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BuHaxig Hanexutb 0o GiOTeXHOMOriYHOI MPOMMWUCIIOBOCTI i CTOCYETbCS OAEPXaHHS MNOBEPXHEBO-
aKTMBHOI PEYOBUHW, Ska MOXe OyTU BMKOPUCTAHOK ONS OYMCTKM OOBKINMSA Big HadTh i HadTOBMX
3abpyaHeHb, a TakoX y HadToBMAOBYBHIN, XiMiUHIA, ddapMaLeBTUYHIN, XapyoBili NPOMMWCIOBOCTI.
Cnoci6 opepxaHHs MOBEPXHEBO-aKTUBHOI PEYOBMHM BKIOYae KynbTuByBaHHa Rhodococcus
erythropolis IMB Ac-5017 npu pH 8,0 Ha pigkoMmy cepefoBuLli, WO MICTUTb MiHepanbHi comi, SK
JKepeno asoTy HIiTpaT HaTpilo, 9K [DKepeno BYrNeueBOro XWMBMAEHHS TeXHIYHUM rnilepuH, 3
BHECEHHSAM Yy KiHLi eKcnoHeHUinHol ¢a3un pocty 0,2 % dymapaTty. 3rigHO BMHaxoay KOHLEHTpauis
HiTpaTy HaTpito cTaHOBUTL 2,3-2,5 /N, Npnyomy nicns BHeCeHHs dhymapaTy pH He peryniooThb.
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BuHaxig HanexuTb 0o 6ioTeXHOMOoriYHOI NPOMMUCINOBOCTI i CTOCYETLCA OAepXKaHHS MOBEPXHEBO-
akTnBHux pe4voBuH (MAP), aki MOXyTb BYTM BMKOPUCTAHI ANS OYULLEHHS OOBKINNA Big HadTy Ta
HadpToBMX 3abpygHeHb, a TakoX Y HadToBMAOOYBHIN, XiMIYHIA, dapMaueBTUYHIN, Xap4oBii
NPOMMWCMOBOCTSX.

Bimomnii cnocib ogepxaHHs MAP 3a gonomorot wtamy Pseudomonas sp. PS-17 [[art. 10467
UA, MIMK C 21 N 1/02. lWtam Pseudomonas sp. SP-17 - npogyueHT no3akniTuHHMX OiollAP i
oiononimepy / Wynbra O.M., Kapnexko O.B., Eniceee C.A., lernoea P.A., BinbgaHoBa-MapuuwwimH
P.l.; Ony6n. 25.12.96, Bion. Ne 4.]

Moro HeaonikoM € BUKOPUCTAHHS CKNaAHOr0 MiHEpanbHOro CepefoBMLLA 3 BUCOKMM BMICTOM
conen (12 r/n) Ans KynbTUBYBaHHA NPoAyLEHTa, HasBHICTb Yy MOro cknagi dakTopis pocTy, a Takox
HeBucokmm Buxia MNAP Big cybeTparTy.

Hanbinbw 6nmM3bkMM 40 3anpoOnoHOBAHOMO TEXHIYHOIO pilleHHs1 (NpOTOTMN) € Cnocib oaep)KaHHS
MAP 3a pgonomoroto Rhodococcus erythropolis IMB Ac-5017 [Mat. 73796 UA, Cnocib opepxxaHHA
noBepxHeBo-akTnBHMX pevoBuH / Mupor T.I1., Wynakosa M.O. Ony6n. 10.12.2012, Bion. Ne 19], skuin
nepegbavae kynbTmByBaHHA R. erythropolis IMB Ac-5017 Ha pigkoMy cepeoBuLli, WO MICTUTb
MiHepanbHi coni i K [MKepeno BYrMeulo Ta eHeprii rmiuepuHoBy dpakuito (Bigxia BMpobHMUTBA
biogmaento) y koHueHTpauii 1,9-2,1 % (o6'emMHa 4acTka).

Heponikom uboro crnocoby € HegocTaTHbO BMCOKA KOHLUEHTpaLis CUHTE30BaHWX MOBEPXHEBO-
aKTMBHMX PEYOBUH, @ TaKoXX HEAOCTATHbO BMCOKA KOHLEHTPALiA TEXHIYHOIO IMiLepuHy y cepeaoBuLLi,
KNI € BigXoaoM BMpoOHUUTBa Bioguaento.

