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реакторь! нового поколения на основе Р!акропористьпх сорбентов монолитного
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03.01.0б - биотехнология (в том числе бионанотехнологии)
и 02.00.0б - вь!сокомолекулярнь|е соединения

в диссертационньпй совет д. 50!.001.59, созданньпй на базе 1}1осковского
государственного университета имени м.в. .||омоносова

Б последние десятил етутя существенно возросла роль природньп< биокат81лизаторов
д]1я ре1шения Ряда наг{ньгх у1 практических задач. Р1спользование ферментов в
производственньгх процеосах' например, з€1мена кислотного и щелочного гидролиза на
ферментативньтй, г{озво.]ш{ет иск.]1}очить из технологического цикла вреднь1е с
экологической точки зрения химичеокие ре€генть|, повь1сить чисто ц у| вьгход целевого
продукта. Ёо использование свободньгх ферментов имеет ряд оущественньгх недостатков9

т€}ких к€1к вь!сока'{ стоимость природньгх биокатализаторов и щудности в удален|4*т 14х из
реакционной средь1. (роме того молекуль] ферментов доотаточно чувствительнь1 к
температуре' рЁ и н3}личито р€шличньп( веществ в реакционной среде. {ействие даннь1х
факторов часто приводит к денатурации белковой молекуль1 и, к€}к оледствие' к потере
активности фермента. Б связи с этим разработка гетерогенньп( биокатаглизаторов яв.]ш1ется
весьма вокной заданей, име}ощей фунд!|мент8штьное и практическое значение.



Фднако использование известньгх методов иммоби лпзации на стандартнь1е
носители' уг{акованнь1е в колонки' не воегда обеспечивает необходиму|о эффективность
биокаталр\за) что главнь1м образом связано с лиффузионнь1ми затруднениями при
массопереноое субстрата к €}ктивному центру лок€ш1изованного фермента. 1{ак следотвие'
при вь1соких скоростях подачи раствора субстрата гетерогеннь|е биокат€ш|изаторьт часто
работалот в неравновесном и невь|годном д.тш{ практики дин€|мическом ре)киме.
|[реодолеть эти защуднени'{' которь|е резко огр€}ничив€шот применение
иммобилизованньп( ферментов, возможно при использовании в качестве носителей
современньгх полимерньгх материа]|ов на основе м€1кропористьгх монолитньп( сорбентов.

1{роме того' чрезвьп{айно акту€1льньтм в современной биотехнологии яв.тш1ется
создание систем оп_11пе мониторинга биоката-глитических реакций, ]Ф есть т€1ндемнь1х
хроматографинеских реакторов, соотоящих из биоката]титической у1аъ|а]т|\тической частей.

Б свете вь|!шеск{шанного, диссертационная работа Болокитиной м.в., посвященн€ш1

разработке комбиниров8}нньп( хроматографинеских биореакторов' состоящих из
биоката_глитической |1 анытутт|4ческой колонок на основе м€|кропориотьгх монолитнь1х
носителей, явттяется актуальной и практически значимой.

.(иссертационн€ш{ работа вь1полнена в соответствии с пл€1ном ЁР1Р ивс РАЁ по
теме ]\ъ1 ''Биологически активнь1е полимерь| и матери€1ль1 на их основе для
биомедицинских целей''. ]ф гос. регистращии 0120|з72562.

в овоей работе диссертант ре1ш!1л следутощие задачи: полу{ение новьгх
макропористьгх г{олимет€1крилатньгх матери€1"лов в форме монолитньп( колонок с
контролируемой поровой структурой; разработка метода иммобилизации ферментов на
поверхности макропористьгх полимерньп( монолитньп( носителей; изг{ение влияния
условий проведения гетерогенного биок ата]|утза; разработка методов вэжх-мониторинга
продуктов ферментативного гидролиза вь1сокомолеку.т|ярньгх субстратов с
использов€}нием в качестве стационарньгх фаз м[}кропористьп( монолитньп( сорбентов;
оценка перспективности использов€}ния по'гг{енньгх гетерогенньгх биокаталлизаторов в
ре€}кциях деградации природньп( рт синтетических полимеров; создание
хроматографинеских ре€|кторов на оонове м€}кропористьгх монолитньп( носителей |\
апробац у|я'|х в биотехнологичеоких процессах.

