища RMO, RMOP та RMB з половинним вмістом мікро- та макроелементів (див. табл. 2). 

Таблиця 2. Склад твердих поживних середовищ

	Компоненти
	RMO
	RMOP
	RMB

	Макро- і мікроелементи
	МС
	МС
	МС

	Мезоінозит
	100
	100
	100

	В1
	1
	1
	1

	ІОК
	2
	-
	-

	БАП
	0,5
	1
	1

	НОК
	-
	0,1
	-

	Цукроза, г/1000 мл.
	30
	20
	30

	Агар, 7-8 г/л.
	+
	+
	+

	рН
	5,6-5,8
	5,6-5,8
	5,6-5,8


2. Виберіть отриману раніше калусну культуру N. plumbaginifolia пухкої консистенції. 

3. В асептичних умовах розділіть калус на фрагменти і помістіть його в колби з рідкими поживними середовищами (див. вище). 

4. Суспензію культивують у темноті за 25–26оС. на апаратах для перемішування АВУ–6с. 

5. Для вирахування росту суспензійних культур визначають відносний приріст сирої маси за формулою: (Wt - Wo):(Wo·100), де Wo – початкова маса суспензії; Wt – маса суспензії через 21 день культивування. 

6. При обробцi експериментальних даних застосовують стандартнi методи обробки результатiв (Лакін, 1980). 

Лабораторна робота № 3

Іммобілізація глюкоамілази. Визначення активності 

іммобілізованого та вільного ферменту.

Мета: дослідити вплив іммобілізації ферменту на його активність.
Завдання: вивчити активність вільного та іммобілізованого на цеоліті ферменту глюкоамілази.

Теоретичні основи

Глюкоамілаза Г20х – екзогенний ферментний препарат амілолітичного спектру дії. Він випускається у промислових обсягах в Україні Ладиженським заводом ферментних препаратів. Є високо очищеним препаратом, містить комплекс гідролітичних ферментів, які розщеплюють крохмаль. Це порошок світло-сірого чи світло-жовтого кольору, який добре розчинений у воді. Оптимальною для дії препарату є температура 30-40оС і рН 4,5–5,0. зберігається за температури +25оС у сухому приміщенні в герметичній тарі, оскільки він надто гігроскопічний. Промисловий препарат випускається з глюкоамілазною активністю 1000 Од./г та 2000 Од./г.

Використовується у харчовій промисловості для оцукрення крохмальвмісної сировини. У тваринництві глюкоамілаза застосовується як ферментна домішка до кормів раціону сільськогосподарських тварин, яка розщеплює крохмаль, мальтозу та інших олігоцукри до глюкози, завдяки чому підвищується рівень засвоювання кормів організмом тварин. Це сприяє підвищенню продуктивності тварин.
Хімізм реакції: Глюкоамілаза (К.Ф. 3.2.1.3. 1,4-α-D–глюкан глюкогідролаза) гідролізує α-1,4–зв’язки, послідовно відщеплюючи залишки глюкози від молекули крохмалю: 
(С6Н10O5)n + Н2O 
[image: image4.wmf]®

--

-

за

глюкоаміла

 (С6Н10O5)n–1 + С6Н12O6.
          крохмаль                                                            глюкоза
Наявність крохмалю визначають за реакцією з розчином йоду, а наявність глюкози – за реакцією Фелінга.
Матеріал й обладнання: 2%-ний свіжоприготовлений розчин крохмалю, 1,0%-ний розчин глюкоамілази (Г20х), реактив Фелінга, який готується перед заняттям змішуванням 50 мл 7,0% розчину CuSO4·5Н2О і 50 мл 34,6% розчину сегнетової солі в 12,0% розчині NaOH, 4,0%-ний розчин йоду в йодистому калію, цеолітове борошно Сокирнянського родовища, скляні пробірки на 20 мл, піпетки на 5 мл., водяна ванна, спиртовий термометр, склографи.
Хід роботи. У дві пробірки (контрольну та дослідну) вносять піпеткою по 3 мл розчину глюкоамілази. У дослідну пробірку додають 50 мг цеолітового борошна і струшують упродовж 5-7 хв (відбувається іммобілізація ферменту). В обидві пробірки додають піпеткою по 4 мл розчину крохмалю, змішують та поміщають у водяну ванну за температури 370С на 20 хв.

Швидкість гідролізу крохмалю, тобто активність глюкоамілази та вплив іммобілізації на активність ферменту визначають за наявністю в іммобілізованому середовищі залишкового негідролізованого субстрату – крохмалю і продукту реакції – глюкози:
а) виявлення крохмалю: з кожної пробірки (контрольної та дослідної) після інкубації їх 20 хв. у водяній ванні за температури 370С по 2 мл суміші переносять у дві чисті пробірки, додають до них по 3 краплі розчину йоду та змішують. Поява фіолетового забарвлення свідчить про наявність у розчині крохмалю;

б) виявлення глюкози: з контрольної та дослідної пробірок після інкубації їх у водяній ванні по 2 мл суміші переносять у дві чисті пробірки, додають до них по 2 мл реактиву Фелінга. Вміст пробірок змішують і підігрівають на полум’ї газового пальника до кипіння. Зміна синього забарвлення на червоно-цегляний свідчить про наявність у розчині глюкози.
Результати досліджень заносять в табл. 3, порівнюють забарвлення розчинів контрольної і досллідної пробірок, визначають різницю та роблять висновок про активність вільного та іммобілізованого ферментів.
Таблиця 3. Активність вільної та іммобілізованої глюкоамілази
	Проби
	Забарвлення з йодом (+, -)
	Забарлення з реактивом Фелінга (+, -)

	Контрольна
	
	

	Дослідна
	
	


Лабораторна робота № 4

Вивчення сумісного впливу йонів важких металів і рН середовища на активність іммобілізованого та вільного препарату глюкоамілази.
Мета: дослідити активність вільного та іммобілізованого ферменту залежно від дії різних факторів. 
Завдання: вивчити активність вільного та іммобілізованого на цеоліті ферменту глюкоамілази залежно від сумісної дії йонів важких металів та рН середовища.

Теоретичні основи

Активність ферментів, зокрема й глюкоамілази, залежить від дії різних факторів та їх поєднувального впливу. Вивчення можливості підтримання активності ферментів (особливо у виробничих умовах, коли в процесі живлення тварин на організм можуть впливати різні токсичні агенти) шляхом іммобілізації є одним з перспективних напрямків ведення галузі тваринництва за різних умов техногенного навантаження.
Матеріал й обладнання: 2%-ний свіжоприготовлений розчин крохмалю, 1%-ний розчин глюкоамілази (Г20х), реактив Фелінга, який готується перед заняттям змішуванням 50 мл 7% розчину CuSO4·5Н2О і 50 мл 34,6% розчину сегнетової солі в 12% розчині NaOH, 4%-ний розчин йоду в йодистому калію, цеолітове борошно Сокирнянського родовища, 1%-ний розчин сульфату Купруму, 10%-ний розчин соляної кислоти, скляні пробірки на 20 мл, піпетки на 5 мл, водяна ванна, спиртовий термометр, склографи, скляні палички.
Хід роботи. У шість пронумерованих пробірок вносять піпеткою по 3 мл 1%-го розчину глюкоамілази. У 4-ту, 5-ту та 6-ту пробірки додають по 50 мг цеолітового борошна і струшують їх упродовж 5-7 хв. У 2-гу та 5-ту пробірки додають по 1 краплі 0,1%-вого розчину сульфату Купруму та по 1-й краплі 10%-вого розчину хлоридної кислоти (НСІ). В усі шість пробірок піпеткою вносять по 3 мл 2%-вого розчину крохмалю, змішують і ставлять у водяну ванну за температури 36оС на 20 хв.

Вміст пробірок ділять наполовину. До однієї половини шістьох пробірок додають по 2 краплі 0,1 М розчину йоду, а з другою половиною пробірок виконують реакцію на глюкозу з реактивом Фелінга (як і в попередньому досліді).

Порівнюють інтенсивність забарвлення з йодом і відновлення Сu(ОН)2 в усіх пробірках. Роблять висновок про вплив іммобілізації ферменту на його стійкість до інгібуючої дії йонів важких металів та рН середовища.

Контрольні питання.
1. Які обставини не давали можливості використовувати властивості ферментів для практичних цілей?

2. Що розуміють під терміном іммобілізація та іммобілізовані ферменти?

3. Які (проблеми) переваги мають іммобілізовані ферменти порівняно з нативними ферментами?

4. Які носії використовують для іммобілізації і як вони класифікуються?

5. Назвіть неорганічні носії, які використовують для одержання іммобілізованих ферментів і їх недоліки.

6. Назвіть природні органічні полімерні носії.

7. Приведіть синтетичні органічної природи полімерні носії.

8. Перерахуйте природні поліцукристі носії.

9. Перерахуйте природні білкові носії.

10. Якими методами можна провести іммобілізацію ферментів?

11. На чому базується адсорбційна іммобілізація?

12. Як відбувається іммобілізація ферментів при їх включенні у ліпосоми?

13. На чому базується метод іммобілізації ферментів мікрокапсулюванням?

14. Які особливості методу іммобілізації ферментів при використанні систем двохфазного типу?

15. В чому суть методу хімічної іммобілізації ферментів?

16. В чому суть методу фізичної іммобілізації ферментів?

17. Які фактори спричинюють інактивацію ферментів?

18. Які фактори і підходи збільшують стабільність ферментів?

19. В чому суть методу реактивації денатурованих ферментів?

20. Поясніть явище іммобілізації клітин і його значення?

Лабораторна робота №5

Визначення біологічних характеристик культуральної рідини, отриманої в процесі глибинного культивування дріжджів 

S. Servisea.

Мета: Ознайомитися з прийомами глибинного культивування мікроорганізмів в анаеробних умовах.

Завдання: Приготувати рідке поживне середовище, простерилізувати його і стерильно розлити в колби об’ємом 5 л. Підготувати посівний матеріал, провести засів поживних середовищ та провести культивування дріжджів із дослідженням на кожному етапі вмісту глюкози та кількості мікроорганізмів.  

Теоретичні основи

Культивування можна проводити поверхневим або глибинним, періодичним або безперервним методами, в аеробних або анаеробних умовах. Спосіб культивування істотно впливає на застосовувані лабораторні моделі й прийоми. Велике значення має кінцева мета культивування: накопичення біомаси або одержання певного метаболіту (спирту, кислоти, антибіотика, ферменту, амінокислоти тощо).

Глибинне культивування. Глибинне культивування мікроорганізмів може бути періодичним і безперервним. При періодичному процесі весь обсяг поживного середовища засівають посівним матеріалом і вирощування ведуть в оптимальних умовах певний проміжок часу, поки пройде накопичення потрібної кількості біомаси або цільового продукту. Для забезпечення росту аеробних культур у глибоких шарах рідини необхідне надходження кисню. Для аерації рідких культур використовують звичайне стерильне повітря або суміш кисню, азоту й карбон (IV) оксиду. Примусову аерацію часто комбінують із механічним перемішуванням.

Вирощування культур у колбах застосовують у лабораторній практиці для вивчення фізіологічних властивостей, установлення закономірностей їх росту залежно від складу компонентів середовища, з’ясування впливу факторів зовнішнього середовища на життєдіяльність клітин, визначення продуктів метаболізму. Безперервне глибинне культивування проводять у лабораторних ферментаторах.

У режимі хемостату ріст культури регулюють концентрацією фактора, що лімітує, ним можуть бути використані джерела вуглецю, азоту, фосфору, ростових речовин, кисню, рН, температура. Визначення допустимих меж коливання факторів, що лімітують, має важливе значення для керування процесом безперервного культивування у виробничих умовах, дозволяє економно витрачати матеріали, ефективно використати генетичні можливості продуцентів, одержувати максимальний вихід цільового продукту. У режимі турбідостату підтримують постійну концентрацію біомаси. Застосування із цією метою збагачених поживних середовищ дозволяє мікроорганізмам розмножуватися майже з максимальною швидкістю. Однак концентрація клітин при цьому невисока.

