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Реферат

Отчет _145_ с., _4_ ч., _52_ рис., _16_ табл., _47_ источник 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: БИОЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ, ЛЮЦИФЕРАЗА, СВЕТЯЩИЕСЯ БАКТЕРИИ, СВЕТЯЩИЕСЯ ГРИБЫ, МИКРООКРУЖЕНИЕ, ИММОБИЛИЗАЦИЯ, ВЯЗКОСТЬ СРЕДЫ, СТАБИЛИЗАЦИЯ ФЕРМЕНТОВ, МОДЕЛИРОВАНИЕ, ВКЛЮЧЕНИЕ В ГЕЛЬ, ИННОВАЦИОННОЕ ОБРАЗОВАНИЕ
Проект направлен на понимание процессов поведения ферментативной люминесцентной системы светящихся бактерий в условиях близких к in vivo. Представлены исследования по моделированию процессов функционирования сопряженных ферментативных систем в клетке на примере ферментов светящихся бактерий».
Цель проекта: разработка и исследование физико-химических экспериментальных моделей для изучения функционирования цепей сопряжения ферментов и механизмов стабилизации ферментов внутри клетки и в растворе на примере люминесцентной системы светящихся бактерий и грибов. 
Цель первого этапа проекта: изучение условий для создания прототипов физико-химических  моделей функционирования ферментов в клетке на примере светящихся бактерий.
План НИР первого этапа работы (2010 г.) над проектом включал следующие основные задачи:
1. Выбор микроокружения с использованием растворов различной вязкости, близкого к условиям работы ферментов in vivo, сохранении активности и субстратной специфичности ферментов.
2. Выбор условий иммобилизации биолюминесцентной системы бактерий в гели, обеспечивающих высокую  активность ферментов.
3. Сравнительный анализ физико-химических характеристик растворимой и иммобилизованной биолюминесцентной биферментной системы.
4. Исследование влияния вязкости, роли диффузии и других физико-химических параметров реакционной среды на кинетические параметры биолюминесцентной биферментной реакции.
5. Создание теоретической концептуальной модели для описания работы биолюминесцентных систем в разном микроокружении.
6. Проведение патентных исследований.
7. Разработка и экспериментальная проверка кинетических моделей взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами.

За отчетный период получены следующие основные результаты: 

1. С использованием растворов различной вязкости, подобрано микроокружение,  близкое к условиям работы ферментов in vivo, в котором сохраняется активность и субстратная специфичность бактериальных биолюминесцентных систем, функционирующих в стационарном и нестационарном режиме. Показано, что интенсивность свечения биферментной биолюминесцентной системы уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды и не зависит от природы растворителя. Квантовый же выход и константа спада биолюминесценции подвержены влиянию не только вязкости реакционной среды, моделируемой введением глицерина и сахарозы, но и природы растворителя.
2. Показано, что оптимальным микроокружением для биферментной системы является 3 % крахмальный гель, при использовании которого не происходит инактивации ферментов, функциональная активность ферментов сохраняется. Биферментная система, иммобилизованная в крахмальный гель, сохраняет свою активность в течение длительного времени и не требует специальных условий хранения. 
3. Подобран температурный и временной режимы высушивания иммобилизованных препаратов. Оптимальным режимом высушивания дисков является 40С - в этом случае диски обладают высокой активностью и целостностью, что упрощает использование их в биолюминесцентном анализе. Оптимальным временем высушивания иммобилизованных препаратов является 15-20 часов. При меньшем времени высушивания диски недостаточно высыхают и при помещении их в реакционную смесь быстро разрушаются.

4. В качестве подложки для высушивания иммобилизованной биферментной системы необходимо использовать лавсановую пленку. Дозирование и последующее высушивание иммобилизованных ферментов непосредственно в лунках планшета, приводит к существенному снижению выхода активности, который составляет не более 3,5 %.  При проведении измерений в планшетном биолюминометре с использованием дисков, предварительно высушенных на лавсане, выход активности в 2 раза выше.

5. Максимальный выход активности иммобилизованных ферментов - 60 % - достигался при проведении измерений с использованием кюветного биолюминометра и содержании люциферазы в диске 0,33 мкг. Минимальное содержание люциферазы, при котором наблюдалось значительное по сравнению с фоновым свечение биферментной системы,  составило 0,2 мкг при использовании как кюветного, так и планшетного биолюминометров. 

6. Сравнительный анализ физико-химических характеристик (рН- и температурный оптимум активности, энергия активации, константы скорости термоинактивации и Михаэлиса) растворимых и иммобилизованных ферментов продемонстрировал преимущества иммобилизованных ферментов.

7. Показано, что иммобилизация в крахмальный и желатиновый гели приводит к значительной стабилизации биферментной системы по отношению к денатурирующим воздействиям: рН-оптимум расширяется, как в кислую, так и щелочную области, сохраняется высокая активность ферментов при увеличении концентрации солей, повышается термостабильность. Наибольшей термостабильностью отличается  иммобилизованная в крахмальный гель биферментная система.