.(иссертационн€ш{ работа Болокитиной м.в. посщоена по традиционной схеме. Фна
состоит из следу[ощих р€вделов: Бведения, Фбзора литературь1, 3кспериментальной
части, Результатов и обсуждени'{, Бьтводов и €писка литературь|. !иссерт ация изложена
на 182 стратт14{88, вк.т1}очает 69 рисунков,2! таблицу ут223 литературнь1е ось1лки.

Бводная часть диосерт ацу1и содержит все элементьт общей хар€1ктеристики работьт.
в ней расомотрень1 актуа]1ьность темь| работьт, ее цели у[ зацачи' нау{н€ш{ нови3на'
пр€|ктическ€ш значимость, полох{ени'{, вь1носимь1е на защиту' описана аглробацпи работь1 и
подготовленньп( публикаций.

Фбзор литературь] состоит из пяти частей. шш наглядности и простоть| вос приятР1я
материала представленнь1е д€}ннь1е проилл}осщиров€1нь| больтшим количеотвом рисунков.
Б целом Фбзор литерацрь1 хоро1шо построен и дает подробное представление о текущем
состоянии проблемь}.

Б разделе 3ксперимент€ш1ьн€ш{ часть опис€}нь1 матери€1ль| и методь1' которь|е бьтли
использов€}нь1 автором в его исследов'1ниях. 3тот раздел свидетольствует о том' что
д81ннш{ работа охвать1вает различнь!е области современной науки и говорит о больтшом
объеме проведенньп( исследований.



Раздел Результатьт 14 обсух<дение дает подробное объяснение по вьтбору
используемьгх подходов и в€ркности ре1паемьгх задач. Результатьт всех экспериментов
г{роилл}осщированьт на соответству'ощих рисунках, график€!х' ди€гр€}мм€1х 14

систематизировань| в соответству|ощих таблицах.
|{ервьте два раздела данной гл€}вь1 посвящень| полг{ени}о и характеристике

монолитньгх м€|кропористьгх носителей, слух<ащих к{}к д.тш{ иммобилизации ферментов, т'|к
и д]1я хроматографинеского р€шделения продуктов ферментативньп( реакций.
м.в. Болокитиной наряду с синтезом ст:1ндартньп( монолитньгх м€|кропористьп(
матери€1лов на основе сополимеров глицидилметакру|лата (гмА) с
этиленгликольдимета}рилатом (эдмА) бьтли разработань1 и оптимизировань1 методь|
синтеза новьп( макропористьж монолитньп( гидрофильньп( материалов на основе
сополимеров глицидилметакр|4лата (гмА), 2_гидроксиэтилметакри лата (гэмА) 14

этиленгликольметакрилата (эдмА), а так)ке глицидилметакрилата (гмА) и
глицериндиметакру[лата (гдмА) в формате колонок с контролируемой поровой
структурой. 1{роме того бьшл оптимизирован синтез м€!крошористой монолитной колонки
на основе сополимера лаурилметакрилата ()1йА) и этиленгликольдиметакрилата (3[\4А),
необходимой д]тя мониторит{га поли(молочной кислотьт) методом вь|сокоэффективной
х{идкостной хроматограф"'.

1ретья часть опись|вает иммобилизацито ферментов (рибонуклеазь1 А, $-ксилан€шьт'
$_ксилозид€шь1 ут эстер€шь1) на поверхность полг{аемь[х м€1кропористьгх монолитньп(
сорбентов. в данной гл€ше й.Б.Болокитина использовш1а как традиционньтй метод,
основанньтй на ре€1кции белков с эпоксиднь1ми группами' содержатт\ими оя на поверхности
носите.тш1, так и метод, основ€}нньлй на введении промех{уточного спейсера. Б качестве
спейсера бьтло шредлох{ено испо.т1ьзовать полимер 2_деокси-\-метакрилоиламидо-}-
гл1окозь1, 00Р€дварительно окисленньтй периодатом натрия д{[я по]гг{ения
реакционноспособньос €}льдегидньп( груг1п.