Bpaxosytoun o6'emun BupobHuuTBa biogusento y ceiTi - noHag 11 mnH Ty 2008 poui 3 WwopiyHum
HacTynHuM 36inbweHHam Ha 8-10 % [Appl. Biochem. Biotechnol. 2012. 166, N 3. P. 680-699], a Takox
KiNbKICTb YTBOPKOBAHOIO K NOBGIYHOrO NPOAyKTY TexHivyHoro rniuepuHy - 10 % Big ogepxyBaHOro
biogusento [Appl. Biochem. Biotechnol. 2013. 169, N 1. P. 110-122], ctae 3po3yminum, Lo Ans
edeKTNBHOro BUKOPUCTAHHSA Takoro BiAXoay sik cybcTpaTy y 6ioTexHonoriYHnx npouecax noro BMICT y
cepefoBULLI KynbTUBYBAHHA NPOAYLIEHTIB NPAKTUYHO BaXITMBMX MeTaboniTiB NoBMHEH OyTu sikomora
BULLUM.

B ocHoBy BMHaxody MOKMageHo 3adady CTBOPEHHSI HOBOrO CMocoby odepKaHHsi MOBEPXHEBO-
aKTUMBHUX PEYOBUH, SKMIW NiABULLYE KOHLEHTpauito cuHTe3oBaHux MNAP i BMICT TEXHIYHOrO rniLepuHy y
cepefoBMULLi KyrnbTUBYBaHHS.

MocTaBneHa 3agada BUPILIYETBCA TUM, LLO CMOCIO ogepXaHHSA MOBEPXHEBO-AKTUBHUX PEYOBUH
BKItovae KynbtmByBaHHA R. erythropolis IMB Ac-5017 npu pH 8,0 Ha pigkomy cepegosuLli, Lo
MICTUTb MiHeparbHi coni, K [Xepeno asoTy HITpaT HaTpilo, AK [Keperno BYIrMeLeBoro XWUBIEHHS
TEXHIYHUI NiLepuH, 3 BHECEHHSAM Y KiHUi ekcnoHeHuinHoi dasn pocty 0,2 % dymapaTty. 3rigHo
BMHaxXo4y KOHLEHTpaLis HiTpaTy HaTpito ctaHoBuUTb 2,3-2,5 r/n, a nicna BHeceHHsa dymapaTty pH He
perynioTb.

MpuyYnHHO-HaCMiAKOBUI 3B'A30K MK 3arponoHOBaHMMM O3HaKaMu i OYiKyBaHUM TeXHiYHUM
pesynbTaTtoM nondrae B HacTynHomy. MiaBuLeHHS y cepenoBuLli KynbTuByBaHHA R. erythropolis IMB
Ac-5017 koHueHTpauil HiTpaTy HaTpito go 2,3-2,5 r/n i npunuHeHHa perynauii pH nicna BHeceHHs
dymapaty gae 3mory niasmwmntn y 5,9-6,1 pas koHueHTpauito cuHtesoBaHux AP (go 5,9-6,1 r/n) i
BMICT TEXHIYHOrO rmiuepuHy o 7-9 % (o6'emMHa 4acTka).

Cnoci® 3pificHioeETbCS  HAcTynmHUM  4YmMHOM. KynbTuByBaHHs R. erythropolis IMB  Ac-5017
3[INCHIOITE Ha pigkomy MiHepanbHOMY cepefoBuwi Takoro cknagy (r/m): NaNOs-2,4; MgSO,4x7H,0-
0,1; NaCl-1,0; Na,HPO,4-0,6; KH,PO,-0,14; FeSO,x7H,0-0,001; pH 7,8-8,0. Ak mxepeno Byrneuto Ta
eHeprii BMKOPUCTOBYIOTb TEXHIYHUA mniuepuH (nobiyHni npodykT BupobHuuTBa 6Giogmsenio) vy
KoHueHTpauii 8 % (ob'emHa uacTka). K MOCIBHWIA MaTepian BUKOPUCTOBYKOTb KynbTypy 3
€KCMOoHeHUinHOT ha3n pocTy (48 rod.), BUpOLWEeHy Ha cepedoBuli HaBegeHoro cknagy 3 0,5 %
TexHiyHoro riuepuHy (o6'emHa 4actka). KinbkicTb iHokynaTy - 5% Big o06'emy cepeposuLia.
YnpoaoBxX KynbTUBYBaHHSA 3AINCHIOTL nepioguyHe nignyXHeHHs KynbTypanbHol piguHn go pH 8,0
PO34YMHOM TOKOro HaTpy. Y KiHLi eKCNOoHeHUiHoT ha3m pocTy (72 roa.) y cepenosuile BHocATb 0,2 %
dymapaty (macoBa uvacTtka) y surngagi 10 %-Horo po3uuHy dymapaty HaTtpito. [licns BHeceHHs
dymapaty perynsuito pH npunnHaioTs.