Крім того, фотометричний контроль щільності клітин вимагає застосування прозорих середовищ, що можливо здійснити лише в лабораторних умовах. Процес глибинного культивування може бути гомо- або гетерогенно-безперервним. При гомогенно-безперервному процесі у ферментаторі, де йде інтенсивне перемішування, всі параметри (концентрація поживних речовин, клітинний титр й ін.) постійні в часі.
При гетерогенно-безперервному процесі застосовують декілька ферментаторів послідовно з’єднаних між собою. Поживне середовище подається в перший ферментатор, готова культуральна рідина виходить з останнього. У цьому випадку має місце безперервний потік поживного середовища але клітини не забезпечені постійними умовами росту (скільки апаратів, стільки й умов культивування). У таких умовах процес вирощування культури є безперервним лише в технологічному, але не у фізіологічному аспекті. Цей спосіб знайшов широке застосування при одержанні спирту.

Матеріали, реактиви й устаткування: колби, піпетки, колбострушувач, термостат, предметні та покривні скельця, спиртівка, мікроскоп, поживне середовище (глюкоза, мінеральні солі – NaCl, MgSO4, KCl), культура мікроорганізмів (дріжджі S. Servisea).

Хід роботи. 1. Вимити, просушити та простерилізувати посуд в якому буде відбуватися культивування.

2. Відважити 0,5 кг глюкози та по 0,1 г NaCl, MgSO4, KCl, висипати їх в стерильну ємкість об’ємом 5 л, долити в цю ємкість 3 л. води дистильованої води, розмішати і визначити концентрацію глюкози фотоелектроколориметричним методом.

3. Простерилізувати поживне середовище.
4. Приготовити посівний матеріал, для цього: зважити 50 г дріжджів S. Servisea; влити в стерильну ємкість (об’ємом 500 мл.) 300 мл. дистильованої води за температури 36оС; висипати наважку дріжджів у воду, розмішати та провести на ФЕКу контроль концентрації посівного матеріалу.
5. Розпочати культивування дріжджів, для цього: Влити в стерильний культиватор 5 л поживного середовища температурою 36оС, за необхідності включити термопідігрів; включити мішалку на 300 об/хв та внести посівний матеріал; вести процес 10-15 хв. за необхідності додати 10 мл пінозгашувача; розпочати режим хемостату, на кожному режимі через 5 хв. роботи відбирати по 5 мл культуральної рідини, у якій за допомогою ФЕКу визначати концентрацію глюкози та дріжджів. 

6. Зробити висновки та оформити роботу.
Контрольні питання

1. Якими способами можна проводити культивування мікроорганізмів.

2. Наведіть приклади рідких та щільних поживних середовищ.

3. Назвіть переваги та недоліки поверхневого та глибинного культивування мікроорганізмів.

4. В чому різниця між гомо– та гетерогенного безперервним культивуванням.

5. В чому різниця між факультативними анаеробами та облігатними анаеробами?

6. Одержання посівного матеріалу для поверхневого та глибинного культивування анаеробних мікроорганізмів. 
біотехнологія одержання біогазу.

Теоретичні основи
Біогаз – це продукт обміну речовин в організмах багатьох груп бактерій. Відомо, що в метаногенезі, окрім метанових бактерій, беруть участь інші групи мікроорганізмів, а саме: 

– бактерії, що перетворюють продукти деструкції целюлози в янтарну (сукцинат), пропіонову (пропіонат), масляну (бутират), молочну (лактат), ацетатну (ацетат) кислоти, спирти, СО2 та Н2; 

– ацетогенні бактерії, які зброджують утворені первинні метаболіти, синтезуючи ацетат, форміат (мурашина кислота), СО2 та Н2. 

Утворені сполуки можуть входити в поживні субстрати для метаногенів. Умовно виділяють чотири стадії бактеріального метаболічного руйнування органічних субстратів з отриманням біогазу. 

І стадія – бактерії-аероби за допомогою ферментів перетворюють високомолекулярні сполуки, що містяться в біомасі відходів (білки, поліцукриди, в основному целюлозу й ліпіди) у низькомолекулярні водорозчинні зброджувані метаболіти: цукри, амінокислоти, жирні кислоти. Процес гідролізу полімерних молекул органічного субстрату під дією екзоферментів бактерій (амілаз, протеаз, ліпаз) проходить повільно, що зумовлено рівнем рН середовища (оптимальний рН = 4,5–6,0) й тривалістю перебування перших у ферментаторі. 

ІІ стадія – до розщеплення залучаються кислотоутворювальні бактерії, в середину клітин яких проникають окремі молекули, де вони продовжують ферментативно змінюватись. З них в анаеробних умовах, коли рН = 6,0–7,5, утворюються, у першу чергу, нестійкі карбонові кислоти: ацетатна, мурашина, молочна, янтарна, масляна, пропіонова, низькомолекулярні спирти (етанол) і гази – Карбон (IV) оксид, водень, сірководень та амоніак. При цьому формуються необхідні умови для активації метанових бактерій (рівень рН знижується). Цей етап називають фазою біологічного окиснення. 

ІІІ стадія – проходить перетворення органічних кислот (бурштинової, мурашиної, масляної, молочної, пропіонової) на продукти, що є попередниками метану, а саме: ацетатну кислоту, Карбон (IV) оксид й водень. У цьому процесі беруть участь кислотоутворювальні (ацетогенні) групи бактерій, до яких належать Clostridium aceticum, Clostridium thermoaceticum, Acetobacterium woodii. Отже, в середовищі, де утворюється метан, обов’язкова наявність ацетатної кислоти відповідно до такого рівняння:
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В організмі метанових бактерій, подібно до ацетогенів, синтез у клітинних структурах ацетату з СО2 і Н2 відбувається через етап утворення метаболітів ацетил-КоА та пірувату. 

IV стадія (останній етап) – продукти життєдіяльності метанових бактерій (Methanobacterium formicicum, Methanospirillum hungati) ацетат, діоксид Карбону й водень переважно перетворюються в метан (до того ж, саме на цьому етапі синтезується 90% усього метану). Слід підкреслити, що ІІІ стадія біосинтезу ацетатної кислоти відіграє найбільш відповідальну роль у швидкості процесу метаноутворення. Оптимальне значення показника рН при цьому підтримується на рівні 7 (його коливання можуть перебувати в діапазоні 6,6–8,0). 

Основним джерелом енергії для метанових бактерій є саме молекула Н2 (донор водню) й діоксид вуглецю, який бере участь у біосинтезі клітинних речовин названих видів бактерій. Утворення метану відбувається за спрощеною відновною біокаталітичною реакцією, а саме:
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Ланцюговий механізм анаеробного процесу метаногенезу з використанням органічної сировини показано на схемі (рис. 1). 
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Рис. 1. Схема поетапного ланцюгового процесу утворення біогазу з органічної маси (за даними Т.П. Пирог, 2004)

Біохімічне перетворення водню й карбон (IV) оксиду на метан – складний багатоступеневий процес за участю багатьох структурних компонентів метанових бактерій, серед яких спеціалізовані ферменти, коферменти (небілкова частина ферменту). Основним чинником розщеплення органічного матеріалу на окремі складові компоненти й перетворення їх у метан (унаслідок метанового бродіння твердих субстратів) є водне середовище, оскільки більшість бактерій здатні споживати речовини тільки в розчиненій формі.

Якість біогазу залежить від вмісту в ньому метану або від співвідношення між першим (CH4) і карбон (IV) оксидом (CО2), який розчиняється в біогазі спричиняє його втрати під час зберігання. Забезпечення високої концентрації метану в біогазовій суміші відбувається завдяки таким критеріям: 

– вибір оптимальної схеми проведення процесу одноступеневої або двоступеневої ферментації (у двоступеневих установках біогаз містить до 80% метану); 

– дотримання кількісного та якісного складу поживних речовин субстрату (висока концентрація вуглеводів, протеїнів і ліпідів дає більш високий вихід метану; наприклад, виділений із субстратів, багатих на кукурудзу, біогаз містить в середньому 53% метану); 

– підтримання температурного режиму в субстраті (якщо, наприклад, температура занадто висока, то у ферментаторі вихід метану нижчий через різну розчинність компонентів та кількість утворення CО2; причому чим більша кількість CО2 переходить у газоподібну форму, тим меншим буде вміст CH4 в біогазі); 

– обмеження кількості сірководню (H2S) як дуже агресивного компоненту, що викликає корозію арматури, газових лічильників, пальників і двигунів, а відтак може виникнути потреба в очищенні біогазу від Сульфуру. 

Кількість амоніаку, елементарного азоту, водню й кисню в біогазовій суміші може становити 6–8%. Належить враховувати також, що газ, який надходить із біогазової установки, насичений водяною парою. Його сушіння способом конденсації сприяє збагаченню цього продукту. До цього ж за допомогою конденсату вдається сепарувати велику кількість амоніаку, що міститься в біогазі й може викликати значні пошкодження двигунів та підшипників з кольорових металів. 

Конструктивно-технологічні параметри й технологічні схеми біогазових установок підбирають з огляду на об’єми переробки та властивості зброджуваного матеріалу, враховуючи тепловий режим, способи завантаження субстрату, інокуляту й ряд інших факторів. Основними елементами обладнання для проведення метаногенезу є метантенк, або герметично закритий резервуар, з теплообмінником (теплоносієм у ньому виступає вода, підігріта до 50–60°С), пристрої для введення поживних речовин і бактерій, а також відведення утвореного газоподібного продукту. 

У деяких країнах метантенки конструктивно – це водонепроникні циліндричні цистерни, які називають дайджестерами (у них температура зброджування становить 30–37оС, рН субстрату 7,0). Переробка органічного матеріалу триває 2–4 тижні. Над дайджестером встановлюють газгольдер, тобто сталевий циліндричний контейнер (або нейлоновий купол), його призначено для збору біогазу. 

У приватних господарствах, на дачах можна будувати спеціальні дайджестери з цегли, цементу, глини й обкладати їх товстим шаром ґрунту, що сприяє кращому їх нагріванню та ізоляції від нічного охолодження. Функціональну схему отримання біогазу з органічних відходів сільського господарства подано на рис. 2. 
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Рис. 2. Принципова схема біогазової установки для конверсії рідкого гною: 1 – насос; 2 – гноєприймач; 3 – біореактор-метантенк; 4 – газгольдер; 5 – котел для підігрівання води; 6 – аеротенк; 7 – гноєсховище

Для інтенсифікації метаногенезу органічний субстрат у таких установках додатково засівають ацетогенними й метаногенними бактеріями, серед яких розрізняють мезофіли (витримують температуру 30–40оС); термофіли, адаптовані до середовищ з температурою 50–60оС; психрофіли – до 20оС. Оптимальне масове співвідношення елементів С:N у субстраті для метаногенезу, перебуває в діапазоні 11–16:1. Причому підвищення вмісту азоту призводить до виділення амоніаку в середовище. Щоб цього уникнути, у відходи, які містять багато азоту, додають рослинні матеріали вуглеводного складу (подрібнену солому, жом цукрової тростини, відходи цукрового буряку та ін.).

Взагалі, найчастіше біореактор виготовляють із залізобетону, що економить витрату металу. Об’єм апарата залежить від кількості гною, який буде перероблятись, що у свою чергу, зумовлено чисельністю й масою тварин, а також способом видалення відходів (наприклад, у разі змивання безпідстилкового гною загальна кількість стоків небажано збільшується, що призводить до підвищення енерговитрат на їхнє підігрівання). Мінімальний термін витримки гною становить 12 діб. Отже, коли відома добова кількість стоків на підприємстві, то можна розрахувати необхідний об’єм біореактора, збільшивши отриману величину на 10% (оскільки реактор необхідно заповнювати субстратом на 90%). Для безперервної роботи біореактора в нього постійно завантажуються нові порції субстрату, при цьому відбирають відповідну кількість ферментованого продукту. 

Лабораторна робота №6. 

