ВІДГУК

офіційного опонента Поєдинок Наталії Леонідівни на дисертаційну роботу Іванової Тетяни Сергіївни  «Біотехнологія культивування лікарських макроміцетів на відходах перероблення зернових культур», подану до захисту на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія
Актуальність теми дисертації.
Макроміцети є джерелом активних компонентів, які містяться в аскомах і базідіомах, глибинне культивованому міцелії і культуральній рідині. В даний час їх використовують в якості дієтичного харчування, харчових добавок (споживання їх стрімко зростає і ринкова продукція оцінюється більш, ніж 18 мільярдів доларів США в рік), нового класу препаратів, що називаються «грибні лікарські препарати», біопрепаратів для захисту рослин з інсектицидною, фунгіцидною, бактерицидною, гербіцидною і антивірусною активністю та космоцевтиків. Тому розробка нових інтенсивних технологій культивування різних видів макроміцетів з метою отримання як плодових тіл так і біологічно активних сполук з кожним роком стає все більш актуальною. Створення нових технологій вимагає глибокого вивчення факторів, які регулюють функції грибного організму, що дозволить з максимальною ефективністю використовувати їх природний потенціал. Оскільки для переважної більшості біотехнологічних процесів вартість компонентів живильного середовища становить близько 20-30 % від загальних витрат на виробництво, одним із шляхів зниження собівартості цільового продукту є використання для вирощування біомаси продуцентів дешевих субстратів, у тому числі, відходів переробної промисловості.  
Актуальність роботи, що має на меті визначення особливостей культивування лікарських макроміцетів на рідких живильних середовищах з відходами перероблення зернових культур для отримання біомаси з біологічно активними речовинами, є безперечною.
Зв’язок роботи з науковими програмами, темами, планами.
Представлена до захисту дисертаційна робота безпосередньо пов’язана з виконанням науково - дослідних робіт Державної установи «Інститут харчової біотехнології та геноміки Національної академії наук України». Основні експериментальні дослідження з дисертаційної роботи виконано в лабораторії процесів екстракції рослинної сировини та біоконверсії відділу промислової та харчової біотехнології та в лабораторії біотехнології біопалив та інновацій в зеленій енергетиці відділу геноміки та молекулярної біотехнології за кількома темами:

1. «Розроблення технології створення функціональних продуктів із харчовою добавкою на основі лікарських грибів» (2009-2011 рр., № ДР 0109U000473), 

2. «Вивчення противірусної та протипухлинної активності лікарських грибів з метою створення функціональних продуктів харчування» (2012-2014 рр., № ДР 0112U000435), 

3. «Розробити наукові основи ферментації рослинної сировини під вакуумом для отримання летких біопаливних компонентів» (2014-2018 рр., № ДР 0114U002171).
Дисертант поставив за мету своєї роботи дослідження особливостей культивування лікарських макроміцетів на рідких живильних середовищах з відходами перероблення зернових культур для отримання біомаси з біологічно активними речовинами.
Завдання, намічені дисертантом для вирішення поставленої мети, включають:

1. скринінг лікарських макроміцетів за накопиченням біомаси для культивування на відходах перероблення зернових культур;
2. підбір субстрату, що сприяє максимальному накопиченню біомаси лікарських макроміцетів, та його оптимальних концентрацій для культивування грибів з метою досягнення максимальної ефективності біоконверсії субстрату;

3. визначення біотехнологічних параметрів процесу глибинного культивування відібраних видів грибів на обраному субстраті: дослідження динаміки накопичення біомаси, сирого протеїну, ендополісахаридів та рН живильного середовища, розрахунок ефективності біоконверсії субстрату; 

4. встановлення вмісту вітамінів, а також амінокислотного та жирнокислотного профілів біомаси відібраних видів макроміцетів при глибинному культивуванні на обраному субстраті а також розрахунок енергетичної цінності та показників харчової цінності білків отриманої біомаси грибів;
5. визначення антимікробної та гемаглютинувальної активності міцелію обраних видів грибів.
Об’єкт дослідження визначений дисертантом як особливості культивування лікарських макроміцетів Grifola frondosa, Lentinula edodes, Ophiocordyceps sinensis, Cordyceps militaris, Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Flammulina velutipes, Trametes versicolor, Schizophyllum commune та Pleurotus ostreatus на живильних середовищах з відходами перероблення зернових культур.