KynbTuByBaHHs1 GakTepini 3giicHioloTb B konbax ob'emom 750 mn i3 100 mn cepepoBuwa Ha
kayanui (320 06/xB.) npu 28 °C ynpogosx 168 rog.

BukopuctaHHa HoBoro cnocoby gae 3mory gae 3mory nigBuwmti y 5,9-6,1 pas koHUeHTpaLito
cuHTesoBaHmx MAP (go 5,9-6,1 r/n) i BMIiCT TexHi4yHOro rmiuepuHy o 7-9 % (o6'emHa yactka).

Mpuknag 1. Bnnue pH Ha cuHTed MNAP 3a ymoB pocTty R. erythropolis IMB Ac-5017 Ha TexHiYHOMy
rnigepuHi

KynbtmByBaHHs wtamy IMB Ac-5017 34ilMCHIOIOTE Ha PigKOMY MiHepanbHOMY CepeoBULLi TaKoro
cknagy (r/n): NaNOs-1,3; MgSO,x7H,0-0,1; NaCl-1,0; Na,HPO,;-0,6; KH,P0O,-0,14; FeSO4x7H,0O-
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0,001. lMouatkoBe pH cepeposBuwa 6,8-7,0. Ak mxepeno Byrneul Ta eHeprii BUKOPUCTOBYIOTb
TEXHIYHUIM rMiLepuH y KoHueHTpauii 2 % (o6'emHa yacTka). Sk NOCIBHUIA mMaTepian BMKOPUCTOBYIOTb
KynbTypy 3 €KCMOHEHLUINHOT pasmn pocTy (48 roa.), BUPOLLEHY HA CEpeoBULLI HABEAEHOro CcKknaay, Lo
MICTUTb AK Jkeperno Byrneuto Ta eHeprii 0,5 % TexHiyHoro rniuepuHy (o6'emHa yacTka). KinbkicTb
iHOKynaTy - 5% Big ob6'emy cepepoBulia. YNPOAOBX KyNbTUBYBaHHS 3AIMCHIOITE MepioguyHe
Nigny>XHEeHHs1 KynbTypanbHoi pianHn go pH 7,0-8,5 po3umMHom igkoro HaTpy. KynbTuByBaHHSA OakTepiln
3[incHoTE B konbdax ob'emom 750 mn i3 100 mn cepegoBuwa Ha kadanui (320 o6/xB.) npu 28 °C
ynpogoex 168 roa.

Kinekictb cuHTe3oBaHux MAP (r/n) Bu3HavatoTb Tak. KynbTypansHy pignHy LeHTpudyrytots (5000
g, 20 xB.) onsa BiggineHHa Giomacu. 25 mn cynepHaTaHTy NepeHoCATb Y UWNIHOAPWYHY AiNUnbHY
BOpOHKY o6'emom 100 mn, gopatote5 mn 1 M HCI, BOpOHKY 3akpuBaloTb NpULLNI)OBAHUM KOPKOM i
CTpyLWwyoTb ynpoaosx 3 xB., gani gogatotb we 4 mn 1 M HCI n 16 mn cymiwi xnopodopmy n
mMeTaHony (2:1) W cTpywyoTb ynpodosx 5 xB. OTpuMMaHy nicns ekcTpakuil Cymiw 3anuwaTtb Y
BOPOHL Ana po3aineHHs ¢as, nicns Yoro HWXKHI0 dpakuito 36upatoTb (OpraHidyHUM ekcTpakT 1), a
BoAHY dhasy Lie pa3 ekcTparytoTb. [py NOBTOPHIN ekcTpakuii y BogHy dasy aogatots 9 mn 1M HCI i
16 Mn cymiwi xnopodopmy 3 MeTaHonom (2:1) 1 NPoBOAATEL eKCcTpakLito ninigis npotarom 5 xB. MNicns
po3aineHHs a3 30MpaloTb HKHIO dopakLito, OOepPXKyHTb OpraHivYHMI ekcTpakT 2. Ha TpeTbomy eTtani
[0 BoOHOI dha3n gogatoTb 25 Mn cyMilwi xnopodopmMy 3 MeTaHosnom (2:1) n NpoBOAATb EKCTPaKL,ito K
OMNUCaHO BULLE, MPU LbOMY OAEPXKYHOTb OpraHiyHuMi ekctpakt 3. Ekctpaktm 1-3 o06'egHytoTb i
ynaptolTb Ha poTopHoMy BunapHuky MIP-IM2 (Pocis) npu Temnepatypi 50° n abcontotHomy Tucky 0,4
aT™ [0 NOCTIKHOI Macu.