€ледулощим этапом исследований бьтло изг{ение влияния разли1{ньгх факторов,
таких к€}к природа поверхности матери€1ла-нооителя, метод иммобилизащии фермента,
геометрия стационарной фазьт, количество иммобилизов€|нного фермента и скорость
сквозного потока раствора субстрата через биореактор на эффективность гетерогенного
биоката-глиза. Бьтла исследов€1на возможность применения гетерогенньгх биокатаглизаторов
на основе макропористьгх монолитньгх матриц д]1{ процессов деградации природньгх и
синтетических полимеров. |1олг{еннь!е результать1 ср€|внива!ли с д€|ннь1ми по деградации
полимерньп( молекул с иопользов[!нием нативньгх ферментов. |{ри этом бьтли разработань|
и оптимизировань1 конкретнь1е хроматографииеские протоколь1 д.тш{ ан€1лиза исполь3уемь1х
вь1сокомолеку]1ярньгх субстратов (рибонуклеинова'{ кислота, поли(цитидилов€ш{ кислота) ,
поли(молочн€ш{ кислота), ксилатт) и продуктов их деградации при использов€}нии в
качестве стационарньгх фаз м€!кропористьгх монолитньп( сорбентов с необходимь1ми
фу"*ц"он€ш]ьнь|ми групп!!ми.

Ёайденнь|е оптимальнь1е условия ферментативного гидролиза у\ разработаннь1е
протоколь1 хроматографинеского €1на'{иза по3волили создать хроматографинеские
биоката-глитические реакторь!' в которьгх стадии биок ата]ту1за и мониторинга продуктов
объединялись в один оп-/!пе процесс. 1(роме того' бьтла проведена успе1шнш{ оценка
возмох{нооти использования хроматографинеских биоката-глитических реакторов в

различнь}( процессах биотехнологии' таких как о1{истка смеси биологическиактивньп(
веществ от примесей Рнк и полг{ение .ксилозь1 и ксилоо.т1игосахаридов из древесного



ксилана. 1аким образом, гл€ва <Результать| и обсуждение) убедительно демонстрирует
нови3ну исследования и по/гученнь!х результатов. €тоит отметить' что работа н€|писана
гр€}мотнь1м наг{нь1м язь1ком и вь1полнена на вь!соком теоретическом 14

эксперимент€ш{ьном уровнях с использов€!нием современньгх методов исследова|1утя.
Ряд представленньгх результатов г{одтверх(д'}}от больтшуло практическук)

значимость данной диссертационной работь| как для науки' так и для производства.
Ёапример, на основе д€|нньгх г{о соста1в€}м полимеризащионньгх омесей у\ поровь1х
характеристик полу{енньп( макропористьп( полимерньгх монолитньгх матери!ш1ов'
предло}кень1 рекомендацу1ут, позво.тш1}ощие направленно контролировать характеристики
полг{аемьгх матриц, необходимь|е д"тш{ ре1пения конкретньп( задач; разработаннь1е
хроматографивеские методь| могут бьтть использов€}нь| д.тш{ вь1сокоскоростного ана]тиза у1

сепарации различньп( природньгх Рт синтетичеоких полимеров (Рнк, поли(6)' ксил€}н'
пмк) и продуктов их дещадации; при исследован|4и влияъту1я различньп( факторов на
эффективность гетерогенного биоката-пиза вь1{влень1 наиболее перспективнь1е методь1
создания ут условия применения полу{аемьгх гетерогенньгх биоката-гтизаторов; пок€вана
возмо}кность эффективного использов€|ни'| разработанньгх хроматографинеских
биоката_глитических ре€!кторов на основе макропористьп( монолитов в процессах
биотехнологии.

Ёе вь1зь1вает сомнений обоснованность |\ достоверность результатов
экоперименталльной работьт, нау{нь1х поло:кений у! вь1водов, сформулированньгх в
диссертации. Результать| исследования изло}кень1 последовательно и логично. Бьтводьт,
сформулиров;1ннь|е на основе полг{енньгх результатов, обосновань1 ут полность}о
соответству[от пост€1вленнь1м це.тш{м у1 задач€|м исоледования. в целом, работа
представ.тшет собой завер1|1енное исследов€1ние' вь1полненное на вь1соком теоретическом и
эксшеримент€ш1ьном уровне.

|{ри ознакомлении с работой возникли следу}ощие вопрось!' замечания и
шо}|(елания:

|{о структуре работьт:
- в автореферате отсутотвует г{ункт к€оответствие содерх{ания диссерт ацпи