Предмет дослідження: особливості накопичення біомаси та синтезу біологічно активних речовин лікарськими макроміцетами при культивуванні на рідких живильних середовищах з відходами перероблення зернових культур.

Методи дослідження: мікологічні, мікробіологічні (визначення антимікробної активності); хімічні (гравіметрія, титриметрія), біохімічні (діаліз, екстрагування, гемаглютинування), фізико-хімічні (потенціометрія, фотометрія, люмінесцентна спектрометрія, хромато-мас-спектрометрія, іонообмінна хроматографія); статистичні.

Наукова новизна та практичне значення одержаних результатів достатньо обґрунтовані та змістовно описані. Внаслідок проведених досліджень створено деяке уявлення про закономірності впливу живильних середовищ з відходами перероблення зернових культур на утворення біомаси лікарськими макроміцетами. Деталізуючи вищевикладене узагальнене уявлення про новизну даної роботи, слід зробити акцент на таких її положеннях:
· рідкі живильні середовища для культивування міцелію макроміцетів, до складу яких входили: вода та один із таких субстратів, як сухарна крихта, аспіраційні відходи ячменю, відходи ІІІ-ої категорії млина, багаса сорго, барда кукурудзи, були застосовані автором вперше; 

· дисертанту вдалося виявити особливості глибинного культивування S. commune ІВК 1768, T. versicolor ІВК 353, F. velutipes ІВК 1878 та G. lucidum ІВК 1900 на живильному середовищі з сухарною крихтою, підібрати оптимальні концентрації субстрату для максимальної ефективності біоконверсії та розробити спосіб приготування глибинне культивованого посівного матеріалу для уникнення лаг-фази; 

· отримана біомаса високопродуктивних штамів S. commune ІВК 1768 (24,0 г/дм3) та T. versicolor ІВК 353 (15,8 г/дм3) при глибинному культивуванні на вперше застосованому живильному середовищі з сухарною крихтою, що містить тіамін, рибофлавін, ніацин, фолати та виявляє антимікробну активність відносно Proteus vulgaris ATCC 6896, яка наближається до антимікробної дії антибіотику ампіциліну, та вперше визначено вміст вітамінів групи В у міцелію S. commune.
Практичне значення одержаних результатів підтверджена патентом України на корисну модель № 98224 «Поживне середовище для культивування грибів». Величезний масив отриманих дисертантом експериментальних даних дозволили розробити нові підходи в біотехнології біоконверсії і біоутилізації відходів. Розроблені нові живильні середовища для культивування штамів базидієвих грибів, що забезпечують підвищення біосинтетичних можливостей штамів. Одержані дані дозволяють запропонувати використання відходів перероблення зернових культур України як компоненти нових за складом живильних середовищ для культивування біомаси лікарських макроміцетів на підприємствах з культивування грибів різної потужності. Відібрано O. sinensis ІВК 1928, G. applanatum ІВК 1701, G. frondosa ІВК 976, L. edodes ІВК 502 та P. ostreatus ІВК 551, що перспективні для культивування на аспіраційних відходах ячменю, а також C. militaris ІВК 1862, G. lucidum ІВК 1900, F. velutipes ІВК 1878, T. versicolor ІВК 353 та S. commune ІВК 1768 – на сухарній крихті. 
Досліджена харчова та енергетична цінність міцелію S. commune ІВК 1768 та T. versicolor ІВК 353, отриманого при культивуванні на сухарній крихті, який може бути використаний для створення дієтичних добавок та новітніх харчових інгредієнтів. 