EmynbryBanbHy 3gaTHICTb (iHOEKC eMynbryBaHHS) KynbTypanbHOI PiAvHU BM3HA4aloTb Tak. [o 2
MIT KynbTypanbHOI PiguHW godatoTb 2 Mn cybecTpaTy Ans emynbryBaHHS Ta CTPyLYHOTb YNPOoAoBX 2
xB. BumiptoBaHHs iHaekcy emynbryBaHHs (E,4) npoBoasaTts 4epes 24 rod. SK BENUYMHY BigHOLLEHHS
BMCOTU LLAPY eMynbCii 4O 3aranbHOi BUCOTU pianHK B Npobipui i BUpaxatoTb y BigcoTkax. Ak cybcrtpat
ANst eMyrnbryBaHHs1 BUKOPUCTOBYIOTb COHSILLHMKOBY OJlito0.

Y 1abn. 1 HaBeaeHo aaHi npo cuHTe3 MNMAP wTtamom IMB Ac-5017 3anexHo Big pH cepegosuwa.

Tabnuusa 1

Bnnue pH Ha cuHTes MNAP 3a ymoB pocty R. erythropolis IMB Ac-5017 Ha TexHiYHOMY rRiLuepuHi

pH ynpoAoBX KynbTUBYBaHHSA MAP, r/n Eoq, %
Be3s perynsauii pH (npotoTtun) 1,0+0,05 55+2,7
7,0 1,4+0,07 58+2,9
7,5 1,8+0,09 68+3,4
8,0 2,0+0,10 70+3,5
8,5 1,6+0,08 68+3,4

HaBepgeHi y Tabn. 1 gaHi ceigyatb, Wo 3a niatpumarHsa pH Ha piBHi 8,0 ynpoaoBX KynbTUBYBaHHS
wramy IMB Ac-5017 Ha cepepoBuLi 3 TEXHIYHUM [MiLEPUHOM KOHUeHTpauid cuHtedosaHux AP Ta
iHOEKC eMynbryBaHHSA 4OCAraloTb MakcMMarnbHux 3HadveHb (2,0 r/ni 70 % BignosigHo).

Mpuknag 2. Bnnue pH i dymapaty Ha cuHTes AP 3a ymoB pocTy R. erythropolis IMB Ac-5017 Ha
TEXHIYHOMY riLepuHi

KynbTuByBaHHsa wtamy IMB Ac-5017 3gincHioloTb B yMoBaX, HaBedeHux y npuknagi 1. Ak
[XKepeno BYyrneul Ta eHeprii BUKOPUCTOBYHOTb TEXHIYHUIA MMiLepuH Yy KoHUeHTpauii 2-6 % (o6'eMHa
yacTka). B ogHoMy 3 BapiaHTiB ynpoOoBX KyNbTUBYBaHHS 3AINCHIONTb MepiognyHe nianyXHeHHS
KynbTypansHoi piavHu ao pH 8,0 po3umMHoM igkoro HaTpy. Y KiHUi eKkcrnoHeHUinHoT ¢asun pocty (72
rogd.) y cepeposue BHocAaTb 0,2 % dymapaTy (macoBa 4vactka) y Burnagi 10 %-Horo posymHy
dymapaty HaTtpito. [licna BHeceHHs dymapaTty perynsudito pH npunuHaioTe.  KoHueHTpadito
cuHTe3oBaHmx MAP aHanisytoTb gk onucaHo y npuknagi 1. Jani npo cuHTes MNMAP R. erythropolis IMB
Ac-5017 Ha TexHi4HOMY rniLuepyvHi 3a MPUCYTHOCTI hbymapaTy HaBegeHo y Tabn. 2.
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Tabnuuga 2
Bnnue coymapaty Ha cuHTes MNAP 3a ymoB pocty R. erythropolis IMB Ac-5017
Ha TeXHIYHOMY rMiLepuHi