8. Описано влияние процесса иммобилизации и вязкости среды  на субстратную специфичность ферментов. Показано, что при использовании геля желатина выход активности существенно ниже, а значения Km каж для ФМН и НАДН, а также величина энергии активации более высоки, чем в случае крахмального геля. Полученные закономерности объясняются различиями в физико-химических характеристиках и природе гелеобразующих полимеров. 
9. Проведен сравнительный анализ эффективности применения препаратов растворимых и иммобилизованных ферментов с целью создания биодатчика для экологического биотестирования. Показано, что для большинства исследуемых поллютантов чувствительность растворимой биферментной системы и иммобилизованных реагентов не различалась. Кроме того, чувствительность биферментной системы, в том числе и иммобилизованной на исследуемых носителях  выше, либо сравнима с ПДК некоторых хинонов для питьевой воды. Однако для фенолов чувствительность как иммобилизованной так и растворимой биферментной системы меньше указанных ПДК. Для разработки биотеста на основе иммобилизованной биферментной системы необходимо оптимизация методики проведения тестирования.
10. Исследовано влияние процессов диффузии на кинетические параметры биолюминесцентной биферментной реакции. Показано, что процесс диффузии непосредственно не влияет на динамику и интенсивность светоизлучения в реакции, происходящей при совместной иммобилизации субстратов и ферментов. Полученный иммобилизованный препарат может быть использован в качестве реагента  для ферментативного биотестирования, так как при этом регистрируется  величина максимума интенсивности свечения, в реакции биолюминесценции, происходящей с участием только молекул, расположенных на поверхности диска. Чувствительность к анализируемым токсикантам при этом не уменьшается по сравнению с растворимым реагентом в силу отсутствия препятствий их взаимодействия с компонентами биолюминесцентных реакций. 

11. Разработана теоретическая модель описания работы биолюминесцентных систем в разном микроокружении, позволяющая оценить вклад различных механизмов и стадий реакции в кинетику свечения.
12. Разработана и экспериментально проверена кинетическая модель взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами. Показано, что тип взаимодействия  люцифераз с каким-либо эффектором (ингибитором или активатором) определяется в большей мере тем, какой из альдегидов используется в качестве субстрата, а различная структура и физико-химические свойства растворителей оказывают влияние на скорости образования или распада каталитически активных комплексов ферментов. Экспериментально определена природа взаимодействия (гидрофобная или электростатическая) с эффекторами различной природы, подтверждающая предсказательную силу предлагаемой модели.

Работа имеет высокую практическую значимость: разработанный многокомпонентный реагент может послужить основой для создания биолюминесцентного сенсора и проведения биолюминесцентного анализа. Технология производства и использования реагента оформлены в виде заявок на патенты РФ: № 2009110636 «Биолюминесцентный биомодуль и способ его приготовления» и № 2009113656 «Экспресс-способ биотестирования природных, сточных вод и водных растворов». «Методика определения интегральной токсичности проб поверхностных, пресных, грунтовых, питьевых, сточных и очищенных сточных вод по интенсивности биолюминесценции иммобилизованных ферментов светящихся бактерий» направлена для аттестации в Федеральное государственное унитарное предприятие «Уральский научно-исследовательский институт метрологии». 
Проведены поисковые исследования  функционирования ферментативных систем в клетке и их сопряжения на новых экспериментальных примерах, которые были подготовлены для изучения ферментов светящихся бактерий. Результаты показали перспективность применения пористых наноалмазных композитов для управляемой сорбции и десорбции субстратов с помощью электрических и магнитных полей. Сформулированные концепции и подходы к сопряжению биологического,  технического и электронного модулей будут развиваться на следующих этапах данного проекта. 
Для создания научно-образовательного пространства, включающего преподавателей, научных работников, молодых ученых и студентов и аспирантов разных специальностей развивался инновационный образовательный процесс на основе новых полученных результатов,  Были разработаны новые принципы ведения научных исследований со студентами 3-5 курсов при выполнении студентами курсовых и дипломных работ по темам проекта, внедрены в учебный процесс Учебно-методические комплексы по дисциплинам «Фотобиофизика»  и «История и методология биологии и биофизики», разработан проект вовлечения молодежи в инновационную деятельность в рамках Молодежной Международной Открытой Лаборатории Перспективных Исследований и Технологий (МОЛПИТ),  организован Научно-образовательный семинар по биохимической физике. Методические разработки, и практические рекомендации, полученные при выполнении исследования по теме проекта  используются для создания новых магистерских прогорамм и их продвижению на российские и международные рынки образовательных услуг
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 ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
	Биолюминесценция
	- свечение живых организмов

	Хемилюминесценция
	- излучение света в результате дезактивации молекул, образованных в ходе химической реакции