Наукові і науково-практичні результати дисертаційної роботи використано в навчальному процесі на кафедрі промислової біотехнології факультету біотехнології і біотехніки КПІ ім. Ігоря Сікорського з дисципліни «Біотехнологія сільськогосподарських виробництв», кредитний модуль № 3 «Проектування та виробництво біотехнологічної продукції» при виконанні лабораторних робіт за темою «Переробка відходів сільського господарства з використанням біотехнології».
Особистий внесок здобувача. Дисертація Т.С. Іванової є самостійною роботою автора. На основі проведеного дисертантом інформаційного пошуку та аналізу літератури розроблена концепція та робочі гіпотези за темою дисертації, обґрунтована й розроблена методологія й програма постановки досліджень, виконана експериментальна частина досліджень, проведено аналіз і узагальнення одержаних результатів, складені таблиці, оформлені рисунки, сформульовані висновки та положення в дисертації, підготовлені до друку наукові статті. 
Розроблення загальної схеми роботи, обґрунтування актуальності, вибір штамів лікарських макроміцетів, планування досліджень, обговорення результатів та формулювання висновків проведено спільно з науковим керівником дисертаційної роботи д-ром біол. наук Н. А. Бісько (Інститут ботаніки ім. М. Г. Холодного НАН України).
Постановка експериментів з дослідження амінокислотного складу білку і вітамінів в зразках виконувалась в Інституті біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України, жирнокислотного складу зразків – в Інституті мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України, антимікробної та гемаглютинувальної активності грибів – в Національном педагогічном університеті імені М.П. Драгоманова.
Апробація результатів дисертації. 
Основні результати дисертаційної роботи були представлені та оговорювались на всеукраїнських і міжнародних наукових конференціях: V регіональній науково-практичній конференції викладачів, науковців, аспірантів, молодих вчених та студентів «Біотехнологія XXI століття» (Київ, 2011), Научно-практической конференции «Биологически активные вещества: фундаментальные и прикладные вопросы получения и применения» (Новый Свет, 2011), Конференції молодих вчених «Актуальні проблеми біохімії та біотехнології» (Київ, 2011), Первой конференции молодых ученых (с международным участием) «Биология растений и биотехнология» (Белая Церковь, 2011), VIII Міжнародній конференції молодих вчених «Біологія: від молекули до біосфери» (Харків, 2013), Другій конференції молодих учених «Біологія рослин та біотехнологія» (Київ, 2013), Международной научной конференции «Актуальные проблемы биоэкологии» (Минск, 2014), ХI Міжнародній науковій конференції студентів і аспірантів «Молодь і поступ біології» (Львів, 2015), IХ Всеукраїнській науково-практичній конференції «Біотехнологія ХХІ століття» (Київ, 2015), IX Международной научной конференции «Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты» (Минск, 2015), III-й Международной научно-практической Конференции «Химия, Био- и Нанотехнологии, Экология и Экономика в Пищевой и Косметической промышленности» (Харьков, 2015), Міжнародній науковій конференції «Молекулярна мікробіологія та біотехнологія» (Одеса, 2016), Міжнародній науково-практичній конференції «Актуальні питання розвитку біології та екології» (Вінниця, 2016), ХІІІ Міжнародній науковій конференції студентів і аспірантів «Молодь і поступ біології» (Львів, 2017), Третій конференції молодих учених «Біологія рослин і біотехнологія» (Київ, 2017).
Повнота викладу основних наукових положень та висновків у опублікованих наукових працях. За результатами дисертації опубліковано 7 статей у фахових журналах, 15 тез доповідей, отримано 1 патент України на корисну модель. Зміст опублікованих робіт та автореферат повністю відображають основні положення дисертації та її суть.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 199 сторінках друкованого тексту та складається зі вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів досліджень, їх аналізу та обговорення, висновків, списку використаних джерел, який містить 289 посилань. Дисертаційна робота містить 22 рисунки, 16 таблиць та 7 додатків.
Основний зміст роботи і його аналіз 

Аналіз вступної частини дисертації фактично подано у попередній частині відгуку.
Розділ 1 «Біологічно активні речовини лікарських макроміцетів при культивуванні на відходах та проміжних продуктах переробної промисловості (огляд літератури)» складається з трьох   підрозділів, в яких підсумовано і проаналізовано сучасну наукову літературу, дотичну до проблеми використання відходів та проміжних продуктів переробної промисловості для культивування лікарських макроміцетів з метою отримання біомаси та біологічно активних речовин. Дисертант дуже детально аналізує сучасний стан і перспективи використання макроміцетів як продуцентів харчової біомаси та біологічно активних речовин; головні принципи і сучасні біотехнологічні тенденції інтенсивного культивування їстівних і лікарських грибів; фактори регуляції росту, біосинтетичної активності макроміцетів.