KoHueHTpauis riuepvHy, % pH ynpoaoBX KynbTUBYBaHHSA MAP, r/n
5 bes perynauii 1,0+0,05

8,0 3,0+0,15

4 bes perynauii 2,4+0,12

8,0 4,0+0,20

6 bes perynauii 3,81£0,19

8,0 4,9+0,24

Omxe, MiOBULLIEHHS KOHUEHTpaUii TeXHIYHOro rniuepuHy y cepegoBuili o 4 i 6 %, HasBHIiCTb
dymapaty, niatpumaHHsa pH Ha piBHi 8,0 OO BHECEHHHA OpraHivyHOI KMCROTWM CynpoBOOKYBanucs
36inblweHHam cuHTesy MNAP go 4,0-4,9 r/n.

Mpuknag 3. 3anexHicte cuHTesy AP R. erythropolis IMB Ac-5017 Big KoHUeHTpauii HiTpaTy
HaTpIlo Y cepefoBULL 3 TEXHIYHUM MMiLEePUHOM

KynbtuByBaHHsa wtamy IMB Ac-5017 3giicHiol0OTb B ymoBax, HaBedeHux Yy npuknagi 1.
KoHueHTpauisa HiTpaTy HaTpilo y cepenoBuLli cTaHoBUTb 2,1-2,7 1/n, TEXHIYHOrO rniuepuHy - 6 i 7 %.
KynbTuByBaHHs 6akTepilt 3giicHolTb B Konbax o6'emom 750 mn i3 100 mn cepenoBula Ha kadarui
(320 06/xB.) npu 28 °C ynpogoex 168 roga.

KoHueHTpauito cnHtesoBaHux NAP BM3Ha4aloTb KK onmMcaHo y npuknagi 1.

Moka3sHukn cuHTedy MNAP 3anexHo Big KOHUEHTpaUii axxepena as3oTy HaBegeHo y Tabn. 3.

Omxe, NiaBMLWEHHS KOHLIEHTpaLi a)kepena a3oTHOro XusneHHs go 2,3-2,5 r/n y cepenoBuli 3 6 i
7 % TexHi4HOro rniuepvHy CynpoBOMKYETLCA 30iNbLUEHHAM KOHLEHTpaLii cuHTe3oBaHux AP Ha 40-
60 % nopiBHAHO 3 Noka3HMKkamu Ha 6azoBoMy cepeaoBuLi 3 1,3 r/n HiTpaTy HaTpIlO.

Mpuknag 4. Bnnue pH i dymapaty Ha cuHTes AP 3a ymos pocTy R. erythropolis IMB Ac-5017 Ha
cepefoBULL 3 TEXHIYHUM MMiLEPUHOM i MiABULLEHUM BMICTOM HiTpaTy HaTpito

KynbtuByBaHHs wtamy IMB Ac-5017 3gincHioloTe B ymoBax, HaBedeHux y npuknagi 1. Ak
[XXepeno Byrneulo Ta eHeprii BUKOPUCTOBYIOTb TEXHIYHUI TiLepuH Y KoHUeHTpauii 6-10 % (o6'emHa
yacTtka). KoHueHTpauia HiTpaTy HaTpilo y cepedoBuLli CTaHOBUTL 2,5 r/n. YNpoaoBX KynbTUBYBaHHS
30iNCHIOITE NepiognyHe Niany>XHeHHsa KynbTypansHoi piguHu go pH 8,0 posunHoMm igkoro HaTpy. Y
KiHLLi ekcnoHeHLiHoT basn pocTy (72 roa.) y cepeposuile BHocATb 0,2 % dymapaTty (Macosa 4acTka)
y Burnagi 10 %-Horo posunHy dymapaty Hatpito. [licna BHeceHHa ymapaty perynsgito pH
NPUMUHAIOTb.