	Люцифераза
	- фермент, катализирующий биолюминесцентную реакцию

	Эмиттер


	- молекула в электронно-возбужденном состоянии, ответственная за излучение регистрируемой люминесценции

	I
	- интенсивность люминесценции

	С14
	- тетрадеканаль

	ФМН
	- флавинмононуклуотид

	ФМНН2
	- восстановленный флавинмононуклеотид

	Кm каж
	- Константа Михаэлиса кажущаяся

	С50


	–пороговая концентрация растворителя, при которой происходит потеря половины ферментативной активности

	kcn
	- константа спада биолюминесценции

	Q
	- квантовый выход реакции

	T
	- температура

	ES-комплекс
	- фермент-субстратный комплекс

	Биферментная система
	- смесь оксидоредуктазы и люциферазы

	Вязкость


	-свойство текучих тел, жидкостей, оказывать сопротивление перемещению одной их части относительно другой

	Гидрофобность


	-характеристика интенсивности молекулярного взаимодействия поверхности тел с водой. между молекулами воды и любого тела всегда будут действовать меньшей степени межмолекулярные силы притяжения

	Бактериальная люцифераза
	- флавин-зависимая монооксигеназа

	Еа
	- энергия активации

	НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза, Л+Р
	- сопряженная бактериальная биолюминесцентная система на основе бактериальных люцифераз и резуктаз



	БСЖО
	- биологическая система жизнеобеспечения 


ВВЕДЕНИЕ
Одной из важных задач современной образовательной реформы в России является подготовка научных и научно-педагогических кадров для изменяющейся инновационной России, развитие научных и научно-образовательных программ и проектов, позволяющих широко вовлекать в научные исследования молодежь (аспирантов, магистрантов, студентов и даже школьников),  обеспечивать подготовку специалистов мирового уровня для науки и системы коммерциализации научных идей, а также для развития высокотехнологических производств. 
Научно-методическое обеспечение подготовки научных кадров в высшей школе и развитие научно-исследовательской работы студентов и аспирантов в настоящем проекте осуществляется в рамках направления создания нового поколения биолюминесцентных биосенсоров для биологии и медицины на основе биолюминесцентного анализа молекулярных процессов в клетках и их физико-химических моделях. 
Задачей настоящего проекта является изучение механизмов стабилизации ферментных комплексов в клетках путем создания физико-химических моделей и их практическое использование с целью принципиального усовершенствования биолюминесцентных сенсоров для медицины, биотехнологии и экологии.

Вследствие надмолекулярной организации ферментных комплексов метаболические цепи функционируют в клетках эффективнее, чем ферменты в растворах. В супрамолекулярных комплексах многократно возрастает устойчивость ферментов и удлиняется время их жизни. Однако прямые исследования ферментных комплексов в клетках затруднены и их результаты трудно поддаются однозначному истолкованию без модельных экспериментов. Их кинетика, как правило, не описывается уравнением Михаэлиса-Ментен, справедливого для реакций в разбавленных растворах с участием высокоочищенных ферментов [1,2]. Весьма эффективным инструментом для понимания внутриклеточных процессов является создание физико-химических моделей ферментативных комплексов в микроокружении, моделирующем внутриклеточную среду.

Познание механизмов стабилизации ферментов в клетке посредством создания адекватных физико-химических моделей, помимо фундаментального общебиологического значения, открывает перспективы для применения в промышленных биотехнологиях, использующих ферменты, таких ферментных комплексов с целью их защиты от инактивации, продления срока жизни и повышения эффективности работы в составе ферментных целей.  
Для изучения фундаментальной проблемы супрамолекулярной организации ферментных комплексов в клетке и влияния на них клеточной среды излучающие ферменты – люциферазы являются исключительным, уникальным инструментом. Их излучение является естественным продуктом жизнедеятельности клетки и активности ферментов. это позволяет изучать внутриклеточные процессы, измеряя параметры биолюминесцентной реакции дистантно по исходящему излучению и не создавать артефактов вмешательством экспериментатора.

Предельная чувствительность (вплоть до счета квантов) и точность фотометрических измерений обеспечивают высокую достоверность и статистическую обеспеченность результата, что является специфическим достоинством биолюминесцентных измерений, выгодно отличающих этот вид анализа от многих других измерений биологических процессов.

Предлагаемое исследование актуально с практической точки зрения, так как  разработанные модели, представляющие собой ферментативные системы в иммобилизованном состоянии в средах разной вязкости, создают инструмент для  стабилизации ферментов в реакциях in vitro. стабилизация ферментов, являющихся реагентами ферментационных технологий, весьма актуальны для биотехнологии. Исследование микроокружения ферментов внутри клетки и создание подобного микроокружения для ферментов в реагенте может послужить основой для новой концепции диагностических наборов (китов) для разных типов анализов в экологии, медицине и биотехнологии. Собственно предполагаемую физико-химическую модель саму можно рассматривать как многокомпонентный реагент, так как она представляет собой в первом приближении «искусственную клетку», содержащую все необходимые для анализа компоненты и стабилизирующую их микросреду. Эти же реагенты, особенно иммобилизованные, являются основой для создания биологического модуля биосенсоров. 