Розрахунки основних параметрів біотехнологічного процесу переробки гнойової маси в біогаз
Мета: ознайомитись з методикою розрахунків виходу біогазу в процесі утилізації відходів сільськогосподарського виробництва.

Завдання: оволодіти методами математичного розрахунку біоконверсії відходів сільськогосподарського виробництва в біогаз.
Обладнання й матеріали: таблиці з фізіологічними показниками тварин та нормативними даними, формули розрахунків. 

1. Визначення кількості гнойової біомаси для держання біогазу.
Одним з важливих факторів, що впливають на об’єм біогазу є вид біомаси, яка зброджується. Це пояснюється значними відмінностями в хімічному складі гнойової біомаси від різних видів сільськогосподарських тварин. Тому проектування об’єму метантенка (бродильної камери) БГУ починається зі збору даних про вид тварин, поголів’я та об’єм гнойової біомаси, яка підлягає утилізації.

Потенціал гною, що придатний для анаеробного зброджування в Україні (станом на 1999 рік), наведений в табл. 4 (С. Гелетуха, С. Кобзарь, 2001)*.

Таблиця 4. Потенціал гною, придатний для анаеробного зброджування в Україні (станом на 1999 рік)

	Вид  гною


	Загальна кількість гною, млн т/рік
	Коефі-цієнт доступ-ності
	Кількість гною, придат- ного для зброджуван- ня, млн т/рік
	Вироб-ництво біогазу, 109 м3/рік
	Тепло-творна здатність біогазу, МДж/м3
	Енергетичний потенціал гною, млн. т у.п./рік



	ВРХ (W 88-89%)
	94,2
	0,62**
	58,4
	1,46
	23
	1,144

	Свині 
(W 90%)
	7,7
	0,62**
	4,79
	0,124
	21
	0,088

	Птиця (W 70%)
	2,8
	1,0
	2,8
	0,11
	21
	0,079

	Разом
	104,7
	-
	65,99
	65,99
	-
	1,311


*у розрахунках брали до уваги лише тварин, що утримувалися на підприємствах, без врахування поголів’я особистих підсобних господарств.

**коефіцієнт доступності 0,62 враховує зменшення кількості гною ВРХ, який втрачається за час літнього утримання на пасовищах, для свинячого гною цей коефіцієнт враховує зменшення кількості придатного для зброджування гною на фермах гідрозмиву та гідросплавленням.

1.1. Розрахунок добового та річного виходу 
гнойової біомаси

Вихід гнойової біомаси залежить від багатьох факторів: виду та віку тварин, типу годівлі, способу утримання, технології видалення та накопичення гнойової маси. Добовий вихід безпідстилкового гною (у тоннах) визначається як сума калових мас та кількості води, що надходить з усіх джерел у систему гноєвидалення, у випадку утримання тварин з використанням підстилки, враховується також її кількість.

1.1.1.Добовий вихід безпідстилкового гною.
Визначається за формулою:
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де Qг – добовий вихід гною, тонн; MEJ – добова маса калових мас від однієї голови, кг (табл. 5); BJ – добова кількість води, яка потрапляє в систему видалення гною, кг; nJ – поголів’я тварин чи птиці виробничої групи, що одночасно утримується на фермі чи комплексі, гол. 
Таблиця 5. Добовий вихід калових мас та сечі (MEJ) від тварин, кг

	Вид та вікові групи тварин
	Вихід на 1 голову

	
	кал
	сеча
	всього

	ВРХ: корови

нетелі

телята віком 0-6 міс.

молодняк на відгодівлі: 

6 міс.

9 міс.

12 міс.
	35

20

5,0

10

10

14
	20

7

2,5

5

9

12
	55

27

5,0

15

19

26

	Свині: свиноматки
	3,1
	3,0
	6,1

	Поросята: 0-2 міс.

2-4 міс.
	0,8

1,4
	2,5

2,2
	3,3

3,6


	Підсвинки до 6 міс.
	1,6
	2,6
	4,2

	Свині на відгодівлі
	1,5
	3,5
	5,0

	Кури
	
	
	0,27–0,32

	Індики
	
	
	0,45–0,40

	Качки
	
	
	0,40–0,50

	Гуси
	
	
	0,60–0,70


Добова кількість води (BJ), яка потрапляє в систему гноєвидалення розраховується за формулою:

BJ = K · MEJ,                     (2)

де: K – коефіцієнт (табл. 6)

Таблиця 6. Добова кількість води, яка потрапляє 

в систему гноєвидалення

	№
п/п
	Система видалення
	Коефіцієнт, який розраховується від добового виходу екскрементів тварин

	1
	Транспортерна (конвейєрна)
	(0,1–0,2)

	2
	Самосплавна
	(0,3–0,5)

	3
	Лотково-змивна із сухою чисткою підлоги
	(2,0–2,5)

	4
	Лотково-змивна з вологою чисткою підлоги
	(5,0–6,0)

	5
	Гідрозмив
	(7,0–8,0)


1.1.2. Добовий вихід гнойової біомаси з використанням 
підстилки.
Визначається за формулою:

Qг = (MEJ + BJ + MnJ) · nJ : 1000,                (3)
де: Qг – добовий вихід гною, т; MEJ – добова маса екскрементів від однієї голови, кг; BJ – добова кількість води, яка потрапляє в систему видалення гною, кг; MnJ – добова кількість підстилки на 1 гол., кг (табл.6).

Добова кількість води, яка потрапляє в систему гноєвидалення, розраховується за формулою 2.

1.1.3. Річний вихід гнойової маси.
При цілорічному утриманні тварин з використанням підстилки або без неї, цей показник розраховується за формулою (в тоннах):

Qг річне = Qг доб · t,                           (4)
де t – кількість діб у році (365).

1.1.4. Річний та добовий вихід гною при стійлово-табірному утриманні.
При стійлово-табірному утриманні з використанням підстилки у приміщеннях (245 діб) і без підстилки в таборах (120 діб) річний та добовий вихід гнойової маси розраховується за формулою (в тоннах):

Qг річне = [(MEJ + MnJ + BJ) · tп + (MEJ + BJ) · tп] · nJ : 1000     (5)
де: t – обліковий час, діб (час утримання тварин у приміщенні – tп ; у літніх таборах – tл ; t – 365 діб).

1.1.5. Річний та добовий вихід 
гною за стійлово-пасовищного утримання.
При застосуванні в господарстві стійлово-пасовищного утримання з використанням вигульно-кормових майданчиків річне накопичення гною скорочується на 30% і розраховується за формулою (в тоннах):

Qг річне = [(MEJ + MnJ + BJ) · tп + (MEJ + BJ) · 0,3 · tп] · nJ : 1000     (6)
Примітка: Стійлове утримання – 245 діб; пасовищне – 120 діб.

2. Розрахунок впливу якісних параметрів гнойової біомаси 

на вихід біогазу.
На вихід біогазу суттєво впливає хімічний склад гнойової біомаси. У дослідах визначена залежність між об’ємом одержаного біогазу та вмістом сухої речовини в біомасі. Для гною великої рогатої худоби ця залежність є прямою; для курячого посліду – зворотною, що пояснюється інгібуючою дією високих концентрацій амоніаку на метансинтезуючі мікроорганізми.

Оптимальними для вихідної гнойової біомаси є такі фізико-хімічні параметри, як: концентрація сухої речовини – 8–12% (не більше 12%), вміст органічної речовини – не менше 80%, співвідношення С:N – 10-30:1; рН – 6,8–7,5. Для визначення вмісту сухої речовини у гнойовій біомасі необхідні дані щодо вологості гною, який виходить із ферми, а вона значною мірою залежить від способу утримання тварин та системи видалення гною.

2.1. Вологість гнойової біомаси, яка виходить з ферми.
2.1.1. Вологість безпідстилкового гною.
При безпідстилковому утриманні тварин одержується рідкий гній, до складу якого входять екскременти тварин, деяка кількість кормів, а також вода, яка потрапляє в систему відведення гною при прибиранні гною, митті обладнання, витіканні із автонапувалок та водопровідної мережі тощо.

Вологість безпідстилкового гною визначається за формулою:

Wг = (WЕ + 100Z) : (1+Z)                          (7)

де: Wг – відносна вологість гною, %; WЕ – відносна вологість екскрементів, % (табл. 7); Z – показник, який враховує кількість води, що потрапляє в систему видалення гною (табл. 8).

Таблиця 7. Відносна вологість екскрементів тварин, %

	Види тварин
	Вологість, %

	
	кал
	сеча
	суміш

	ВРХ
	83–84
	94–95
	86–87

	Свині
	76–78
	94–95
	87–88

	Вівці
	69–76
	94–95
	77–79

	Коні
	71–72
	95–96
	77–79

	Кури
	-
	-
	73–76

	Індики
	-
	-
	73–76

	Качки гуси
	-
	-
	83–85


Таблиця 8. Показник, який враховує кількість води, що потрапляє в систему видалення гною
	№ п/п
	Спосіб видалення гною
	Z

	1
	Транспортерний
	0,2–0,3

	2
	Самоплинний
	0,4–0,5

	3
	Лотково-змивний з сухою чисткою підлоги
	2,0–2,5

	4
	Лотково-змивний з вологою чисткою підлоги
	5,0–6,0

	5
	Гідрозмив
	7,0–8,0


2.1.2. Вологість підстилкового гною визначається за формулою:

Wг = WЕ · [0,01 · Рп(WE – Wn) + PB · (100 - WЕ)]       (8)

де – Wr – відносна вологість гною, %; WE – вологість екскрементів, % (табл. 6); Wn – вологість підстилки (соломи) – 19,6%; PпPв – відсоткове співвідношення в гнойовій масі підстилки і води, %.

Для визначення Pп,Pв розраховуємо, скільки води за добу потрапило в систему видалення гною за формулами:

BJ = K   MEJ,                       (9)

де BJ – добова кількість води, яка потрапляє в систему видалення гною, кг; MEJ – добова маса екскрементів від однієї голови, кг (табл. 5); К – коефіцієнт (табл. 8).

PB = (BJ · 100) : (MEJ + BJ + MnJ), %                  (10)

де Mn – добова кількість підстилки, кг (табл.8).

Pn = (BJ · 100) : (MEJ + BJ + MnJ), %                       (11)
Таблиця 9. Норми витрат підстилкового матеріалу (соломи), кг на одну голову на добу.
	Вид і вік

тварин
	Спосіб утримання

	
	У групових клітках
	Прив’язний
	Боксовий
	Безприв’язний 

на глибокій підстилці

	1. ВРХ

- корови;

- відгодівля;
- молодняк.
	-

-

1,0
	1,5

1,0

1,5
	0,5

-

0,5
	3,0

3,0

1,5

	2. Свині
	0,5
	-
	-
	-


2.1.3.Вологість гною при стійлово-табірній та стійлово-пасовищній системі утримання.
При цій системі тварини можуть утримуватися 245 діб в приміщеннях з використанням підстилки і 120 діб – в таборах без використання підстилки.

Вологість гною в цьому випадку розраховується за формулою:

 WГ = [(W1 · 2) + W2] : 3,                    (12)

де WГ – відносна вологість гною, який поступає з ферми, %; W1 – відносна вологість гною при підстилковому утриманні, %; W2 – відносна вологість гною при безпідстилковому утриманні, %.

2.1.4.Вологість гною, який поступає з ферми від різних виробничих груп.

Wc  = (W1 + W2 + … + Wn) : n                     (13)

2.2. Вміст сухої речовини в гнойовій біомасі.
Для забезпечення рентабельності біогазового виробництва вміст сухої речовини в гнойовій біомасі має становити 8–12%, а органічної речовини – 85%. Це, як правило, забезпечують скребкові (транспортерні) системи прибирання гною і навпаки, не забезпечують системи гідрозмиву та гідросплавлення.

Визначається вміст сухої речовини розрахунковим методом за формулою (в тоннах):

Pa.c.p. = Qг  · (100 - Wr) : 100                (14)

де Ра.с.р. – вміст абсолютно сухої речовини в гнойовій біомасі; Qr – вихід гною з ферми (добовий або річний), тонн; Wr – відносна вологість гною, який виходить з ферми,%.

