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[bookmark: bookmark93]ЗАКЛЮЧЕНИЕ
[bookmark: bookmark94]В результате выполнения настоящего диссертационного исследования, на основании экспериментальных данных и данных, полученных методом математического моделирования, созданы научно-практические подходы получения ферментного препарата, обладающего фосфолипазной активностью и разработана технология получения ферментного препарата «Фосфолипаза А2».
1. Получен ауксотрофный штамм Komagataella phaffii YIB-Aleu2 не способный к росту на питательной среде без лейцина, на основе штамма-реципиента Komagataella phaffii Y-3489. Полученный штамм депонирован в Биоресурсном Центре Всероссийской Коллекции Промышленных Микроорганизмов (БРЦ ВКПМ) под номером Y-4761 и может использоваться в качестве штамма-реципиента.
2. Разработан новый, генно-инженерно-модифицированный штамм-продуцент рекомбинантного белка PLA2, на основе ауксотрофного штамма Komagataella phaffii YIB-Aleu2, обеспечивающий экспрессию целевого белка в культуральную жидкость. Полученный штамм-продуцент депонирован в БРЦ ВКПМ под номером Y-4513.
3. Установлено, что разработанный штамм Komagataella phaffii YIB-Aleu2, при культивировании на модифицированной питательной среде BSM, при pH 6,2 ±0,1, температуре 29,6 ±0,4 и количестве инокулята от 5 % до 10 %, способен синтезировать фосфолипазу А2 с удельной активностью 2 093 ±52 ед/мг.
4. Установлено, что при культивировании штамм Komagataella phaffii YIB- Aleu2 на питательной среде, содержащей метанол в количестве от 0,6 до 2 %, обеспечивается индукция AOX1-промотора и экспрессия не менее 1,87 г/л рекомбинантного белка PLA2 за 96 ч.
5. Получен ферментный препарат, на основе штамма-продуцента, обладающий фосфолиполитической активностью 17 979 ед/мл.
6. Показано, что при значениях pH субстрата 8,5 и температуре 55 °С, фосфолипаза А2 обладает наибольшей ферментативной активностью. Также установлено, что полное подавление активности фермента достигается при 67,37 °С и времени экспозиции 56 минут. Продемонстрировано, что через 12 месяцев хранения ферментного препарата, активность составляет более 10 500 ед/мл.
7. Показано, что опытная партия пищевой продукции, полученная с применением разработанного ферментного препарата фосфолипазы А2 соответствует требованиям ГОСТ.
Таким образом в результате выполнения диссертационной работы решены все задачи, стоящие перед исследованием, а цель - достигнута.
В качестве рекомендаций по применению результатов диссертации предлагается использовать разработанный штамм-продуцент и разработанный технологический процесс, при организации промышленного производства ферментного препарата «Фосфолипаза А2», в коммерческих интересах. Перспективы дальнейшей разработки темы состоят в:
· Продолжении изучения ферментативного катализа полученного рекомбинантного белка фосфолипазы А2, по отношению к различным субстратам, содержащим в своем составе фосфолипиды, в частности лецитины.
· Более детальном изучении особенностей масштабирования разработанной технологии получения ферментного препарата «Фосфолипаза А2».
· Продолжении исследования различных характеристик технологического процесса, с целью снижения потерь целевого продукта при организации производства.
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