Создание физико-химических моделей функционирования ферментов в клетке предполагается проводить на примере ферментов светящихся бактерий, исследование которых проводится в Научно-образовательном центре «Енисей» (проект «Фундаментальные основы экологизации технологий и образования») с 1999 по  настоящее время, так как одним из основных направлений научно-образовательной деятельности  НОЦ  является изучение механизмов ингибирования биолюминесцентных реакций, являющихся фундаментальной основой для разработки биолюминесцентных биотестов для экологического мониторинга, а также создания нового поколения биолюминесцентных сенсоров. Прикладная ценность таких исследований обусловлена тем, что в последнее время, большинство регионов Российской Федерации, в том числе и Красноярский край, столкнулись с острыми проблемами интенсивного водопользования, сброса сточных вод от промышленных, фармацевтических и коммунальных источников, загрязнения воздушной среды промышленными газами, особенно при техногенных авариях, представляющих опасность для здоровья и жизни населения. В сложившейся ситуации необходимость в новых методах и мобильных системах экологического контроля диктуется потребностью не допустить развития тяжелых последствий для людей при возникновении чрезвычайных ситуаций и обеспечить контроль над водными ресурсами и охрану воздушной среды.

Современный подход, широко используемый в экологическом контроле, опирается на методы, требующие специализированных лабораторий с высоко квалифицированным персоналом и дорогостоящим оборудованием. Используемые в настоящее время методы можно разделить на две основные группы. С одной стороны, это химический анализ, в котором определяется концентрация разнообразных компонентов среды. При всех его достоинствах химический анализ не может показать степень опасности этих веществ или среды для человека. С другой стороны, это биотесты, в которых токсичность среды определяется по реакции живых организмов. Однако биотесты на живых организмах из-за длительности анализов и сложности методов трудно использовать для экспресс-контроля в чрезвычайных ситуациях. 

Биолюминесцентный ферментативный анализ позволяет в течение секунд или минут ответить на поставленный вопрос. Принцип биолюминесцентных биотестов заключается в обнаружении токсических свойств тестируемых веществ и смесей по их влиянию на светящиеся бактерии и их ферментативные системы. Новое направление биотестирования токсичности – люциферазные биотесты, разрабатываемые в НОЦ «Енисей», отличается тем, что в качестве тест-объектов вместо светящихся бактерий используется смесь из ферментов светящихся бактерий и их субстратов. При замене живых организмов на ферменты возникает целый ряд преимуществ: увеличивается точность и чувствительность, сокращается время анализа. Однако использование ферментов, выделенных из светящихся организмов, существенно осложняет проведение рутинных анализов, поскольку ферменты, вырванные из естественного вязкого микроокружения, которое они имеют внутри клетки, нестабильны, быстро теряют активность и требуют специальных условий хранения (низкой температуры, узкого диапазона рН и концентрации ионов). Увеличения стабильности ферментов можно достичь при их иммобилизации и подборе микроокружения. Важным преимуществом такого подхода является возможность управления устойчивостью ферментов к действию физических и химических факторов среды путем выбора соответствующего микроокружения. При оптимальном микроокружении иммобилизованные ферменты сохраняют высокую активность в широком температурном диапазоне, наблюдается расширение рН-оптимума и оптимума ионной силы. В настоящее время разработано более 40 различных способов иммобилизации ферментов светящихся организмов. Однако, при иммобилизации люцифераз редко удается сочетать стабильность с сохранением высокой активности ферментативного препарата. Ни один из известных методов иммобилизации не позволяет получить многокомпонентный дозированный препарат для биолюминесцентного анализа, за исключением разработанного нами метода иммобилизации в крахмальный гель [3, 4]. Проектом предусматривается изучение факторов, стабилизирующих ферменты при иммобилизации в полимерные гели, а также при изменении вязкости микроокружения с использованием сахарозы и глицерина.

Новизна нашего подхода заключается в совмещении компонентов биосенсорной смеси в один картридж, содержащий все необходимые составляющие в требуемых пропорциях и концентрациях. Необходимым условием создания биологического модуля биосенсора является стабилизация белковых молекул для сохранения высокой каталитической активности ферментов в течение длительного времени без высоких требований к условиям хранения. Знание условий стабилизации биферментной биолюминесцентной системы позволит разработать реагент для широкого использования в биолюминесцентном анализе и интегрирования в качестве биологической части в картридж – сенсор для портативной системы. Использование иммобилизованных реагентов позволит существенно упростить процедуру измерения и улучшить другие его характеристики: экспрессность, чувствительность, точность анализа, проведение анализа в одну стадию и сохранение ферментов в активном состоянии не менее 1 года. Такой картридж будет создан на основе исследования физико-химической экспериментальной модели функционирования ферментов в клетке.