2.3. Вміст органічної речовини в гнойовій біомасі.
Дослідженнями встановлено, що в гної різних видів сільськогосподарських тварин міститься у середньому до 80% органічної речовини і біля 20% – неорганічної. Хімічний склад гною тварин наведений в табл. 9.

Кількість органічної речовини в гнойовій біомасі, яку одержують від тварин за добу та за рік, визначається за формулою (в тоннах):

Ор = Ра.с.р. · 0,8,              (15)

де Ор – добова або річна кількість органічної речовини в гної, т (кг); Ра.с.р. – добова або річна кількість абсолютно сухої речовини, тонн (кг).

3. Визначення основних параметрів системи анаеробного зброджування гнойової біомаси (метанотенка) БГУ.
До найбільш значущих параметрів системи анаеробного зброджування гнойової біомаси належать: добова продуктивність реактора або його здатність пропускати кількість гною, який виходить з ферми; добовий обсяг завантаження бродильної камери; об’єм реактора БГУ; добовий та річний вихід біогазу залежно від хімічного складу гнойової біомаси тощо.

3.1. Добова продуктивність реактора або його пропускна 

здатність щодо вихідного гною.
Визначається за кількістю вихідної гнойової біомаси за формулою:

Gдоб = QГ.РІЧН : (tрічн. – tз),                (16)
де Gдоб – добова продуктивність щодо вихідного гною, т/добу; QГ.РІЧН. – річна кількість гнойової біомаси на фермі, тонн; tрічн. – кількість діб у році (365); tз – тривалість випуску й обслуговування реактора, діб (у середньому 30 діб).

3.2. Добовий обсяг завантаження метантенка, м3.
Добовий обсяг завантаження метантенки (Qдоб., м3) дорівнює добовому виходу з ферми гною вологістю 88-92%.

Розраховується за формулою:

Qдоб = (Wr2 · Qr.доб) : (Wr1 · qr)                                (17)

де Qдоб – добовий обсяг завантаження метантенка, м3; Wr1 – відносна вологість гною, який виходить з ферми, %; Wr2 – відносна оптимальна вологість гною (88–92%); Qr.доб – добовий вихід гною на фермі, тонн; qr – питома вага 1 м3 гною при певній оптимальній вологості (88–92%). Для переведення маси гною з твердих відходів м3 користуються питомою вагою (qr) рідкого гою, залежно від вологості.

1м3 відповідає: 1080 кг гною вологістю 88%;

                          1070-//--//--//--//--//--//--//-89%;

                          1060-//--//--//--//--//--//--//-90%;

                          1050-//--//--//--//--//--//--//-91%;

                          1040-//--//--//--//--//--//--//-92%.

3.3. Місткість (об’єм) бродильної камери (метантенка) БГУ.
Рентабельність біогазового виробництва значною мірою залежить від об’єму бродильної камери. При її проектуванні перш за все враховується кількість гнойової біомаси, яка підлягає утилізації, та режим роботи БГУ. Об’єм бродильної камери визначається за формулою:

 Vk = (Qдоб · 100) : p·q                             (18)

де: Vk – місткість бродильної камери, м3; Qдоб – добовий обсяг завантаження метанотенка, м3, р – добова доза завантаження, % (для мезофільного процесу – 7%, для термофільного процесу – 15%); q – коефіцієнт заповнення камери (у межах 0,80–0,95).

3.4. Об’єм газогенерації м3 (добовий вихід біогазу).

Максимальний вихід біогазу на стадії найбільш інтенсивного метаногенезу залежить від хімічного складу біомаси, який визначається видом тварин та відповідно раціоном, який вони одержують. Дані про хімічний склад гною подані у табл. 10.

Таблиця 10. Хімічний склад гною сільськогосподарських 
тварин, % у сухій речовині (за В.Баолером, 1982)

	Компонент
	Вид тварин

	
	ВРХ: корови
	свині
	кури

	Органічна речовина

Сира клітковина

Сирий жир

Сирий протеїн

Лігнін

Азот

Фосфор

Калій

Кальцій

Магній
	77-85

27,6-50,3

2,9-4,3

9,3-20,7

16-30

1,9-6,5

0,2-0,7

2,4

2,3-4,9

-
	77-84

19,5-21,4

3,5-4,0

16,4-21,5

-

4,0-10,3

1,9-2,5

1,4-3,1

-

-
	76-77

13,0-17,8

2,4-5,0

20,5-42,1

9,6-14,3

2,3-5,7

1,0-2,7

1,0-2,9

5,6-11,6

0,9-1,1


Із 1 кг сухої речовини гнойової біомаси, внесеної в реактор біогазової установки, теоретично можна одержати в середньому 0,4–0,6 м3 біогазу. Враховуючи те, що лише 40–50% сухої речовини гною у процесі метаногенезу трансформується в біогаз, реальний вихід біогазу із 1 кг сухої речовини гною великої рогатої худоби становить у середньому 0,2–0,5 м3, а з еквівалентної маси свинячого гною – 0,3–0,7 м3 (реактор працює в мезофільному режимі). Із біомаси курячого посліду біогазу виходить більше, ніж із гною великої рогатої худоби або свиней (табл. 11).

Таблиця 11. Вихід біогазу (метану) при анаеробному зброджуванні сільськогосподарських відходів

	Відходи
	Вихід біогазу на1 кг сухої органічної речовини, м3
	Вміст СН4, %

	Гній: великої рогатої худоби

свиней

коней

Курячий послід

Солома

Силосні відходи

Молочні відходи
	0,380

0,580

0,250

0,630

0,342

0,280

0,625
	55,0

77,5

60,0

79,2

58,0

84,0

82,0


При ферментації екскрементів від однієї тварини можна отримати біогазу в середньому за добу: великої рогатої худоби (жива маса 500-600 кг) – 1,5 м3.

Крім кількості сухої речовини, суттєвим параметром, який впливає на вихід біогазу, є вміст та склад органічної речовини, особливо кількість жирів, білків, вуглеводів (табл.12).

Таблиця 12. Вихід біогазу і вміст метану (СН4) при метановому 
бродінні жирів, білків, вуглеводів

	
	СН4
	Вихід біогазу на 1 кг розкладеної органічної речовини, м3
	Ступінь розкладу речовини, %

	Вуглеводи

Жири

Білки
	50,0-60,0

62,0-72,0

72,0-84,0
	0,79-0,88

1,12-1,44

1,44-1,58
	64,0-65,0

69,0-70,0

47,0-48,0


Вуглеводи, як правило, знаходяться у формі поліцукрів і тому вимагають більш тривалої ферментації. Помітно знижується утворення біогазу в присутності лігніну, тому що він у процесі метанового бродіння практично не розкладається.

Співвідношення кількості біогазу, який може бути виділений із органічної речовини гнойової біомаси дійних корів (Д), відгодівельних бичків (Б), свиней (С) і курей (К) в процесі метанового бродіння за мезофільної температури орієнтовно може бути таким: Д:Б:С:К = 5:7:8:10

Добовий вихід біогазу розраховується за формулами з врахуванням вмісту в гнойовій біомасі сухої (формула 19) або органічної (формула 20) речовин:

  Vr = (Pa.c.p. · Z) : (100 · K · v)?                 (19)
де: Vr – добовий або річний вихід біогазу, м3; Ра.с.р. – добова або річна кількість сухої речовини, г (кг); Z – стан розкладання органічної речовини, % (30); К – коефіцієнт розчинності біогазу (1,1-1,5); v – питома вага біогазу (при вмісті за об’ємом: метану 65% та оксиду Карбону (IV) 35% – дорівнює 0,00117 т/м3 або 1,17 кг/м3).

Vr = Pa.c.p. · K · p,                          (20)
де; Vr – добовий або річний вихід біогазу, м3; Ра.с.р. – добова або річна кількість сухої речовини, г (кг); р – вихід біогазу з 1кг органічної речовини: гній ВРХ – 0,2-0,5 м3; 
       гній свиней – 0,3-0,6 м3; 
       послід курей – 0,5-0,7 м3. 
К – коефіцієнт зброджування органічної речовини (0,3).
4. Визначення виходу залишкової продукції.
Після зброджування гнойової біомаси та одержання біогазу залишається тверда фракція гною (шлам) і надосадова рідина (рідка фракція). Кількість твердої та рідкої фракції залежить як від вологості гною який завантажується, так й вологості фракцій, які одержуємо (твердої та рідкої).
В середньому з 1 кг органічної речовини, біологічно розкладеної на 70%, можна одержати 0,5 кг біогазу, 0,2 кг води і 0,3 кг нерозщепленого залишку – шламу.
Поділ біомаси після зброджування в реакторі на тверду та рідку фракції можна проводити з допомогою сепаратора (центрифуги).
4.1. Вихід твердої фракції (шламу).
Тверда фракція гною містить значну кількість поживних речовин і може використовуватись як цінне знешкоджене органічне добриво або кормові добавки.
Анаеробна ферментація гнойової біомаси супроводжується зменшенням у шламі майже на 50% сухої органічної речовини порівняно з вихідним гноєм за рахунок включення 10–15% вуглецевого субстрату в мікробну масу, а також у такі компоненти біогазу, як метан та оксид Карбону (IV).

Склад шламу залежить від хімічного складу вихідної сировини, а також параметрів процесу біометаногенезу. При зброджуванні гною в ньому зберігаються необхідні для рослин біогенні елементи (N, Р, К), а поживні речовини знаходяться в більш доступній формі, що забезпечує підвищену біологічну активність шламу як органічного добрива. Крім того, шлам містить значну кількість білків і вітаміну В12, за рахунок чого його можна використовувати як білково–вітамінну кормову добавку.

4.1.1. Річний вихід твердої фракції визначається за формулою:

Мш.річн = Qг.річн · (Wq – Wr) : (Wq – Wш)                         (21)
де Мш.річн – річна маса шламу, т; Qг.річн – річний вихід гною, т; Wq  – вологість рідкої фракції, % (98-99); Wr – вологість гною, що завантажується, % (88-92); Wш – вологість шламу, % (87).

Відносний вихід шламу:

Мш.річн = (Мш.річн · 100) : Qг.річн                                 (22)
4.1.2. Добовий вихід шламу визначається за формулою:

 Мш.доб. = Мш.річн : 365, тонн                          (23)
4.2. Вихід рідкої фракції.
Рідка фракція містить у середньому: 
сухої речовини – 1,0–5,0; 
органічної речовини – 0,25–4,20; 
фосфору – 0,05–0,70; 
азоту – 0,31–1,14; 
pH рідкої фракції – 6,5–8,3.
Рідка фракція після анаеробної переробки гною відповідає вимогам, які пред’являються органами охорони природи до якості стічних вод.
Оскільки вона містить значну кількість поживних речовин, то може використовуватись як рідке органічне добриво, а також може бути субстратом для вирощування гідробіонтів (мікроводоростей) та частіше спіруліни (синьо-зеленої водорості), яка в свою чергу, є цінною білковою та вітамінно-мікромінеральною кормовою добавкою до раціонів сільськогосподарських тварин, а також сировиною для фармацевтичної промисловості.

4.2.1.Річний вихід рідкої фракції визначається за формулою:
 Мq.річн = Qг.річн   [(W1 – Wш) : (Wq – Wш)]                     (24)
де Мq.річн – річна маса рідкої фракції, тонн.

