ВІДГУК
офіційного опонента
на дисертаційну роботу Тігунової Олени Олександрівни «Отримання штамів-продуцентів роду Сlostidium з підвищеним рівнем синтезу бутанолу»  подану до захисту на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія.

Актуальність теми та зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 
Раніше зростання споживання енергії завжди вважалося важливою умовою технічного прогресу та розвитку людської цивілізації. Проте індустріалізація та стрімкі темпи зростання населення планети зумовили збільшення світового попиту на електроенергію, який задовольняється головним чином за рахунок спалювання горючих копалин. Це призводить до ряду глобальних негативних ефектів зокрема до посилення парникового ефекту. Це, в свою чергу,  викликало  суттєві зміни у поглядах на інтенсивність споживання енергії та появу ряду міжнародних законів про обмеження викиду техногенних газів. Зараз у світі інтенсивно розвиваються та застосовуються два напрямки використання сонячної енергії: безпосереднє її перетворення у електричну енергію та використання рослинних продуктів (як носія енергії)  для біотехнологічного синтезу зручних енергоносіїв таких як біогаз, етанол, бутанол.  
Анаеробні бактерії родини Clostridiaсeae відомі як продуценти одного з видів біопалива — бутанолу, однак мікробіологічний синтез бутанолу під час класичного ацетон-бутанол-етанольного (АБЕ процес) бродіння на сьогодні є економічно невигідним. Для створення рентабельного процесу, необхідно виділити або створити високопродуктивні солвентогенні штами, які б використовували доступну, поновлювану і дешеву сировину — відходи сільського господарства або рослинну біомасу. Таким чином напрям та актуальність представленої роботи «Отримання штамів-продуцентів роду Сlostidium з підвищеним рівнем синтезу бутанолу» не викликають сумнівів.  
У дисертації відмічено, що робота виконана в ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України» в рамках відомчих тематик відділу промислової та харчової біотехнології «Створення ефективних штамів-продуцентів бутанолу, здатних до ферментації біосировини з підвищеним виходом цільового продукту» (2007-2012 р.р., № державної реєстрації 0111U001489); «Удосконалення технології біобутанолу з використанням альтернативних субстратів та вітчизняних штамів-продуцентів» (2013-2017 р.р., № державної реєстрації 0113U005527).

Структура дисертації, публікації та апробація результатів досліджень. Робота складається із загальноприйнятих розділів та оформлена згідно діючих вимог (див. Бюлетень ВАК України № 9-10, 2011).  Роботу викладено на 136 сторінках машинописного тексту та проілюстровано 50 рисунками, та 17 таблицями.  
Огляд літератури (182 цитування) присвячено присвячено загальним характеристикам бутанолу, різним способам отримання бутанолу та мікробіологічному синтезу з використанням штамів роду Clostridium, а також шляхам регуляції біосинтезу бутанолу.  Матеріали і методи висвітлені достатньо повно.  Розділи присвячені експериментальним аспектам та результатам роботи становлять основну частину рукопису.
 У авторефераті наведено список публікацій за результатами роботи. Результати досліджень достатньо повно висвітлені в публікаціях. За матеріалами роботи опубліковано 6 статей у  фахових наукових журналах, 1 статтю у електронному  виданні та підготовано доповіді на  8 конференціях. 

Наукова новизна роботи, ступінь обґрунтованості наукових положень і висновків. 
Автором чітко сформульовано мету та завдання дослідження , а саме:  виділити та селекціонувати нові штами-продуценти бутанолу роду Clostridium та розробити теоретичні основи біотехнологічного процесу отримання бутанолу на їх основі та із використанням нехарчової сировини.
Відповідно до поставленої мети було логічно сформульовано конкретні етапи та завдання, які було успішно розв’язано в ході виконання роботи.
Для вирішення запланованих завдань застосовано сучасні методи біотехнології і класичної та молекулярної генетики. Все це сприяло отриманню нових цікавих результатів.

Як результат автору вдалось виділити нові штами-продуценти бутанолу, ідентифікувати їх та опрацювати способи ферментації різних субстратів із використанням виділених штамів.  На наступному етапі роботи автор за допомогою хімічного мутагенезу селекціонувала стабільний мутант із підвищеною продукцією бутанолу. Виділені та селекціоновані штами було використано для оптимізації процесів ферментації та дослідження впливу проміжних речовин (масляної, оцтової та молочної кислот) на вихід бутанолу при ферментації нехарчової сировини. Виявилось, що штами IFBG C7P та IFBG C6H зброджують ксилозу, арабінозу та целюлозу (на відміну від C. pasteurianum АТСС 6013) і, одночасно, мають здатність до засвоєння  гліцерину (на відміну від C. beijerinckii NCIMB 8052). Отримані дані свідчать про те, що досліджувані штами-продуценти, на відміну від існуючих можуть ефективно продукувати бутанол використовуючи широкий спектр субстратів. Виходячи з вище викладеного, штами IFBG C7P та IFBG C6H можуть бути основою для подальших досліджень з метою створення рентабельного біотехнологічного процесу отримання бутанолу. Таким чином, представлена робота є завершеним дослідженням, результати якого є хорошою основою для опрацювання технічних аспектів біотехнологічного виробництва енергоносіїв.  
Висновки дисертаційної роботи відповідають меті і поставленим завданням дослідження та логічно випливають із отриманих результатів. 

Автореферат повністю відображає зміст дисертації та оформлено згідно чинних вимог.

Зауваження, запитання та побажання. 
Текст  «Огляду літератури» цього розділу містить досить граматичних помилок, невдалих виразів та виразів лабораторного жаргону. Можливо краще було б скоротити опис хімічних властивостей бутанолу та дати короткий опис сучасних підходів метаболічної інженерії опрацьованих для роду Clostridium.