з€ш{вленной специ'тльно сту\ и отрасли науки)
_ недостаточно раскрь|та актуальность исследований, во кБведении) отсутству[от

пункть1: <<€тепень разработанности темь|)' к1еоретическш{ значимость работьт>,
<йетодология и методь| исследования);

- во второй главе отсутствует к.{изайн иоследований>>, так}ке отсутствует общая
методологическш{ схема. Ёа-т:ичие этих пунктов способствует системату1зы7и14
вь1полненньп( исследований ;

_ экоперимент€1льньте гл€шь| не везде зак8|н1!ив€}}отоя вь1водами.
|[о содер}к€|ни!о работьт :

- калиброво![нь1е кривь1е (например, рис. 36) представлень1 не во 2-ой главе' а
перенесень1 в главу 3 кРезультать| и обсутсдение)

- отсутствует обоснование вьтбора ферментов,
- не проведона статистичеокш{ обработка

графиках, так и в таблицах
- термин ((оптимизация процесоа) применен не совоем корректно' так как

отсутотвует описание применяемого метода (статистический или феноменологинеский).
"[{ултпе использ овать вьщФФкени е (шодо братльт оптимаг{ьнь1е условия )

-не д€|но обоонование необходимости использов€|ния второго вь1сокомолеку.гш{рного
субстрата (поли(€)) дл;я определения активности рибонук]1еазь1

используемьгх д.]ш{ иммобилизации
данньгх, и не предст€шлена к€}к на



- описок литературь| содер}кит только 20 % источников за последние 10 лет
1ехнические Ё{едостатки :

_ в списке рокращений отсугствует н€швание некоторьп( веществ (наглример,
полицитидиловой к!дслоть1 (поли(€)).

Бьттшеизложе{{нь1е сообрах< ену1я иметот частньтй хар€}ктер' не влия}от на
обоонованность полох(ений, вьтносимьп( на за]циту диссертации, и не сних{а}от общу:о
поло)кительну|о оцёнку работьл, котор€ш{ вь1полнена на вь]соком профессион€ш{ьном

уровне.
Фснов: ]

ть1е ре:}ультать1 работьт ощах{еньл в 4-х статьях' опубликованньтх в )кш)н€шт€}х,

входящих в |{орене:]ь рецензируемьгх нау{ньгх х(урн€1лов БА( РФ (3 ме}кдународньгх) и
17 тезис€|х док.т1адо1Р на мех{дународньгх и всероссийских конференциях и симпозиум€1х.
1акх<е диосертанто'м полг{ен 1 патент РФ. Автореферат и публикации полность}о
отрах{а}от содерх([}ние ди ссерт ац14||.

в диссертац!донной работе м.в. Болокитиной убедительно показан потенци3}л
г{римен ену1я р*р*'5*'ь1ваемьгх хроматографинеских биокаталитических реакторов.
|{редстав.]1'{ется к;;1айне перспективнь1м дальней1шее р€швитие этих разработок.

1

Рекошпендации по , использованик) результатов п вь!водов диссерт ацрти вкл}очает

рас1ширение ряда ис{]ользуемьгх д"тш{ изготовления биоре€}кторов ферментов, а такя{е вьтбор
и обоснование наибсолее эффективньп( условий эксплуатации систем.

|{олутеннь|е ] автором результать] могут бьтть использов€}ньт в лабораториях'
работа:ощих в облас!ти энзимологии, биоката-глиза *| биотехнологии' таких учрех{дений как
[имический ут Биологический факультетьт мгу имени м.в. -|[омоносова, Р1нститще
биоорганической ,'.''", имени м.м. |1[емякина и }о.А. Фвчинникова РАн,
Ёациона-гльньй исс;ледовательский центр к(урнатовский институг) Федеральное
государственное бтодхсетное г{рех(дение |1етербургокий инститщ ядерной физики имени
Б.п. 1{онстантинова (лаборатория энзимологии), Ёаутно_образовательньтй центр
Ёанобиотехнологии' Федерального государственного автономного образовательного
учре)кдения вь|сшлет|о образов аъ{у1я <<€анкт-[1етербургокий политехнический университет
|{етра Беликого>>, Р[нституг фу"да*,ент€1льной биологии и биотехнологии Федерш1ьного
государотвенного !1втономного образовательного г{рех{дения вь1с1шего
профессион€|-г{ьного образов агтия €ибирского федерального универоитета'
[осударственное нау{ное гФех{дение Бсероссийский наг{но_исследовательский у1

технологический инотитуг биологической промьт1пленности, Федеральное бтодхсетное

учре}кдение науки к[осуларственньтй наутньтй центр вирусологии у{ биотехнологии
<Бектор>.