Вторым объектом исследования по настоящему проекту будет изучение организации биолюминесцентной системы в эукариотической клетке. Для этой цели выбраны светящиеся грибы.

В практическом отношении биолюминесценция грибов привлекательна своей длительностью – мицелий грибов, растущих на древесных субстратах, может излучать в течение недель и месяцев. Это создает основу для создания нового класса биолюминесцентных сенсоров, работающих в режиме ожидания и выдающих тревожный сигнал при появлении в воздушной или водной среде токсикантов. 

Стартовой кадровой основой для организации работ по проекту является коллектив сотрудников СФУ и Института биофизики СО РАН, который сформировался в 1999 году после получения гранта русско-американской программы CRDF и Минобразования РФ «Фундаментальные исследования и высшее образование» и создания научно-образовательного центра (НОЦ) «Енисей». Образовательные идеи и научные достижения НОЦ «Енисей» послужили основой инновационной образовательной программы в рамках проекта «Разработка современной системы подготовки отечественных профессионалов для проведения коммерчески ориентированных научных исследований в области физико-химической, молекулярной и клеточной технологий», реализуемой в Институте фундаментальной биологии и биотехнологии (ИФБиБТ) СФУ. Предлагаемые в проекте исследования являются естественным продолжением исследований, проводимых в НОЦ «Енисей» в предыдущие годы. 

На основе этих научных исследований разрабатывается современная система подготовки отечественных профессионалов для проведения коммерчески ориентированных научных исследований в области физико-химической, молекулярной и клеточной технологий.
План НИР первого этапа работы (2010 г.) над проектом включал следующие основные задачи:

1. Выбор микроокружения с использованием растворов различной вязкости, близкого к условиям работы ферментов in vivo, сохранении активности и субстратной специфичности ферментов.

2. Выбор условий иммобилизации биолюминесцентной системы бактерий в гели, обеспечивающих высокую  активность ферментов.

3. Сравнительный анализ физико-химических характеристик растворимой и иммобилизованной биолюминесцентной биферментной системы.

4. Исследование влияния вязкости, роли диффузии и других физико-химических параметров реакционной среды на кинетические параметры биолюминесцентной биферментной реакции.

5. Создание теоретической концептуальной модели для описания работы биолюминесцентных систем в разном микроокружении.

6. Проведение патентных исследований.
7. Разработка и экспериментальная проверка кинетических моделей взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами.

Другой целью настоящего проекта являлось вовлечение молодежи в научную деятельность и построение образовательного процесса на основе новых научных результатов. Реализация этой цели осуществлялась на примере кафедры биофизики Института фундаментальной биологии и биотехнологии СФУ (ИФБиБТ СФУ), возглавляемой участником настоящего проекта - проф., д.б.н. Кратасюк В.А.
Основная часть

Раздел 1.  Описание проблемы и пути решения.
1.1. Актуальность проблематики. 

Для решения фундаментальной задачи понимания механизмов сопряжения и функционирования ферментативных метаболических цепей в клетке используются разные подходы, одним из которых является исследование работы ферментов в условиях различного микроокружения, в том числе при иммобилизации. Для того чтобы лучше понять поведение и регуляцию ферментов in vivo, было предпринято много попыток изучить влияние на них условий иммобилизации и определенной гетерогенной среды, а затем соотнести полученные сведения с ситуацией in vivo [5]. Уникальные возможности для подобного рода исследований представляет собой бактериальная люцифераза – фермент, участвующий в преобразовании энергии химической связи в излучение видимого оптического диапазона. Действительно, люцифераза обладает существенным преимуществом благодаря удобному параметру регистрации ее активности посредством измерения интенсивности свечения. 

Проведение прямых экспериментов на живых светящихся организмах затруднено, так как работает сложная цепь метаболических процессов, а клеточная оболочка препятствует прямому воздействию на клетку. С другой стороны, использование выделенных фермент-субстратных систем для интерпретации процессов, происходящих внутри клетки, часто приводит к артефактам, так как в системах in vitro нарушаются все связи, имеющиеся у люциферазы в клетке, и исследователь имеет дело с люциферазой, извлеченной из привычного и оптимального для нее окружения - вязкость среды и микроокружение люциферазы в клетке значительно отличаются от таковых в пробирке. Таким образом, ответа на вопрос о структурно-функциональной организации люминесцентной системы светящихся бактерий до сих пор нет. 

По аналогии с известным, но не всегда доказанным предположением о том, что ферменты многих метаболических путей связаны с теми или иными мембранными структурами клетки [5], имеются все основания считать, что, не смотря на высокую растворимость люциферазы [6], она может быть связана внутри клетки с клеточными структурами [7]. Проверка этого предположения проводится в основном косвенными методами. Тем не менее, есть возможность на примере бактериальной люциферазы создать экспериментальную модель, исследование которой приведет к пониманию процессов функционирования цепей ферментов внутри клетки. При этом предполагается, что иммобилизованная люцифераза и другие ферменты будут встраиваться в матричную структуру геля, приобретать определенное строго фиксированное место в гелевом микроокружении. При таком подходе возможно также конструирование связей между несколькими ферментами, составляющими метаболическую цепочку. Поведение иммобилизованного фермента, или цепей из 2-3 и более ферментов будет приближаться к естественному их поведению in vivo. 