Відносна кількість рідкої фракції:

Мq.річн = (Мq.річн · 100) : Qг.річн,%                                               (25)
4.2.2. Добовий вихід рідкої фракції визначається за формулою:

  Мq.доб. = Мq.річн : 365, тонн                                                      (26)
5. Визначення виходу товарного біогазу.
Товарний біогаз – це частка біогазу від загальної кількості біогазу, який отримують у процесі анаеробного бродіння, з якого можна одержати теплову або електричну енергію, або замінити біогазом природні носії енергії (природний газ, нафту, дизпаливо, бензин тощо). Частина отриманого біогазу використовується для підігрівання біомаси, що зброджується. Вихід товарного біогазу залежить від кількості біогазу, який використовується для підігрівання зброджувальної біомаси та витрат теплової енергії при анаеробному бродінні, які у свою чергу залежать від природно-кліматичних умов, розміщення господарства, режиму роботи, складу та конструкційних особливостей БГУ.
5.1. Визначення теплової енергії, необхідної для підігрівання 
біомаси, визначається за формулою:

εбгу = C · Qг.річн · ∆t                             (27)

де: εбгу – теплова енергія, необхідна для підігріву гною до температури бродіння, МДж; Qг.річн – річна кількість гною, яка виходить з ферми, кг; ∆t – різниця температури зброджування і температури вихідного гною (tзбр  – tгною),°С; С – питома теплоємність рідкого гною (4,19 Кдж/кг град).
Примітка: tзбр залежить від режиму роботи БГУ, а t° вихідного гною складає у теплий період року (245 діб) в середньому +20°С; в холодний – +10°С (120 діб).

Цей показник визначається спочатку окремо для теплого і холодного періоду року за формулами:

 εбгу тепл. період = C · (Qг.доб. ··245) · ∆t                   (28)

 εбгу хол. період = C · (Qг.доб. ··245) · ∆t                     (29)

  εбгу річ. = εбгу тепл. період + εбгу хол. період                    (30)

5.2. Визначення кількості біогазу, необхідного 
для підігріву біомаси.
Qбг = εбгу : q                                         (31)

де Qбг – кількість необхідного для підігріву біомаси біогазу, м3; q – чиста теплотворна здатність біогазу (q = 22 Мдж / м3).
5.3. Частка біогазу, необхідного для підігріву гною, визначається за формулою:

ηп = Qбг : Vг.річн.  ·                              (32)

де Qбг – необхідна кількість біогазу для підігріву біомаси, м3; Vг.річн. – річний вихід біогазу, м3 

5.4. Максимально-теоретичний коефіцієнт виходу 
товарного біогазу.
Визначається таким чином:

 Ктб = 1 – ηп                                  (33)

де Ктб – коефіцієнт виходу товарного біогазу.

5.5. Визначення виходу товарного біогазу:

 Vтов. г. = Vг.річн. · Ктб       (34)

5.6. Визначення коефіцієнта ефективності БГУ.
Коефіцієнт ефективності характеризує енергетичний і техніко-технологічний рівень БГУ.

Визначається за формулою:

 Кеф. = (Qбгу повн + Ебгу) : Qбгу                          (35)

де Qбгу повн – повна теплова енергія, яка виробляється БГУ, МДж;
Визначається таким чином: Vг. річн 22 МДж;
ЕБгу – теплова енергія, необхідна для підігріву гною до температури бродіння, МДж.
6. Визначення рентабельності біогазового виробництва.
Рентабельність біогазового виробництва визначається значною мірою конструктивними характеристиками БГУ, а також оптимізацією параметрів технологічного процесу з урахуванням конкретних природно-кліматичних і технолого-економічних передумов виробництва біогазу безпосередньо у господарстві (на фермі або тваринницькому підприємстві). Рентабельність визначається за технологічними і економічними показниками.
До технологічних показників відносяться: Vr – обсяг газогенерації (річний та добовий) та вихід біогазу на 1 гол., 1 кг сухої та органічної речовини, 1 кг гнойової біомаси та 1 м3 корисної площі реактора.

Економічна оцінка визначається можливістю одержати з біогазу певну кількість теплової та електроенергії і заміни біогазом природних носіїв енергії.
При проведенні розрахунків необхідно врахувати енергетичні еквіваленти біогазу:
– теплотворна здатність 1 м3 біогазу складає 20–22 МДж;
– енергетична цінність 1 м3 біогазу:
– 1 м3 біогазу дає можливість виробити 1,6–2,3 квт/год. електроенергії;
– 1 м3 біогазу еквівалентний енергії, яка міститься в: 0,65 м3 природного газу, 0,7 л нафти, 0,65 л дизельного пального, 0,64 л бензину, 0,6 л керосину, 3,5 кг дров та 1,5 кг кам’яного вугілля.
Найбільш рентабельним є виробництво із біогазу електроенергії (загальний ККД з урахуванням тепла, яке утворюється при виробництві електроенергії, досягає 80–85%, а безпосередньо в електроенергію перетворюється 33% хімічної енергії біометану).
При 200–250 атм. біометан придатний як пальне для двигунів внутрішнього згоряння (октанове число цього пального 110–115, а нижня границя спалаху – 645°С).
Заходи щодо забезпечення безпеки при одержанні та 

використанні біогазу.
При експлуатації обладнання для отримання біогазу та його використання необхідно враховувати вибухонебезпечність метану. Небезпека вибуху виникле при змішуванні метану з повітрям у співвідношенні від 5 до 15% за об’ємом, У зв’язку з цим на установці для отримання метану та в оточуючій зоні необхідно суворо дотримуватись заходів безпеки необхідних для попередження пожежі і вибуху.
Перелік заходів безпеки включає:
1. Ємності для газу необхідно розміщувати на достатній відстані від житлових будинків, складів і громадських доріг. Мінімально допустимі такі відстані: від будинків з м’якою покрівлею – 10 м, від будинків з твердою покрівлею – 5 м.
2. Забороняється паління та розпалювання вогню поблизу газових резервуарів (у радіусі 10 м). Встановлюються спеціальні таблички з відповідними надписами.
3. Регулярно перевіряють рівень води в резервуарі газгольдера та рухливість самого ковпака. Зимою необхідно попереджувати утворення крижаної кірки. Ремонт резервуарів і трубопроводів повинні проводити тільки спеціалісти (організація виготовлювач обладнання), що особливо важливо для усіх робіт, які виконуються з відкритим полум’ям та зварюванням на газгольдері і трубопроводах.
4 Попередження виходу метану та змішування його з повітрям в обмеженому просторі включає в себе забезпеченість герметичності газопровідних ліній і вентиляцію редукційних клапанів із відводом повітря назовні.
5. Видалення повітря із газопровідних ліній шляхом пропускання по них газу до його використання.
6. Установка вогнегасників на газопровідних лініях, які проходять поблизу газоспалювальних установок.
7. Забезпечення відповідних вентиляцій у зоні газопровідних ліній.
8. Обладнання вентиляційного отвору під стелею приміщення для виходу назовні газу, щільність якого менша щільності повітря.
9. Укладання газопровідних ліній з позитивним або зворотним нахилом, з обладнанням на нижньому кінці лінії водовідокремлювачів (біогаз містить водяну пару).
10. Захист газопровідних ліній та особливо водовідокремлювачів і вогнегасників від замерзання, оскільки це може перервати подачу газу пошкодити газопровідну лінію та привести до значного збільшення тиску в метанотенку або газгольдері, розрахованому на низький тиск.
11. Видалення всіх потенційних джерел іскроутворення із зони БГУ і газопровідних ліній.
12. Установка вогнегасника у місці збереження газу.
13. Резервуари для зберігання газу, що призначаються для зарядки балонів, повинні бути розраховані на тиск 170 кг/см2
Лабораторна робота №7.
Методики розрахунків параметрів проектування потужності вермігосподарств на базі сільськогосподарських підприємств.
Мета: ознайомитись з методикою розрахунків параметрів біоконверсії відходів сільськогосподарського виробництва шляхом вермікультивування.

Завдання: оволодіти методами математичного розрахунку параметрів проектування потужності на базі конкретних сільськогосподарських підприємств.

Обладнання й матеріали: таблиці з фізіологічними показниками тварин та нормативними даними, формули розрахунків. 

Теоретичні основи.
На сьогодні актуальними є питання використання нових біотехнологій для одержання конкурентоспроможної продукції та захисту довкілля від забруднення довкілля тваринницькими, рослинницькими, побутовими та промисловими відходами. Ефективним та екологічно безпечним методом утилізації різних відходів є метод вермікультивування, тобто використання дощових черв’яків, і особливо червоного каліфорнійського гібрида.
З допомогою дощових черв’яків органічні речовини відходів трансформуються у повноцінний білок тваринного походження (біомаса черв’яків) та високоякісне гумусне добриво – біогумус. Біомаса черв’яків використовується у харчуванні людей та годівлі сільськогосподарських тварин, а біогумус – для покращення родючості грунтів.
Метод вермікультивування набув широкого розповсюдження у країнах світу Китаї, Японії, Австраліі, Франції, США, Італії, Німеччині, Швейцарії тощо.

Ефективність вермікультивування залежить від багатьох факторів, основними з яких є підготовка субстрату (корму) для черв’яків та створення оптимальних умов для їх життєдіяльності (умови утримання, годівлі, тощо). Основу будь якого субстрату складає гній від різних видів сільськогосподарських тварин, який пройшов ферментацію.
1. Визначення кількості субстрату для вермікультури та його підготовка.
Як поживне середовище для каліфорнійських черв’яків можна використовувати гній всіх видів сільськогосподарських тварин, який містить усі поживні речовини, необхідні для росту та розвитку олігохет. Тому, в основу проектування потужності вермігосподарства покладено кількість гнойової біомаси, яка утворюється в господарстві.
Добовий та річний вихід гнойової біомаси розраховується аналогічно, як й у випадку переробки гнойової біомаси в біогаз (лабораторна робота № 6). Відмінним є те, що для вермікультивування використовується твердий гній з вологістю 70-80%, який можна одержати в основному при транспортерній системі гноєвидалення або тверда фракція після сепарування у випадку застосування у господарстві інших систем гноєвидалення. Добрим кормом для черв’яків є тверда фракція або шлам після одержання біогазу, який не потребує спеціальної обробки (ферментації).
1.2. Встановлення строків початку ферментації гнойової біомаси.
Важливою ланкою в організації вермікультивування в господарстві є підготовка субстрату (корму) для черв’яків. Кормом можуть бути будь-які органічні відходи (рослинні, харчові, промислові, гнойова біомаса), які пройшли процес ферментації. Роботу з підготовки субстрату (гнойової біомаси) необхідно розпочинати з визначення строку (календарної дати) закладки гною для проходження процесу ферментації (перепрівання). Обумовлено це тим, що тривалість ферментації гною залежить від виду тварин (табл. 13), а максимальний термін зберігання проферментованого гною у буртах – не більше 2-х років.
Таблиця 13. Час ферментації гнойової біомаси від 
різних видів тварин

	Гній
	Час ферментації, місяців

	Коней
	5-6

	ВРХ: корови
	6-7

	Молодняку ВРХ
	10-11

	Овець
	3-4

	Свиней
	9-10

	Кролів
	0-4

	Птиці
	16-19


1.3. Визначення площі під бурти для ферментації гнойової біомаси.
Для проведення ферментації гнойової біомаси її буртують на площадці з допустимим нахилом 1–3°. Бурти можуть мати різні розміри: ширина – 1,7–2,0, довжина 15–80 і висота 1,5–2,0 м. Це залежить від наявної робочої сили 1 засобів механізації. Розміщують їх із півночі на південь.
Час саморозігріву у буртах літом 7–10 діб, а зимою – 10–15 діб. Ферментація гною проходить у двох режимах – спочатку у мезофільному, а потім – термофільному (до 60°С). Така температура утримується 5–10 діб. Вона згубно діє на патогенні мікроорганізми, яйця та личинки гельмінтів, насіння бур’янів. У подальшому компостування проходить знову у мезофільному режимі (t = 25–35°С).

Площа під бурти для ферментації гнойової біомаси визначається за формулою:

 Sб = Qг·  К                                        (36)
де: Sб – площа під бурти для ферментації гнойової біомаси, м2; Qг.– річний вихід гною, К – коефіцієнт, який враховує час ферментації і додаткову лощу на проїзд техніки буртами (табл. 14).