Tabnuusa 3
BnnuB koHUeHTpaUii HiTpaTy HaTpito Ha cuHTe3 MNMAP 3a ymos pocTty R.
erythropolis IMB Ac-5017 Ha cepefoBuLLi 3 TEXHIYHUM TRiLEePUHOM
KoHueHTpauis rmiuepviHy, % | KoHueHTpauia HiTpaty HaTpito, r/n MAP (r/n), % Big KOHTpPOMIO
2,1 130
2,3 140
6 24 140
2,5 145
2,6 130
2,7 125
2,1 135
2,3 145
7 24 150
2,5 160
2,6 135
2,7 130

MpumiTtka. KoHTtponb (100 %) - koHueHTpaudia MNMAP Ha cepegoBui 3 1,3 r/n HiTpaTy HaTpilo.
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KoHueHTpauito cnHtesoBaHux AP aHanis3ytoTb gk onucaHo y npuknagi 1. Ak BugHo 3 HaBegeHUx
y Tabn. 4 naHux, NiABMLLEHHS KOHUEHTpaUil Jxxepena asoTy (HiTpaTy HaTpito) 4o 2,5 r/n, niaTpumaHHs
pH Ha piBHi 8,0 0o BHeceHHs chymapaTy ganu 3Mory CyTTEBO MNiABULLMTM KOHLEHTPALIK0 CUHTE30BaHNX

MAP.
5
Tabnuusa 4
CunHtes MAP R. erythropolis IMB Ac-5017 Ha cepefoBuLLi 3 NiABULLEHOK KOHLEHTpALIE
TEXHIYHOrO rrilepuyHy i HiTpaTy HaTpito 3a NPUCYTHOCTI hymapaTty
KoHueHTpauiga rniuepuHy, % dymapar, % MAP, r/in
6 0 2,910,14
0,2 4,9+0,24
7 0 3,0£0,15
0,2 6,0£0,30
8 0 3,410,117
0,2 6,1+0,30
9 0 2,8+0,14
0,2 5,940,29
0 2,0£0,10
10 0.2 3,8£0,19

OTxXe, BUKOPUCTAHHA 3anpOnoOHOBAHOIO CNocoby Aae 3MOory gae 3mory MOpiBHAHO 3 NPOTOTUNOM
nigeuwntn y 5,9-6,1 pasis (8o 5,9-6,1 r/n) KoHueHTpauito cnHTe3oBaHux R. erythropolis IMB Ac-5017
NMOBEPXHEBO-aKTUBHMX PEYOBUH i BMICT TEXHIYHOMO MMiLEPUHY y CepedoBULLi KyNbTMBYBAHHS LUTaMy

10  IMB Ac-5017 32 go 7-9 % (o6'emHa yacTka).

OOPMYJIA BUHAXOLOY

Cnoci®é opepaHHS MOBEPXHEBO-aKTMBHMX PEYOBUH, LLO BKIHOYAE KynbTMBYyBaHHA Rhodococcus
15 erythropolis IMB Ac-5017 npu pH 8,0 Ha pigkoMmy cepefoBuLli, WO MICTUTbL MiHepanbHi coni, §K
oKepeno asoTy HiTpaT HaTtpilo, AK [MKeperno BYrMNeueBOro XWBMEHHA TexXHIYHUW T[filuepuH, 3
BHECEHHSIM Y KiHUi eKkcnoHeHUinHol dasn pocty 0,2 % dymapaty, skuin Bigpi3HAETbCA TUM, LLO
KOHLIEHTpaL,isi HITpaTy HaTpito cTaHoBUTL 2,3-2,5 1/, a nicns BHeceHHA coymapaty pH He peryniooThb.

Komm’'totepHa BepcTka J1. LlixaHoBcbka

[epxaBHa cnyxba iHTeneKkTyanbHOi BNacHocTi YkpaiHu, Byn. Bacuns INunkiscekoro, 45, m. Kuie, MCI1, 03680, YkpaiHa

0N “YkpaiHCbKWM iIHCTUTYT iHTenekTyanbHoi BNacHocTi”, Byn. [nasyHoBa, 1, m. Knie — 42, 01601