1.2. Предлагаемые подходы. 

Предлагается принципиально новый подход к изучению механизмов стабилизации сопряжения и функционирования цепей сопряжения ферментов в клетке - создание и исследование иммобилизованных ферментативных комплексов, которые можно рассматривать как экспериментальные модели, в которой реконструирована цепь сопряжения люциферазы с другими ферментами светящихся бактерий в матричной структуре геля. Благодаря совместной иммобилизации всех необходимых для свечения компонентов (ферментов и субстратов) модель проявляет биолюминесцентную активность. В модели имитируется вязкое микроокружение ферментов в матриксе, а также связь с мембранными структурами. Оптимизация микроокружения достигается за счет подбора соответствующей гелеобразующей системы в качестве носителей для иммобилизации. Используя полимерные носители с различными физическими свойствами можно варьировать создаваемое ими микроокружение для иммобилизованных ферментов. Для понимания процессов поведения и регуляции ферментативной люминесцентной системы светящихся бактерий in vivo изучено влияние иммобилизации и определенной гетерогенной среды на сопряженную биферментную систему НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза. Наиболее перспективными для создания оптимального микроокружения ферментов следует признать полимерные гели, позволяющие добиться высокой каталитической активности иммобилизованных ферментов. Метод иммобилизации в гели состоит в том, что молекулы фермента включаются в трехмерную сетку из тесно переплетенных полимерных цепей, образующих гель. Среднее расстояние между соседними цепями в геле меньше размера молекулы включенного фермента, поэтому он не может покинуть полимерную матрицу и выйти в окружающий раствор. Поскольку многие ферменты в клетке функционируют в тесном контакте с другими ее компонентами, в частности с углеводами и белками, изучение поведения ферментов иммобилизованных на белковых и полисахаридных матрицах позволяет понять закономерности их функционирования in vivo. В качестве носителей для иммобилизации выбраны желатиновый и крахмальный гели, относящиеся к белкам и полисахаридам, соответственно. 

Изучение поведения и кинетики ферментов, иммобилизованных на белковых и полисахаридных матрицах, позволяет понять закономерности их функционирования in vivo и взаимодействия с другими химическими компонентами матрикса клетки, определить ферменты, с которыми люцифераза связана в метаболической цепи, истинные субстраты люциферазы, влияние микроокружения внутриклеточного матрикса на взаимодействие субстратов и ферментов.  Сравнение поведения фрагментов метаболических цепей с люциферазой в экспериментальной модели и в растворе позволяет составить представление о функционировании все метаболической цепи и роли в ней люциферазы. Предлагаемые методы и подходы является оригинальными, никем ранее не использованными, соответствуют мировому уровню исследования в области биофизики биологических объектов. Исследования, проведенные на ферментах светящихся бактерий, могут быть перенесены далее на другие метаболические пути клеток живых организмов.

1.3. Практическая значимость.
Реализация целей проекта полезна как для решения фундаментальной проблемы стабилизации функционирования ферментов в клетке, так и для прикладных  задач  биолюминесцентного анализа, в котором широко используются ферменты светящихся организмов. 

Основной принцип биолюминесцентного анализа заключается в том, что концентрация анализируемого вещества (фермента или метаболита) коррелирует с интенсивностью испускаемого света [8-17]. В настоящее время наиболее активно в биолюминесцентном анализе используются ферментативные системы, выделенные из светящихся бактерий и светляков [18-19]. На мировом рынке активно предлагаются комплекты биолюминесцентных реактивов для проведения специфического анализа различных веществ и ферментов в биохимии, в практике клинических лабораторий, в технической микробиологии, при контроле окружающей среды и многих других областях [20-21]. Однако использование ферментов, выделенных из светящихся организмов, существенно осложняет проведение рутинных анализов, поскольку ферменты, вырванные из  естественного вязкого микроокружения, какое они имеют внутри клетки, быстро инактивируются и требуют специальных условий хранения (обеспечение низкой температуры, узкого диапазона рН и концентрации солей).  