3аклпочение

,.{иссертационн€ш{ работа Болокитиной м.в. полность}о удовлетворяет всем
требованиям, предъяв.тш{емь1м в пункт€|х 9-14 <|1остановления о порядке присух{дения
г{ень1х степеней) (]ф 842 от 24 сентя6ря 2013 г.), а ее автор, безусловно' заслух{ивает
присвоения искомой уленой степени кандидата химичеоких наук по специ€}льностям
0з.01 -06 биотехнология (в том }тисле бионанотехнологии) и 02.00.06
вь|сокомолеку.т1'{рнь|е соединения.

Фтзьтв бьшл заслу1шан ут одобрен |!а засодании кафедрьт биотехнологии
1-осударственного бгодхсетного образовательного у{рех{дения вь]с1пего



профессион€!пьного образования <<€анкт_|{етербургской государственной химико_

фармацевтической академии) йинистерства здр€шоохр{|нения Российской Федерациут 20
января 201-6 года (протокол }т1'о 5).

.{оцент кафедрьт биотехнологии
гБоу впо спхФА йинздрава России,
кандидат химических наук
(02. 00. 06 _ химия вь1сокомолекулярньгх соединений (химинеские науки))

[лазова Ёата-гтья Бладимировнадоцент
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3аведутощ€ш1 кафедрой биотехнологии
гБоу впо спхФА 1!1инздрава Росси
кандидат биологических наук
(03 . 00.23 -биотехнологътя (6пологич

доцент дязна'{ Бера Анатольевна

26 января 201 6 года
|97з76, Российская Федерация' г. 6атткт-|{етербург, ул. |{рофоссора |{опова, д.|4'лит. А
[осуларственное бтошкетное образовательное г{реждение вь1с1шего профессион€}льного
образов ания к€анкт-|{етербургоксш{ гооударственн€ш{ химико-фармацевтическ8ш{ академия)
йинистерства здравоохр€|нения Российской Федерации ([БФу впо спхФА йинздрава
России)
тел.: (8|2) 2з4-57-29; факс: (812) 2з4-60-44
электронн€ш{ г{очта : 1пй @р}:аггп!ппо1ес1т. со гп
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свшдв11у1я о вшдущши оРгАнизАции

по диссертации Болокитиной йарии Бладимировнь1
к[роматографинеские биоката_гтитические реакторь1 нового поколен|4я 1{а основе

макропористьгх сорбентов монолитного типа),
предот!|вленной на соискание уленой степени к€1ндидата химических наук

по специа-]1ьностям 03.01.06 _ биотехнология (в том числе бионанотехнологии)
и 02.00 .06 - вь1сокомолеку.т1ярнь!е соедине ния.

|{олное н€}именов€}ние [осударственное бтоджетное образовательное
г{ре)кдение вь1с1шего профессион€|-шьного
образов аътия к€анкт_|{етербургск€ш
государственна'{ химико_фармацевтическа'{
ак4демия) Р1иниотерства здравоохранения
Российской Федерации

€окра:ценное наименование гБоу впо спхФА йинздраза России
}1есто н€|хо)кдения Российская Федеращия' €анкт-|1етербург
|[очтовьтй а,дрес 79]з7 6, 6анкт-|1етербур|, }!!. |{рофессора |{опова,

д.!4, лит. А
Руководитель Ректор: д.фарм.н., профессор Ёаркевит 14горь

Анатольевич
(онтактньтй телефон тел.: +7 (812) 2з4 57 29, факс: +7 (в 12) 499 39 03
&рес официального сайта в сети
?1нтернет

тй/\^/\м.5рсра.гц

Адрео электронной почть! !пб @р}:аггп1ппо1е с}т. с о гп

11еренень основнь[х губликаций работников ведущей организации по теме
диссертации в рецен3ируемь[х научнь!х и3даниях 3а последние 5 лет

1. Ёанопроизводнь1е тетраеновьтх макролидньгх антибиотиков: полг{ение и медико-
биологические свойства / в.А. 1{олодязная' в.в. Белахов, А.в. |арабад)киу || !стехи
медицинской микологи\4. - 20|5. - т. )(1!. _ с. зз4-зз1 .