У цілому в огляді літератури достатньо повно висвітлено наукові дані останніх років, які стосуються теми дисертації. Огляд свідчить про фундаментальні знання автором сучасного стану в даній галузі досліджень, спроможність дисертанта глибоко аналізувати опубліковані результати, здатність виділити і узагальнити головне з досить чималого масиву розрізнених літературних джерел, чітко викласти стан та перспективи досліджень.
У другому розділі  «Матеріали і методи досліджень» детально наведено умови проведення досліджень і надано характеристику експериментального матеріалу. У дисертаційній роботі використано широкий спектр сучасних мікологічних, фізико-хімічних, біохімічних, мікробіологічних методів досліджень та статистичної обробки одержаних даних. Детально описані як традиційні методи досліджень, так і модифікації методів, які були застосовані автором для підвищення ефективності досліджень. Ці матеріали свідчать про вільне володіння дисертантом сучасними методами досліджень. 
Результати власних досліджень викладені здобувачем у чотирьох розділах (3-4-5-6)
У  розділі 3, який поділений на 3 підрозділи  дана характеристика складу субстратів – відходів перероблення зернових культур, а також проведено скринінг культур макроміцетів при поверхневому культивуванні на відходах перероблення зернових культур. Враховуючи дані проведеного скринінгу, відібрані штами видів S. commune ІВК 1768, T. versicolor ІВК 353, F. velutipes ІВК 1878 та G. lucidum ІВК 1900, які накопичували найбільшу біомасу на сухарній крихті.
На основі аналізу отриманих результатів, дисертант приходить до висновку, що ефективність біоконверсії субстрату залежить від концентрації сухарної крихти в живильному середовищі та біологічних особливостей видів макроміцетів. Глибинний спосіб вирощування відібраних видів лікарських грибів дозволив вдвічі скоротити час культивування. При цьому, ефективність біоконверсії субстрату практично не змінилась за тих же концентрацій субстрату.

Субстрат сухарна крихта був обраний для подальшого дослідження, оскільки при поверхневому культивуванні макроміцетів забезпечував найвищі показники біомаси (до 8,99 г/дм3) та ефективності біоконверсії субстрату (до 39,28 %), а також запатентований як компонент живильного середовища для культивування грибів.

У розділі 4, присвяченому глибинному культивування відібраних видів лікарських макроміцетів на сухарній крихті основною ознакою, за якою відбувається відбір грибів-продуцентів, була кількість утвореної в процесі культивування маси міцелію. В результаті дослідження біотехнологічних параметрів (накопичення біомаси, швидкості росту продуценту та ефективності біоконверсії субстрату) глибинного культивування видів лікарських макроміцетів на поживному середовищі з сухарною крихтою були обрані T. versicolor ІВК 353 та S. commune ІВК 1768, для яких була досліджена більш детальна динаміка накопичення біомаси, а також динаміки накопичення сирого протеїну та ендополісахаридів. Підібрано оптимальні концентрації субстрату для максимальної ефективності біоконверсії та розроблено спосіб приготування глибинно культивованого посівного матеріалу для уникнення лаг-фази. В результаті дослідження динаміки накопичення біомаси, біосинтезу ендополісахаридів, сирого протеїну та розрахунку ефективності біоконверсії субстрату, для отримання цільового продукту та дослідження біохімічного складу міцелію були обрані 4-та доба глибинного культивування на живильному середовищі з сухарною крихтою для S. commune ІВК 1768 та 5-та доба для T. versicolor ІВК 353.