Таблиця 14. Коефіцієнт, який враховує час ферментації і площу 
на проїзд між буртами
	Вид тварин
	Коефіцієнт (К)

	Корови
	1

	Коні
	1

	Вівці
	0,5

	Кури
	2,5

	Свині
	2,0

	Телята
	2,0


1.4. Визначення маси добавки природних мінералів 
до субстрату.
Для забезпечення потреби черв’яків у мікромінеральних факторах живлення, до субстрату необхідно вносити різні мінеральні домішки – глину, дефекат, цеоліт, сапоніт, крейду тощо у дозі до 4% від загальної маси субстрату. Це також сприяє оптимізації pH середовища, кращому гумусоутворенню.

Кількість мінеральних речовин визначається за формулою:

 Км = (Qг   Мм) : 100                                   (37)
де: Км – маса природних мінералів на рік, т; Qг – річна маса гною, яка може бути субстратом для черв’яків, тонн; Мм – кількість мінеральної добавки, % (4).

1.5. Визначеним маси субстрату із природними мінералами.
Визначається за формулою:

 Qсм = Qг + Км                            (38)
де: Qсм – маса субстрату з мінеральними добавками, т; Qг – гнойова біомаса за рік, т; Км – маса природних мінералів на рік, тонн.
1.6. Визначення кількості речовин, багатих на целюлозу, при використанні як субстрат посліду птиці
Показником готовності субстрату до згодовування черв’якам є співвідношення Карбону до Нітрогену (С:N), яке має бути в межах 20. Послід птиці містить значну кількість Нітрогену – 2,0–6,0% від сухої речовини, вміст клітковини становить лише 13–15%. Для того, щоб забезпечити співвідношення С:N 20:1, або вмісту целюлози 20–25%, до посліду птиці додають солому, полову, лушпиння насіння соняшнику, папір тощо, тобто компоненти, багаті на Карбон. Можна використовувати також тирсу, за виключенням тирси хвойних порід.
Кількість відходів, багатих на клітковину, яку необхідно додати до гнойової біомаси, визначається за формулою:

 Мк = (Qг   С) : 100                             (39)
де: Мк – маса речовин багатих на клітковину, т; Qг – гнойова біомаса за рік або період, т; C – відсоток введення речовин, багатих на клітковину, % (10-30%).
1.7. Визначення маси субстрату із речовинами, багатими на клітковину, при використанні посліду птиці.
Визначається за формулою:

 Qск = Qс.м + Мк                          (40)
де: Qск – маса готового субстрату із посліду птиці, т; Qс.м – маса субстрату з мінеральними добавками, т; Мк – кількість речовин, багатих, на клітковину, т.

2. Розрахунок основних параметрів формування лож.
Ложе – це площа субстрату., заселена черв’яками, розміром у 2 м2 (2м х 1м). Це визначення покладено в основу вимірів і перейшло від американських дослідників, які вперше проводили дослідження з біотехнології вермікультивування.
2.1. Визначення кількості базового субстрату.
Базовий субстрат – це першо-початковий субстрат, який закладаються в нові ложа.
При формуванні лож у господарстві, в них закладають відходи, які пройшли ферментацію базовим субстратом. Він виконує різні функції: захищає черв’яків від підстильного грунту і тому товщина його коливається від 15 см влітку до 25–30 см взимку. Крім цього, базовий субстрат з кормом для черв’яків повинен мати достатню кількість целюлози (20–25%), оптимальну вологість (70–80%), температуру (19–20°С) та рН (6,8–7,2), а також треба його дослідити тестом 50 черв’яків. Суть тесту полягає у тому, що в ящики розміром 50х60х15 або у 2-4 літрову скляну ємність закладають базовий субстрат та 50-ма черв’яками і витримують 24 години за 20°С. Потім черв’яків вибирають, підраховують та візуально визначають їх стан. Якщо усі черв’яки живі і нормально рухливі, то це є свідченням придатності субстрату для живлення черв’яків. Тільки після цього ложа з основним субстратом заселяють черв’яками.
2.2. Визначення виходу базового субстрату за рік.
Формування (закладка) лож розпочинається визначенням перш за все вихідної кількості базового субстрату, який буде у господарстві.

Визначається за формулою:

 Мбср = (Qс.м   Кб) : 100                                 (41)
де Мбср – маса базового субстрату за рік, т; Qс.м – загальна маса про ферментованого субстрату (відходів з мінеральними добавками), тонн; Кб – кількість базового субстрату від загальної маси про ферментованого субстрату, % в середньому (35-40%).
2.3.Визначення кількості базового субстрату для закладки
 перших лож.
Кількість базового субстрату, необхідного для закладки перших лож, залежить від загальної маси базового субстрату та від того, сезонне чи цілорічне вермікультивування у господарстві. При цілорічному вермікультивуванні у квітні проводиться перше 3-разове розділення лож (формування нових лож із попередніх); друге розділення – липневе 2-разове, а в жовтні проводиться 3-разове розділення лож, які були закладені в квітні місяці, і 4-разове – сформованих у липні.
Визначається за формулою:

 Бс = Мбср : n                                  (42)
де: Бс – кількість базового субстрату, який використовують для закладки перших лож, тонн; Мбср – маса базового субстрату за рік, тонн; n – коефіцієнт, який враховує кратність розділення одного ложа: при цілорічному вермікультивуванні n=17, а сезонному – n=11.
2.4. Визначення кількості базового субстрату при використанні посліду птиці за рік.
Визначається за формулою:

 Мбср = (Qс.к   Кб) : 100                                        (43)
де: Мбср – маса базового субстрату за рік при використанні посліду птиці, тонн; Qс.к – маса субстрату із посліду птиці, тонн; Кб – відсоток, який припадає на базовий субстрат, % (35-40).

2.5. Розрахунок кількості лож.
Розрахунок кількості лож проводиться за формулою:

 КЛ1 = Бс : МБс                               (44)
де: КЛ1 – кількість лож, яка необхідна для початку роботи, шт; Бс – кількість базового субстрату, який використовують для закладки перших лож, т; МБс – маса базового субстрату, який настилають першим шаром на одне ложе (0,34-0,57 тонн) залежно від висоти шару.

 Кл = (Бс : МБс)   k                        (45)
де: Кл – кількість лож, які необхідно закласти за рік, шт.; Бс – кількість базового субстрату, який використовують для закладки перших лож, тонн; МБс – маса базового субстрату, який настеляють першим шаром на одне ложе (0,34-0,57 тонн); k – коефіцієнт, який враховує розділення лож (k = 11 або k = 17).
2.6. Розрахунок площі під ложа.
При визначенні, яку площу необхідно планувати під ложа, необхідно брати до уваги площу самого ложа, а також спосіб вирощування каліфорнійських черв’яків. Черв’яків можна вирощувати на відкритому грунті, коли бурти закладають поверх розстеленої на землі сітки або у приміщенні, де ложа розміщують ярусами.
Визначається за формулою:

 Sл = Кл   k                               (46)
де Sл – площа під ложа, м2; Кл – кількість річних лож, шт.; k – коефіцієнт, який враховуй особливості технології (табл. 15)

Таблиця 15. Показник, який враховує особливості технології вермікультивування

	Спосіб розміщення лож
	Коефіцієнт (k)

	На відкритому грунті
	4

	В приміщенні (2 яруси)
	2

	В приміщенні (3 яруси)
	1


2.7. Розрахунок площі сітки під ложа на відкритому грунті.
Черв’яки – мало захищені істоти, їх добре поїдають кроти. З метою запобігання потрапляння у ложа із черв’яками кротів, грунт, на якому розміщують бурт із субстратом, вистеляють сіткою із розміром вічок 1,5х1,6см.
Площа сітки обраховується за формулою:

 Sс = Кл   2,2                                               (47)
де: Sс – площа сітки, м2; Кл – кількість лож, шт.; 2,2 – коефіцієнт, який враховує площу ложа, а також загинання сітки по краях.
2.8. Розрахунок площі під стелажі.
Розрахунок площі стелажів проводять за такою формулою:

 Sст = Кл   2                            (48)
де: Sст – площа стелажів, м2; Кл – кількість лож, шт.; 2 – площа одного ложа, м2.

3. Годівля черв’яків та закладка маточного поголів’я 

в субстрат.
3.1. Розрахунок кількості субстрату для годівлі черв’яків.
Через 20–25 діб після заселення черв’яків проводять першу підкормку, тобто внесення нових порцій субстрату, а потім регулярно через кожні 7–10 діб вносять нові порції корму шаром 5–7 см. Підкормка повинні бути перевірена на якість, в тому числі і за тестуванням 50-ти черв’яків.

3.1.1. Кількість підкормки, яку вносять до розділення лож.
Розрахунки проводять за формулою:

 Qn = (Кл1   Кп)   Мn                         (49)
де: Qn – маса субстрату, який використовується для підкормки, тонн; Кп – кількість підкормок з квітня по липень: 10 (з інтервалом в 7 діб), 7 (з інтервалом в 10 діб); Мn – маса підкормки на одне ложе (0,114-0,159 тонн); Кл1 – кількість лож, яка необхідна для початку роботи.
3.1.2. Кількість підкормки, яку вносять на всі ложа (за сезон, рік).
Визначається за формулою:

 Qп1 = (Кл   Кп1)   Мn                                      (50)
де: Qп1 – маса підкормки, яку вносять на усі ложа, Кл – кількість лож по вермігосподарству, шт,; Кп1 – кількість підкормок (9-14), шт.; Мп – маса підкормки (0,114-0,159), тонн.

3.2. Заселення субстрату черв’яками.
3.2.1. Кількість маточного поголів’я черв’яків для заселення початкових лож у квітні.
На одне ложе 2 м2 заселяють різну кількість черв’яків (від 5 до З0 тис. шт.). Від пари черв’яків можна одержати до 1500 молодих особин за рік.
Кількість черв’яків для заселення початкових лож визначається за формулою:

 Кч = Кл1   НЗ                                   (51)
де: Кч – кількість черв’яків для заселення, шт.; Кл1 – кількість лож на початку роботи, шт.; НЗ норма заселення на 2 м2 (4, 5, 6, 7... і т.д.).
3.2.2.Кількість черв’яків для заселення усіх лож у 
вермігосподарстві.
При визначенні кількості черв’яків, якими необхідно заселити усі ложа, враховують кількість лож, які плануються в господарстві за рік, і норму заселення:

 КЧ1 = КЛ   НЗ                           (52)
де: КЧ1 – кількість черв’яків для заселення усіх лож в господарстві, шт.; КЛ – кількість лож по всьому вермігосподарству; НЗ – норма заселення одного ложа (4 – 30 тис.).

4. Одержання біотехнологічної продукції – черв’ячної біомаси та біогумусу.
4.1. Визначення кількості біогумусу, одержаного із квітневих лож.
Біогумус – продукт переробки органічних відходів червоними каліфорнійськими черв’яками. Накопичення його у ложі проходить поступово, час дозрівання біогумусу становить близько 6 місяців.
Враховуючи те, що із однієї тонни субстрату виходить 50-60% біогумусу, коефіцієнт трансформації становить 0,5 – 0,6.
Визначається за формулою:

 Бі = (Бс + Qn)   Кт                          (53)
де: Бі – маса біогумусу, тонн; Бс – маса базового субстрату, який використовується для закладки перших лож, тонн; Кт – коефіцієнт трансформації (0,5-0,6); Qn – маса субстрату, який використовується для підкормки.
4.2. Визначення кількості біогумусу, який можливо одержати при переробці усього субстрату за рік.
Для визначення цього показника необхідно сумувати масу базового субстрату, а також масу підкормки, яку використовуємо для вермікультивування впродовж сезону. Субстрат, який згодовували у липні – жовтні, у квітні вже буде готовим біогумусом.