Таким образом, есть все предпосылки считать, что стабилизация ферментов может быть достигнута при восстановлении их вязкого микроокружения, и создании на этой основе новых реагентов для биолюминесцентного анализа. Для этого необходимо провести изучение факторов, стабилизирующих ферменты при иммобилизации в полимерные гели, а также при изменении вязкости микроокружения с использованием сахарозы и глицерина. Производство иммобилизованных реагентов для аналитических целей – одно из наиболее перспективных направлений в прикладной энзимологии. Важным преимуществом иммобилизованных ферментов является возможность управления устойчивостью ферментов к действию физических и химических факторов среды путем выбора соответствующего микроокружения. При оптимальном микроокружении иммобилизованные ферменты сохраняют высокую активность в широком температурном диапазоне, наблюдается расширение рН-оптимума и оптимума ионной силы.
В настоящее время разработано более 40 различных способов иммобилизации светящихся организмов и выделенных из них ферментов [22-23]. Чрезвычайно широка и область их использования – от аналитической химии (анализ НАДН, ФМН, АТФ и других веществ), медицины (анализ D- и L-лактата, желчных кислот в сыворотке крови, аминокислот аланина и фенилаланина, НАДН-зависимых ферментов и т.д.), пищевой промышленности (анализ общей бактериальной обсемененности) до экологического мониторинга [24-26]. Несмотря на значительное разнообразие предлагаемых методов иммобилизации ферментов, редко удается сочетать стабильность иммобилизованных ферментов с высоким выходом активности ферментов по сравнению с ферментами в растворе. Действительно, связывание люциферазы с носителями часто происходит с участием активных групп фермента, важных для катализа. Это приводит к существенной инактивации фермента и мешает правильной количественной интерпретации результатов. Кроме того, постоянно дополняется список требований, предъявляемый к иммобилизованным ферментным препаратам. В соответствии с современными представлениями иммобилизованные реагенты для биолюминесцентного анализа должны удовлетворять следующим требованиям:

· реагент должен оставаться стабильным как при хранении, так и при использовании; 

· в иммобилизацию не должны вовлекаться активные центры фермента, важные для катализа, т.е. активность конечного продукта (иммобилизованного биолюминесцентного реагента) должна быть близка к 100% по сравнению с активностью в растворе;

· после иммобилизации люцифераза и другие ферменты должны сохранять специфичность по отношению к субстратам;

· ферментный препарат должен быть дозированным;

· каждый реагент, предназначенный для проведения одного измерения, должен содержать весь набор необходимых реакционных компонентов и способ иммобилизации должен обеспечивать возможность связывания люциферазы с другими ферментами и их субстратами.

Каждое из этих требований может быть реализовано только при выполнении первого, а именно обеспечения стабильности реагента. Поэтому создание реально работающего активного реагента для биолюминесцентного анализа возможно только в результате понимания механизмов влияния разнообразного микроокружения на ферменты, выбора условий, в которых микроокружение ферментов в  реагенте приближено к микроокружению ферментов внутри клетки. При этом возможно достижение уникального сочетания характеристик иммобилизованных препаратов ферментов, например, стабильности с высокой каталитической активностью, возможностей многократного использования с перспективой разработки автоматизированной аналитической системы, высокой чувствительности метода с экспрессностью выполнения анализа и минимизацией объема анализируемой пробы.

Кроме того, выбор крахмала и желатина в качестве носителей для иммобилизации, является экономически обоснованным. Действительно, эти реактивы отличаются дешевизной, а процедура проведения иммобилизации ферментов в крахмальный и желатиновый гели весьма проста, что является немаловажным с точки зрения тиражирования и конкурентоспособности полученных реагентов.

1.4. Актуальность тематики для развития инновационного образования.
Другой целью настоящего проекта являлось вовлечение молодежи в научную деятельность и построение образовательного процесса на основе новых научных результатов. Реализация этой цели осуществлялась на примере кафедры биофизики Института фундаментальной биологии и биотехнологии СФУ (ИФБиБТ СФУ). 

Основанием для такого подхода являлось то, что одной из важнейших задач Программы развития СФУ является освоение международного научно-образовательного пространства. При этом в настоящее время научно-образовательная система России, в отличие от Европы и США, характеризуется разделением на элитную часть, связанную с вузами и исследовательскими институтами Москвы, Петербурга и немногочисленными сильными академическими центрами и региональную часть, можно сказать провинциальную, разбросанную по городам, оторванным от первых. Однако это разделение обусловлено не только пространственной оторванностью и историческими традициями, но крайней неравномерностью распределения финансов и других экономических и учебных ресурсов. Для провинциальных вузов это создает принципиальную проблему подготовки специалистов современного уровня в соответствии с международными стандартами. Последняя по времени попытка смягчить это разделение – создание федеральных университетов, на основе объединения нескольких вузов пусть в больших, но все-таки провинциальных городах: в Красноярске, Ростове, Владивостоке и др. Вновь созданные федеральные университеты призваны стать флагманами в реорганизации научно-образовательной системы в России, а вернее в ее организации в провинциях в соответствии с международными стандартами.

Образование в немногочисленных элитных вузах имеет качественное отличие. В элитных вузах научно-исследовательская работа является важным компонентом образовательного процесса, и преподаватели активно работают в науке. Практически, эти элитные вузы представляют собой научно-образовательные агломерации из вузов как таковых и научно-исследовательских институтов разного подчинения.