У  розділі 5, найбільшому за обсягом (30 стор.), який поділений на 3 підрозділи проведена оцінка біосинтетичної активності Schizophyllum commune ІВК 1768 та Trametes versicolor ІВК 353 при глибинному культивуванні на сухарній крихті.
За результатами дослідження хімічного складу біомаси, автором встановлено, що міцелій S. commune IBK 1768 на 4-ту добу глибинного культивування на живильному середовищі з сухарною крихтою містить 18,83 % сирого протеїну, 3,45 % сирого жиру, 66,06 % вуглеводів (із них 6,79 % ендополісахаридів), а біомаса T. versicolor IBK 353 на 5-ту добу – 19,85 % сирого протеїну, 2,35 % сирого жиру, 62,24 % вуглеводів (із них 6,10 % ендополісахаридів). Енергетична цінність 100 г висушеної біомаси T. versicolor IBK 353 становить 314,38 кКал, а S. commune IBK 1768 – 331,89 кКал.

На основі аналізу отриманих результатів, дисертант приходить до висновку, що міцелій досліджуваних грибів, культивованих на сухарній крихті, був значно краще збалансований за співвідношенням незамінних і замінних амінокислот, а також мав вищий у порівнянні з субстратом вихід незамінних амінокислот. За показниками вмісту незамінних амінокислот, хімічного скору, індексу незамінних амінокислот та прогнозованою біологічною цінністю білок міцелію S. commune ІВК 1768, отриманого при глибинному культивуванні на сухарній крихті, можна вважати білком високої біологічної цінності. Фракція жирних кислот біомаси T. versicolor ІВК 353 та S. commune ІВК 1768 характеризувалась високим вмістом ненасичених жирних кислот (60,45 % та 68,28 % від суми жирних кислот відповідно), найбільший відсоток серед них становили октадеценова та октадекадієнова жирні кислоти.

Аналіз вмісту вітамінів в міцелії в міцелії досліджуваних штамів при культивуванні на сухарній крихті показав, що при добовій порції 50 г, висушений міцелій зазначених видів лікарських макроміцетів, отриманий при культивуванні на сухарній крихті, може забезпечити від 10 до 70 % добової потреби людини у досліджених вітамінах. 

Аналіз даних літератури та отриманих результатів дозволили здобувачу стверджувати, що антимікробна дія T. versicolor та S. commune є штамозалежною, а також відрізняється в залежності від живильного середовища та екстрагенту. Встановлено, що найбільш наближеною до дії комерційного антибіотику (ампіциліну) серед протестованих є антимікробна активність водного екстракту міцелію S. commune ІВК 1768, отриманого при глибинному культивуванні на живильному середовищі з сухарною крихтою, щодо умовно патогенної грам-негативної бактерії Proteus vulgaris ATCC 6896.

В той же час, екстракти міцелію T. versicolor ІВК 353 та S. commune ІВК 1768, одержані при глибинному культивуванні на середовищі з сухарною крихтою, не виявляли гемаглютинувальну активність до еритроцитів чотирьох груп крові людини.

В розділі 6 «Аналіз та узагальнення результатів дослідження» дисертант зробила спробу об’єктивно оцінити величезний масив експериментальних даних на фоні відомих до її досліджень результатів з проблем та перспектив біотехнологій культивування лікарських макроміцетів і представила, розроблену нею схему процесу глибинного культивування лікарських макроміцетів на живильному середовищі з сухарною крихтою.
Наукові положення, представлені в роботі, обґрунтовані на великому фактичному матеріалі лабораторних експериментів яки  виконані із залученням сучасних методів досліджень в галузі біотехнології, мікології, мікробіології, біохімії.

Висновки правильно відображають зміст дисертаційної роботи і сформульовані у заключних абзацах кожного з розділів дисертації.

Дисертація і автореферат оформлені згідно з вимогами МОН України. Автореферат правильно відображає зміст дисертації і основні наукові положення, висунуті в роботі  і представлені на суд високоповажної спеціалізованої ради.