Матеріали і методи висвітлені достатньо повно, проте до цього розділу є зауваження стосовно термінології. 
Об’єм розділу "Аналіз і узагальнення результатів досліджень" міг би бути скороченим за рахунок видалення ряду описів результатів, які були наведені у розділі "Результати досліджень".  
У роботі зустрічаються невиправлені помилки, та невдалі трактування виразів англо-мовного походження.
  Власне, ці зауваження не впливають на наукову оцінку отриманих результатів та їх практичну цінність і носять, у переважній більшості, редакційний характер.

Варто би було обговорити наступні  запитання та зауваження: 
· Не зрозуміло, які результати розділу «Огляду літератури» автор опублікувала як власні.
· Що таке «амолітична активність» ?
· Чи є інші доступні і надійніші способи визначення молочної кислоти? 
· Не зрозуміло чим керувались автори для вибору конкретних місць для відбору проб грунту і мулу. Чому інкубацію проводили при 30 або 35С?
· Чому на перших етапах розчистки і відбору культур використовувалась ознака «газоутворення» ?
· Автори стверджують, що розмір клітин коливався у діапазоні: діаметр 0,1-1,1 мкм; довжина 1-7 мкм. Чи такий великий розкид є характерним для Clostridium.
· Для чого потрібно було досліджувати резистентність до різних антибіотиків та проводити тест на сквашування молока?
· Тест із рибофлавіном викликає сумніви оскільки цей вітамін міститься у молоці та є забарвленим і розчинним тільки у аеробних умовах.

·  Визначення оптимальної температури культивування бажано ілюструвати показами росту, які взагалі не представлено для жодного із штамів.
· Що таке економічні коефіцієнти культивування і чому три різні параметри у таблиці 5.1 позначено одним символом?

· При описі двостадійного культивування не зрозуміло чи це результати автора, чи літературні дані.
· Назва розділу «ХІМІЧНИЙ МУТАГЕНЕЗ» не висвітлює суть матеріалу.
Ці зауваження мають рекомендаційний характер та, в основному, стосуються обговорення подальшого розвитку досліджень і не знижують загальної високої оцінки даної роботи. 

Висновок.  
Дисертаційна робота Тігунової О.О. є завершеною науковою працею, що містить наукові положення і результати, які суттєво поглибили і розширили знання про можливість біотехнологічного отримання бутанолу. Результати дисертаційної роботи достатньо повно відображені в публікаціях автора. 
Дисертаційна робота Тігунової О.О.  за своєю актуальністю, науковою новизною отриманих результатів та обґрунтованістю сформульованих наукових положень відповідає вимогам, які ставляться до дисертаційних робіт на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук, а її автор заслуговує на присудження наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія.
Головний науковий співробітник НДІ ЛДУФК,
професор кафедри біохімії та гігієни ЛДУФК, 

Доктор біологічних наук,

старший науковий співробітник                                             Ю.Р. Борецький
[image: image1.jpg]- IIlo Take exoHoMi4Hi KOe(ilieHTH KyJIbTHBYBaHHsS i 4OMy TpPM pi3Hi
napaMeTpy y Tabnuili 5.1 mo3HaYeHo OJHUM CUMBOJIOM?

- [lpu omnwci nBOCTamiHOro KyNIbTHBYBaHHS HE 3pO3YMINO UM Iie
pe3yIbTaTH aBTOpa, YM JIiTepaTypHi JaHi.

- Hassa posainy «XIMIYHMM MVYTATEHE3» He BHCBITIIOE CyTh
Marepiainy.

LI 3ayBakeHHS MalOTh pEKOMEHAAUiWHMI XapakTep Ta, B OCHOBHOMY,
CTOCYIOTBCS OOTOBOPEHHS MOMANBLIOTO PO3BUTKY HOCHIIKEHb i He 3HUKYIOTH
3arajibHOl BUCOKOI OLIIHKH JTaHOI POBOTH.

BucHoBok.

HAuceprauiiina po6ora Tirynosoi O.O. € 3aBepIeHOI0 HAYKOBOIO MPALEIO, LI0
MICTUTh HAyKOBi MOJOXEHHS 1 pe3yJbTaTH, sKi CYTTEBO IOIIUOWUIM i PO3LIMPHUITH
3HaHHA TIPO MOXUIIMBICTb OiOTEXHOJOTIYHOrO OTpMMaHHs GyTaHomy. Pesymbrari
JUCePTaLifiHOl pOOOTH JOCTATHRO IIOBHO BimobpaxeHi B my6IIikarisx aBTOpa.

Huceprauitina po6ora Tirynosoi O.0. 3a CBO€O aKTYalbHICTIO, HayKOBOIO
HOBUM3HOIXO OTPMMAHMX PEe3yJIbTATIB Ta OOIPYHTOBAHICTIO CHOPMYTHOBAHUX HAYKOBHUX
TMOJIOKEHb  Bi/IMOBIJAE BUMOTaM, fKi CTaBISTBCA [0 JMCEPTalifHUX pobiT Ha
3100y TTsl HAYKOBOTO CTYNEHs KaHauaara 6ioJoriyHux Hayk, a il aBTOp 3aCIlyrOBYy€E
Ha TMpPUCY/DKEHHS HAayKOBOIO CTyNeHs KaHAuzAarta OionoriyaMx Hayk 3a
crietianbHicTiO 03.00.20 — GioTexHOOTIiS.

['onoBHUY HayKOBMIA cnino6iTHHK HAI JIAY DK,

1O.P. Bopenpkumii