Визначення за формулою:

 Бір = (Мбср + QП1)   Кт                             (54)
де: Бір – кількість біогумусу, яку можливо отримати при переробці накладеного субстрату, тонн; Мбср – маса базового субстрату за рік., тонн; QП1 – маса підкормки за рік, сезон; тонн; Кт – коефіцієнт трансформації (0,5-0,6).
4.3. Визначення кількості черв’яків, які одержуємо за сезон.
Враховуючи те, що одна особина може дати до 700 штук черв’яків за рік, то за сезон з квітня по жовтень (6 міс.) цей показник становить 300–350 штук. Визначення цього показника проводимо із врахуванням початкової кількості черв’яків, яку заселили у квітні.
Розрахунок проводиться за формулою:

 Кчз = Кч   Пв                                 (55)
де: Кчз – кількість одержаних черпаків за сезон в господарстві, виходячи із початкової кількості заселення лож, шт.; Кч – кількість черв’яків для заселення, шт.; Пв – кількість потомства від одного черв’яка за сезон (300–350), шт.
4.4. Визначений кількості черв’ячної біомаси, яку можна використовувати для годівлі сільськогосподарських тварин та птиці.
Враховуючи те, що для статевого дозрівання черв’яків необхідно 90–100 діб, то черв’яки, які народились в квітні, можуть давати нащадки. Щоб визначити масу черв’яків, яку можна використати для годівлі тварин, вираховуймо різницю між кількісно черв’яків, яка утвориться за сезон та тією кількістю, яка необхідна для заселення усіх лож у господарстві (маточним поголів’ям).
Визначається за формулою:


[image: image10.wmf] Мчб = (Кчз – Кч1)   mч                   (56)

де: Мчб – маса черв’яків, яку можна використовувати для годівлі сільськогосподарських тварин; Кчз – кількість черв’яків, які утворились із квітневих лож за сезон, шт.; Кч1 – кількість черв'яків для заселення усіх лож в господарстві, шт.; mч – середня маса одного черв яка (з урахуванням того, що в залежності від віку їх маса різниться) 0,00035-0,0008 кг.

5. Використання черв’ячної біомаси у живленні сільськогосподарських тварин.
5.1. Визначення поголів’я тварин і птиці, яким можна згодовувати черв’ячну біомасу.
Черв’ячна біомаса багата на білок, в 1 кг сухої речовини міститься 60-86% білка, який є біологічно повноцінним, оскільки містить усі незамінні амінокислоти. Її можна використовувати як білкову домішку до раціонів. Черв’яків можна згодовувати ВРХ, свиням, птиці, рибі як в сирому, так й вареному вигляді, а також у вигляді борошна. Норма споживання повноцінного білка повинна становити 10% від загальної кількості білка та повністю задовольняється при додаванні в корм 1 г черв’яків на 1 кг живої маси на добу. Введення в раціони черв’ячної біомаси призводить, до підвищення продуктивності тварин і птиці до 25%.
Розраховується за формулою:

 nj = Мчб : mз                             (57)
де: nj – поголів’я тварин та птиці, гол.; Мчб – маса черв’яків, що можна використовувати для годівлі тварин, кг; mз – маса черв’яків, яку можна згодовувати одній голові за рік, період відгодівлі (табл. 16).
Таблиця 16. Допустимі норми згодовування черв’ячної біомаси для сільськогосподарських тварин та птиці

	Вид тварин
	Маса черв’яків на голову, кг

	
	За рік
	За період підгодівлі

	Корови, нетелі, ВРХ на відгодівлі
	18-90
	-

	Свині
	7,3-10,9
	3,2-5,0

	Доросла птиця
	0,73-1
	-

	Курчата-бройлери
	-
	0,1-0,16


5.2. Вихід білкового борошна та черв’ячної біомаси.
З метою поліпшення технологічності використання черв’ячної біомаси, з неї доцільно одержувати білкове борошно. До складу білкового борошна входить 70% білка, 7-8% жиру.
Визначається за формулою:

 ЧБ = Мчб   Кб                               (59)
де: ЧБ – вихід черв’ячного борошна, кг; Мчб – маса черв’яків, яку можна використовувати для годівлі і тварин, кг; Кб – коефіцієнт виходу черв’ячного борошна (0,18–0,23).

5.3. Одержання повноцінних білків за рахунок черв’ячної біомаси.
Білки рослинного походження, які одержують тварини із кормом (зернові, злакові, бобові), мають меншу біологічну повноцінність, ніж білки тваринного походження. Виробляючи борошно із черв’яків, білок якого за амінокислотним складом аналогічний білку м’ясо-кісткового і рибного борошна, господарство спроможне буде замінити ним дорогі та дефіцитні корми тваринного походження – рибне, м’ясне борошно, сухе молоко тощо.
Визначення проводиться за формулою:
ПБм = (ЧБ   ВБ) : 100                         (60)
де: ПБч – маса повноцінних білків, одержаних із черв’ячної біомаси, кг; ЧБ – вихід черв’ячного борошна, кг; ВБ – вміст білка у черв’ячному борошні (55–70%).
Лабораторна робота № 8
Біоконверсія відходів сільськогосподарського 

виробництва у біопаливо
Мета: ознайомитись з видами біопалива та технологіями його виробництва. 
Завдання: ознайомитись з технологічнимий процесами виробництва біодизельного палива з насіння та рідкого біопалива із сільськогосподарських відходів.
Теоретичне обґрунтування

Як альтернативні види палива сьогодні розглядають стиснений природний газ (метан), нафтовий газ (пропан + бутан), водень, спирти (метанол, етанол), а також рідке паливо, яке отримують з вугілля або при переробці рослинної сировини. Саме до цієї групи відноситься біопаливо.

Біопаливо – це паливо із біологічної сировини, як правило з відходів сільськогосподарського виробництва. Розрізняють рідке біопаливо (для двигунів внутрішнього згорання, наприклад, біоетанол, біодизель) і тверде біопаливо (дрова, солома та ін.). Різноманітні органічні матеріали, що виділяють у процесі розпаду тепло, яке використовується для обігріву приміщень, теплиць, парників теж відносять до біологічного палива. Як біопаливо використовують після переробки гній (корів, овець, свиней), побутові відходи, кору дерев, відходи текстильної промисловості, тирсу.

Середній врожай сухої маси сіна становить приблизно 15 т/га. Передбачаючи, що енергетична цінність 1 кг кам’яного вугілля становить 25 МДж, навіть при низькому врожаї трав, що становить 5 т/га, з одного гектару можна отримати еквівалент 3 т кам’яного вугілля. Натомість зібраний врожай біомаси на рівні 20 т/га дає еквівалент 12 т кам’яного вугілля. Спалювання біомаси для опалювання приміщень, поширене у багатьох країнах є економічно вигідним у відношенні до опалювання мазутом, газом чи струмом. 

Паливні гранули (пелети) – це біопаливо, яке виробляється з деревних і сільськогосподарських відходів та застосовується для опалення приміщень. Виробляються у вигляді пресованих гранул стандартного розміру з вмістом золи не більше 3%, мають більшу теплотворну здатність порівняно з дровами. При спалюванні пелет в атмосферу викидається рівно стільки СО2, скільки було поглинуто рослиною в період росту. Паливні гранули не здатні до самозапалювання, тому що не містять пилу та спор.

Технологія виробництва паливних гранул.

Спочатку сировина подрібнюється до стану борошна в дробарці. Отримана маса висушується та гранулюється у прес-грануляторі. На виробництво 1 т паливних гранул витрачається 4-5 кубометрів деревних відходів. Готові гранули охолоджують і упаковують в стандартну тару по 12-20 кг.

Біодизельне паливо (БДП) – це екологічно чистий вид біопалива, який одержують із жирів рослинного і тваринного походження та використовують для заміни нафтового дизельного палива. З хімічної точки зору, біодизельне паливо є сумішшю метилових (етилових) ефірів насичених і ненасичених жирних кислот.

Переваги БДП:

· є відновлювальним і екологічно чистим джерелом енергії;

· при потраплянні в ґрунт чи воду не завдає шкоди, бо переробляється мікроорганізмами впродовж трьох-чотирьох тижнів;

· має значно кращі мастильні властивості ніж дизельне паливо, тому зменшує зношуваність двигуна і подовжує термін його роботи;

· нескладне виробництво;

· підвищена майже втричі температура спалаху в закритому тиглі забезпечує високу пожежобезпечність;

- високе цетанове число сприяє скороченню періоду затримки спалаху й пом’якшує роботу дизельного двигуна;
· може використовуватись у чистому вигляді, або змішаним;

· біодизель майже не містить сірки (< 0,001%).

Недоліки БДП:

· має температуру замерзання на кілька градусів вищу ніж дизельне паливо. Тому за низьких температур у БДП треба додавати добавки, що знижують температуру замерзання; 

· агресивно діє на натуральні гуми та деякі еластомери (полівініл, поліамід);

· має короткий термін придатності – три, чотири місяці;

· потребує додаткового очищення від домішок парафіну;

· втрати енергетичних параметрів при робочому навантаженні двигуна становить 4-5%, а втрати пального зростають на 6-7%;

· у перші місяці користування біодизельним пальним треба періодично контролювати стан паливних фільтрів.

· в продуктах згорання БДП у десятки разів більше канцерогенних речовин, ніж у паливі з поліпшеними екологічними властивостями.
Порівняльна характеристика дизельного і біодизельного палива наведена в табл.17.

Таблиця 17. Порівняльна характеристика мінерального і рослинного дизельного палива

	Характеристики
	Дизельне паливо
	Біодизельне паливо

	Густина, г/см3
	0,92
	0,88

	Цетанове число
	48-50
	54-56

	Температура запалювання, 0С
	60
	160

	Температура блокування фільтру, 0С 
	-12
	10

	Вміст сірки, %
	0,28
	0,01

	В’язкість 
	2,5-4
	3,5-5


Біодизельне паливо отримують із рослинних олій шляхом реакції переетерифікації. Основні реагенти: рослинна олія, метанол, каталізатор (КОН). У процесі переетерифікації олії, жири вступають у реакцію з метиловим (етиловим) спиртом в присутності каталізатора (лугу), внаслідок чого утворюються складні ефіри і гліцеринова фаза: 56% гліцерину; 4% метанолу; 13% жирних кислот; 8% води; 9% неорганічних солей; 10% ефірів.

Матеріальний баланс реакції одержання біодизельного палива.

Для одержання 1000 кг (1136 л) біодизельного палива необхідно:

· 50 кВт теплової енергії;

· 25 кВт електроенергії;

· 1040 кг (1143 л) ріпакової олії;

· 144 кг (132 л)  99,8% метанолу;

· 18 кг гідроксиду калію (88% КОН);

· 6 кг допоміжного фільтруючого матеріалу;

· 105 кг води.

При цьому, крім палива, утворюється близько 200 кг сирого гліцерину та 117 кг води після очищення біодизельного палива.

Сирий гліцерин, в подальшому, застосовується для виробництва гліцерину дистильованого, монофосфат калію – для виробництва рідких комплексних мінеральних добрив.

Вимоги до насіння ріпаку і ріпакової олії, дотримання яких дозволить одержати біодизельне паливо, що відповідає стандарту, такі:

Очищене насіння ріпаку – олійність 40-44%; вологість близько 6-7%; вміст вільних жирних кислот < 3% (6 мг КОН/г); температура насіння 20-300С; забруднення близько 0,5%.

Холоднопресована, фільтрована ріпакова олія – йодне число 110-115; вологість максимум 0,05%; вміст вільних жирних кислот максимум 0,65% (1,3 мг КОН/г); пероксидне число 1-2 (максимум 3); забруднення немає; число омилення 187-191; фосфатиди максимум 20 мг/кг; температура 200С.
Технологічний процес виробництва біодизельного палива з насіння відбувається у декілька етапів (рис.3): насіння з шнекового конвеєру проходить крізь відділювач грубих домішок і крізь магнітний пристрій для відділення металевих домішок у насипні лійки пресів. 
Отримана пресуванням рослинна олія накопичується у збірній ємності. Очищення від фосфатидів та інших гідратованих речовин відбувається в гідраторі. Олія спочатку проходить обробку фосфорною кислотою, а після цього гарячою водою. При обробці видаляються всі важкі метали та інші шкідливі домішки.
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Рис.3. Блок-схема виробництва біодизельного палива з насіння

Після обробки олія надходить у 1-й етерифікатор, де підігрівається до необхідної температури. Одночасно готується суміш метанолу з лугом і дозується у 1-й етерифікатор. При досягненні необхідної температури відбувається змішування каталізатору з олією. Після обробки, первинний дизель залишають на 90 хвилин для відстоювання і зливають утворену гліцеринову фазу. Вторинний біодизель завантажують у 2-й етерифікатор. Після 90 хвилин відстоювання знову зливають гліцеринову фазу та визначають ступінь етерифікації біодизелю. Якщо вміст гліцеридів в нормі, виконують промивання біодизелю. Готовий біодизель фільтрується і надходить у ємність для готової продукції.