Все сказане вище дає підстави мені як опоненту вважати дисертацію Т.С. Іванової завершеною, цілісною, добре представленою науково-дослідною роботою, яка виконана на достатньо високому науковому рівні з використанням сучасних експериментальних біотехнологічних, мікологічних і біохімічних методів. Викладені результати досліджень та сформульовані висновки в цілому не викликають принципових заперечень, але разом з тим можна вказати на деякі недоробки та висловити певні зауваження до роботи: 

1. Автору можна було б не приводити в представленому огляді литератури, з одного боку, дуже цікаву, а з іншого, не зовсім що відноситься до теми дисертації, інформації, а саме: використання живильних середовищ для культивування міцелію грибів (молочну та підсирну сироватку, пивне сусло та бурякову і тростинну мелясу) при виробництві харчових продуктів та напоїв; методу «зеленого» синтезу наночастинок з використанням макромицетов.
2. З назви розділу «Скринінг видів лікарських макроміцетів для культивування на відходах перероблення зернових культур» слід було б прибрати слово "видів", оскільки дослідження проводилися з окремими штамами, а, як відомо, чутливість різних штамів одного виду до факторів зовнішнього середовища і їх біосинтетична активність можуть значно варіювати.

3. У таблиці 3.1 (стор. 102) було б бажано зазначити достовірність відмінності біоконверсії використовуваних в роботі субстратів грибами по відношенню до сухарної крихті.
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5. V tabauui 4.2, Tabn. 4.3, i 4.4 Gyno 6 GakaHo BKa3aTH cepelHi KBaApaTHYHi

BiZIXMIEHHS 1 YHCIIO MOBTOPHOCTEH KOKHOTO BaPiaHTa eKCIIEPUMEHTY.

6. Xotinocs 6 mouyTH Bin IucepTaHTa BIANOBiAbL HA MMTAHHA - YOMY B

TPOBEAEHNX TOCTIKEHHSX HE MPUALTAIOCS YBArH CHHTE3Y eK30M0Iicaxapuis?

7. BucHOBOK 4 - 3aHANTO TPOMI3AKMI i MicTHTB iH(opMauiio SK Mpo 3MicT B

MiLenii aMiHOKHCIOT, KMPHHUX KHCIOT, BITAMIHIB, Tak i Npo HOro eHepreTHuHy

uigHicTe. Byno 6 GakaHO po3minMTH Horo, sK MiHiMyM Ha 3 BiZNMOBiAHHX

BUCHOBKH. BucHOBOK 5 Takox kpatie 6yn0 6 po3ainnTy Ha 2.

TIpoTe BHC/IOBIICH] 3ayBaKEHHS He € BU3HAYATBHUMH.

3araqpHHii  BHCHOBOK: aHani3 auceprauiiiioi poGoTu nokaszas, 11O

AKTYalbHICTh, HAYKOBA HOBH3HA, TEOPETHYHE i MPAKTHYHE 3HAYEHHS OTPHMAHHX
pe3y/bTaTiB  103BOJIAE BBAKATH, INO Auceprauiiina poGora T.C. IeaHoBOT
«bioTexHo/10risi  KyJIbTHBYBAHHSI JIKAPCHKHX MaKpomiueTis Ha Biaxomax
nepepod.ieHHst 3ePHOBUX KY/JILTYP» BIANOBIIAa€ BUMOraM 10 AHCepTaUiiiHuX podit
Ha 3700yTTs HAYKOBOTO CTYNEHIO KaHAMAATa HAaykK, y T.4. mm. 9 Ta 11 «Ilopsaky

NPHCYIAKEHHS] HAYKOBHX CTYNeHiB», 3aTBeplkeHoro mnocranosoio Kadinery
MinicTpie  Vkpaiun Bin 24 snnus 2013 p. Ne567, w0  gae  miactau A

npucyakenHs ii apropy - IsamoBoi Terstnm CepriiBHH  HayKOBOTO CTYIEHS

KaHauaaTa 6ionoriyHuX Hayk 3a crewiaipHicTio 03.00.20 — GioTexHoOMOr s,

OdoiuiiiHuit ONOHEHT:

JOKTOp Ol0NIOTIYHMX HAYK, CTApIIHil HAYKOBHIT CHIBPOGITHHK,
CTapiIHil HayKoBHIi CriBpOOITHHK Bifainy

KIITHHHOI Giosorii i GioTexHo0riT

JlepxaBHOT yCTaHOBH «[HCTHTYT XapuoBoi

610TeXHOIOri Ta TeHOMIKH
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