2. Ёаносщуктурь1' вкл1очшощие г!ерокоидазу редьки терной, антибиотики и
цикл0декстринь1 дл'[ создаъ{|4я различньпс фармацевтических композиций | А.н. €еркова,
н.в. [лазова, н.в. 3аинкова, т.и. 1!1уравьева, н.д. Бунятян || Фу"д''ент€ш1ьнь]е
исоледова71у1я. - 2015. - }{ъ 2, ч.3. - с. 518-522.
3. 1,{ммобилизация протеиназ с цель}о создания мягких лекарственньгх и косметических
фор' | н.д.Бунятян, н.в. 3аинкова, \.А. 1!1уравьева, А.|{. Фмельянова, н.в. |лазова ||
Фундаментаг{ьнь1е исследования. -2015. - ]\ъ 2, ч.3. - с. 514-5|7.
4. Асследование сорбции фенола и ароматических карбоновьп( кислот на молеку]1ярньгх и
модифицированньп( носите.]ш{х / Ё.Б. Боронутна) н.в. 1{отова, н.в. [лазова || (6орник
матери€ш!ов 11 Бсеросоийской наг{но-шрактической конференции с мех{дународнь|м
г{астием <14нноващии в здоровье нации). - 20|4. _ с. з12-з15.
5. йодификация носителей на основе агарозь1 д'{'{ иммобилизации биомакромолекул и их
применение в процессе хроматографинеского разделения | т.и. 6алихова, м.н.
Агафонова' н.в" [лазова || (,борник матери€}лов 1! Боероссийокой наулной конференции
студентов и аспирантов с международнь1м участием <йолодая фармация - потенциал
будущего). - 2014. - с. 207 -209.
6. 1п|шепсе о[ 5шг|асе-1гпрг|п1е4'}.{апораг||с1ез оп 1гурз!п Ас1|т|1у / Ап16п|о 6шеше1го,
А1еззап0го Рогпа, 1Ф1 1(аг|гп, Бтма йоса[о, }езз1са |а\<ата6а, 1за6е1 Ретет 6е !аг9аз_
5апза1уа0ог, },1|с}:о1аз 1шгпег, Б1епа Р|1е1з[а, €г1з1|апа 5о}:гп|01 6е йа9а11т5ез, $а1а|]а 6|атоуа,
Апаз1аз1а $ег[оуа, А1е[зап4га Фгпе1|апоуа ап0 5егяеу Р11е1з}у || А6уапсе4 1теа111тсаге



гпа1ег!а1з, 6еггпапу. - 20|4. - с. 11-15. - }Ф}: |0.|002|а6\':тп.201з006з4
7. €оздание и изг{ение наноструктур, вкл}оч.}}ощих пероксидазу редьки нёрной / н.в.
[лазова, А.н. €еркова || \|1атери€ш1ь1 мех(дународной нау{но-г{рактической конференции
< Фармацевтические и медицинские биотехнологии) (йосква , 20-22 марта, 20|2г .) . _ 20|2 .

_ с.257-258.
8. 14спользов€|ние наносистем в качестве персг{ективь1 создания новьгх лекарственньгх

фор' / н.в. [лазова, А.н. €еркова || сб. у11 мех{дун. науч.-практ.конф. кЁаука и
технологии: 1шаг в будущее> Рга}:а, Рш611з}л|п9 Ёошзе "Ё0шса1|оп ап6 $с|епсе". - 201 1. - у.3.
- Р.29з5
9. Р1опользование наноматериалов д.]ш! иммобилизации гидролитических ферментов / н.в.
[лазова, с.А. Ёовикова, А.Б. йакагонов || йедицинск€ш1 иммунология. - 2009. _ т.11, ш4-
5. - с. 484-4в5.

.{оцент кафедрьт биотехнологии
гБоу впо спхФА 1!1инздрава России,
кандидат химических наук' доцент

3 аведулощ€ш{ кафедрой биотехнологии
гБоу впо спхФА йинздрава России,
кандидат биологических наук, доцент
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