Технологічний процес виробництва біодизельного палива з олії відбувається наступним чином: рослинна олія з ємності 1 (рис.4) крізь поточний нагрівач ПН та фільтр Ф1 насосом Н1 подається у гідродинамічний змішувач Зм. 

Витрата олії контролюється витратоміром R1. У вакуумну порожнину гідродинамічного змішувача, крізь фільтр Ф2, витратомір R2 та вентиль регулювання ВР, з ємності 3 поступає, попередньо приготовлений, розчин каталізатору в спирті (КОН у метанолі).

Завдяки інтенсивним гідродинамічним процесам в гідродинамічному змішувачі та механічному змішувачі відбувається розривання молекул жирних кислот, що значно підвищує швидкість протікання реакції та покращує якість енергетичних характеристик майбутнього палива.

Після механічного змішування суміш подається у колонки-відстійники 4, де відбувається її розділення на біодизельне паливо і водно-гліцеринову суміш. Готове паливо насосом Н3 через фільтр - відокремлювач поступає на накопичення. 
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Рис.4. Схема виробництва біодизельного палива з олії в потоці:

1-ємність для рослинної олії; 2- ємність для спирту; 3- ємність для каталізатору; 4- колонки-відстійники; ПН – поточний нагрівач; Ф – фільтр; Н – насос; Зм – гідродинамічний змішувач; R – витратомір; ВР – вентиль регулювання; ГЗм – гідромеханічний змішувач, КК – клапан керування, К – клапан.

В результаті проведення реакції переетерифікації в 2-х ступеневому змішувачі (гідродинамічному і механічному) відбувається повна витрата метанолу, яка не перевищує 12-13%. Реакція в гідродинамічному змішувачі відбувається нормально при температурі 40-500С. Технічна характеристика установки безперервного процесу виробництва біодизельного палива наведена в табл.18.
Біопаливо в Європі виготовляють за схожою технологією, але майже на всіх етапах технологічного процесу продукт очищують (і отриману олію, і етерифікат). В процесі виробництва із сировини отримують олію, очищують її від сторонніх домішок, напівфабрикат нагрівають, охолоджують та дистилюють. Залишки їдкого калію та отруйного метанолу промивають водою.

Таблиця 18. Технічна характеристика установки безперервного процесу виробництва біодизельного палива

	№
	Найменування параметру
	Значення

	1
	Продуктивність за вихідною сировиною (олією, жиром), дм3/хв
	8…14

	2
	Витрата суміші метанолу з каталізатором, дм3/хв
	0,1…0,3

	3
	Об’єм бака для олій, дм3
	50

	4
	Об’єм бака для метанолу, дм3
	12

	5
	Об’єм бака для отриманого продукту, дм3
	30

	6
	Температура нагріву і температура підтримання олії і метанолу, 0С
	40…70

	7
	Потужність нагрівачів, кВт
	1,5

	8
	Потужність електродвигунів, насосів, кВт
	2,8

	9
	Повна потужність, кВт, не більше
	4,5

	10
	Габаритні розміри, мм не більше 

-            довжина

· ширина 

· висота
	865

755

1250

	11
	Маса установки, кг, не більше  
	250


Технологія виробництва рідкого біопалива із сільськогосподарських відходів. Сировиною для цього процесу є – шматки деревини, солома, гній (рис. 5). Після накопичення і тимчасового сушіння, сировина поступає у реактор, де нагрівається до 400-5000С з додаванням каталізатору. Газ, що виділився в результаті нагрівання, проходить ряд перетворень у присутності каталізатору. Отримане, на виході з реактору, біопаливо не містить сірки та СО2 нейтральне по відношенню до оточуючого середовища.
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Рис.5. Схема переробки сільськогосподарських відходів на біопаливо

Синтетичне біопаливо (СБП) – суміш синтетичних вуглеводнів отриманих з біомаси.

Сучасні технології переробки вуглеводів дозволяють виробляти синтетичне дизельне пальне та синтетичний бензин. Як сировина використовуються відходи деревообробної промисловості, сільського господарства, побутові відходи, сміття. Особливість цих технологічних процесів – отримання з одного виду сировини різних видів палива.

Переваги СБП:
· можливість отримання необхідних характеристик палива;

· відсутність сірки;

· викиди шкідливих речовин нижчі, ніж при застосуванні «нафтового» пального;

· необмежені запаси сировини.

Недоліки СБП:

· високі витрати енергії на виробництво пального;

· необхідні значні капіталовкладення для створення підприємств з випуску синтетичного палива та створення системи накопичення, поставки і підготовки сировини.

Перше в світі синтетичне біопаливо, у 2003 році, розробила компанія DaimlerChrysler. Нове паливо, під назвою Biotroll, виробляється з деревних відходів.
Контрольні питання

1. Що називається біопаливом?

2. Назвіть види біопалива.

3. Що таке паливні гранули?

4. Опишіть технологію виробництва паливних гранул.

5. Що таке біодизельне паливо?

6. Які переваги біодизельного палива?

7. Назвіть недоліки біодизельного палива.

8. Наведіть характеристики мінерального і рослинного дизельного палива.

9. Наведіть матеріальний баланс реакції одержання біодизельного палива.

10. Які вимоги до насіння рапсу і рапсової олії при виробництві біопалива?

11. Опишіть технологічний процес виробництва біодизельного палива з насіння  та з олії.

12. Наведіть якісні показники біодизельного палива.

13. Опишіть технологію виробництва рідкого біопалива із сільськогосподарських відходів.

14. Які переваги та недоліки синтетичного палива?

Перелік контрольних питань
1. Яке значення має біоконверсія відходів сільськогосподарського виробництва?
2. В чому суть біоконверсії?

3. Яка економічно ефективність використання енергеичного потенціалу біомаси?
4. Загальна характеристика технології біоконверсії.

5. Охарактеризуйте основні типи взаємовідношень компонентів біоконверсії.

6. Вихід білка та енергії у процесі вирощування деяких продуктів землеробства, а також затрати енергії і праці на їх виробництво. 
7. Охарактеризуйте фактори, що впливають на інтенсивність процесу ферментації.
8. Іммобілізація як перспективний методом інтенсифікації процесів біоконверсії різних субстратів.

9. Які основні методи біоконверсії у сільському господарстві?
10. Охарактеризуйте чотири перспективних напрямки застосування біоконверсії рослинної сировини для потреб сільського господарства.

11. Силосування та сінажування зеленої маси трав як перспективний метод мікробіологічного консервування кормів. 
12. Спиртове бродіння як метод біоконверсії.

13. Аеробний та анаеробний процес спиртового бродіння.
14. Охарактеризуйте мікроорганізми – продуценти етанолу.
15. Які основні переваги і недоліки біотехнологічних продуктів одержання етанолу за допомогою різних груп мікроорганізмів?
16. Які основні фізіологічні та технологічні характеристики мікроорганізмів, що використовуються як продуценти етанолу?

17. Охарактеризуйте етанолоутворюючі бактерії роду Zymomonas.
18. Наведіть схему катаболізму вуглеводів у Zymomonas mobilis.
19. Охарактеризуйте регуляцію метаболізму вуглеводів у Zymomonas mobilis. Використання цього штаму в біотехнологічних системах.

20. Особливості синтезу етанолу термофільними бактеріями та метаболізм моноцукридів.
21. Наведіть схему розщеплення вуглеводів у термофільних анаеробних бактерій.

22. Особливості біосинтез етанолу термофільними анаеробними бактеріями.
23. Особливості одержання мікробного білка на крохмальвмісній сировині. 

24. Які ферменти використовуються за конверсії крохмалю.

25. Охарактеризуйте дію β-амілази на амілозу та амілопектин.
26. Охарактеризуйте дію глюкоамілази на амілозу та амілопектин.
27. Охарактеризуйте основні класи мікроорганізмів біоконверсії крохмалю.
28. Біотехнологія одержання амілолітичних ферментів. Індукція і репресія.
29. Вплив азотного живлення на синтез амілолітичних ферментів.
30. Мінеральне забезпечення продуцентів амілолітичних ферментів.
31. Вплив температури, pH середовища, рівня аерації на ріст мікроорганізмів і синтез ними амілолітичних ферментів.
32. Використання крохмальвмістної сировини для одержання білково-ферментних препаратів. 
33. Роль мікроорганізмів – продуцентів білка.

34. Целюлозо-лігнінові матеріали і їх біоконверсія. 
35. Біоконверсія лігніну. Будова, властивості, розповсюдження.

36. З чого утворена молекула лігніну?

37. З чого побудований природний лігнін?
38. Охарактеризуйте мікроорганізми, що гідролізують лігнін.
40. Дайте характеристику ферментних систем, що беруть участь у мікробіологічній деградації лігніну.

41. Біоконверсія соломи. Мікроорганізми, що використовуються в процесі біоконверсії соломи.

42. Охарактеризуйте твердофазну ферментацію соломи.

43. Охарактеризуйте динаміку активності целюлозолітичних ферментів у мікроміцета Trichоderma lignorus QM 534-6-2A в умовах глибокої ферментації на поживних середовищах із соломою, яка оброблена різними способами.
44. Яка концентрація білка в кінцевому продукті глибинної ферментації залежно від способу попередньої обробки соломи.

45. Cтан та перспективи використання біодизеля та біоетанолу у світі та в Україні.
46. Охарактеризуйте рівень розвитку нетрадиційних відновлювальних джерел енергії.
47. Біодизель. Технологія отримання біодизеля.
48. Охарактеризуйте дві принципові схеми виробництва біодизеля.
49. Переваги та недоліки щодо використання біодизеля.

50. Потенціал України щодо використання біодизеля.

51. Біоеанол. Зарубіжний досвід щодо виробництва біоетанолу.

52. Потенціал України щодо використання біоетанолу.
53. Охарактеризуйте хлорелу як важливу кормову добавку.
54. Охарактеризуйте спіруліну як харчову, лікарську, кормову біологічно активну добавку.

55. Чому є доцільним використовувати водорості як енергетичний субстрат. Природний ліпід – батріокус брауній.

56. Дайте порівняльну характеристику аеробної й анаеробної переробки відходів сільськогосподарського виробництва.
57. Які основні принципи виробництва біогазу?

58. Які фактори є важливими для ефективного процесу одержання біогазу?

59. Охарактеризуйте мікробіологічні процеси, що лежать в основі одержання біогазу.

60. Дайте характеристику мікрофлорі анаеробного метанового бродіння.

61. Охарактеризуйте біохімічні процеси, що лежать в основі одержання біогазу.

62. Охарактеризуйте технологічну схему одержання біогазу. 

63. Охарактеризуйте загальну схему утворення метану за Баркером.

64. Біотехнологія метаногенезу. Оптимізація умов метанового бродіння.
65. Охарактеризуйте апарати та технологічні схеми виробництва біогазу.
66. Який склад фракції, що утворюється в процесі біометаногенезу?

67. Сучасний стан виробництва біогазу в світі.
68. Стан виробництва біогазу в Україні.
69. Особливості переробки гною за допомогою личинок синатропних мух.

70. Особливості біотехнології вермікультивування.

71. Біологічні особливості дощових черв’яків та способи їх вирощування.

72. Методика формування лож. Підготовка субстрату та техніка закладки маточного поголів’я в процесі вермікультивування.

73. Умови утримання та оцінка стану популяцій черв’яків у ложах.

74. Біогумус його склад та використання.

75. Вермікультивування на присадибних ділянках.
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