Заметный вклад в процесс интеграции российского высшего образования в мировое образовательное пространство вносят негосударственные вузы, осуществляющие подготовку специалистов в соответствии с Болонским соглашением. Расположены эти вузы также в основном в Москве и Петербурге. Некоторые из этих вузов имеют не одну, а несколько аккредитаций. Например, Московский Институт Туро имеет аккредитацию Российской федеральной службы по надзору в сфере образования и науки, а кроме того, программа бакалавра по бизнесу является частью аккредитации Колледжа Туро в Ассоциации высших учебных заведений Центральных штатов США. Все эти скромные достижения по интеграции в мировое образовательное пространство связаны только с экономическими или гуманитарными направлениями: финансы, управлением бизнесом и т.д. Что касается естественнонаучного направления подготовки специалистов, то здесь ситуация заметно хуже. Заметно уменьшились объемы подготовки специалистов по этому направлению и такое обучение ведут только государственные вузы. Программы, интегрированные в международное образовательное пространство, отсутствуют даже в таких ведущих вузах как МГУ, МФТИ или НГУ. Во вновь созданном Сибирском федеральном университете естественно-научное направление является одним из приоритетных.
Второй по значимости особенностью современной системы высшего образования в России является сочетание старого советского одноуровневого образования (специалитет, обучение в течение пяти лет) с новым, еще не окрепшим двухуровневым образованием (четырехлетний бакалавриат и двухгодичная магистратура). Однако переход российских вузов к двухуровневой системе высшего образования встречается с объективными трудностями и вызывает противоречивые оценки и усиливающуюся дискуссию. В наибольшей степени это касается подготовки специалистов по фундаментальным наукам (математика, физика, химия, биофизики, биология), и не только в виду их сложности и большого объема усваиваемых знаний, но и тем, что двухуровневая система подготовки по фундаментальным наукам предназначена, прежде всего, для формирования интеллектуальной элиты общества: научных работников и преподавателей вузов, однако именно это направление в настоящее время наименее престижно. Необходим анализ путей и средств оптимальной интеграции российского высшего фундаментального образования по точным и естественным наукам в международное научно-образовательное пространство.

Третья особенность российского высшего образования, препятствующая его интеграции в мировую научно-образовательную систему: очень низкий уровень как внутрироссийской, так и международной академической мобильности студентов и преподавателей и межкультурной коммуникации. Это связано с низким уровнем доходом большей части населения, низким финансированием вузов государством, плохим знанием иностранных языков, очень низким числом зарубежных студентов в российских вузах.

Раздел 2. Методы исследования. 

2.1. Материалы и приборы.
В работе использовали лиофилизованные препараты высокоочищенных ферментов, произведенные в лаборатории нанобиотехнологии и биолюминесценции Института биофизики СО РАН (Красноярск). Один флакон лиофилизованного препарата содержал 0,4 мг/мл люциферазы (L) EC 1.14.14.3 из рекомбинантного штамма E.coli и 0,18 ед.активности НАДH:ФМН-оксидоредуктазы (R) EC 1.5.1.29 (Vibrio fischeri). Перед измерениями лиофилизованные ферменты растворяли в 0,05 М калий фосфатном буфере (рН 6,8).

Были использованы следующие реактивы: картофельный крахмал, НАДH и ФМН фирмы «Serva» (Германия), тетрадеканаль фирмы «Merck» (Германия), желатин (ГОСТ 11293-89, Россия), сахароза, глицерин. Для приготовления растворов использовали 0,05 М калий фосфатный буфер (рН 6,8). 

Исследовали изменение следующих параметров биолюминесценции в зависимости от микроокружения биферментной системы: максимальной интенсивности свечения Im, константы спада kсп, квантового выхода Q. 

Для регистрации кинетических параметров биферментной биолюминесцентной системы в вязкой среде, созданной различными концентрациями сахарозы и глицерина, использовали следующие компоненты реакционной смеси: 10 мкл раствора ферментов; 50 мкл 0,9 мM раствора тетрадеканаля; 200 мкл 0,02 М фосфатного буфера; 5 мкл 0,7 мМ раствора ФМН; 50 мкл 0,1 мМ раствора НАДН.

Активность растворимой и иммобилизованной биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза определяли по величине максимальной интенсивности свечения Imax, выраженной в милливольтах, в реакционной смеси следующего состава: 5 мкл раствора ферментов; 50 мкл 0,002 % раствора тетрадеканаля; 50 мкл 0,5 мМ раствора ФМН; 200 мкл  0,05 М калий фосфатного буфера, рН 6,8; 200 мкл 0,4 мМ раствора НАДН. В кювету биолюминометра вносили последовательно все компоненты реакционной смеси, быстро перемешивали, помещали кювету в биолюминометр и регистрировали величину максимальной интенсивности свечения Imax. При измерении активности иммобилизованных ферментов вместо раствора ферментов вносили иммобилизованные ферменты, приготовленные в форме диска на лавсановой подложке. 

Измерения проводили на оборудовании, закупленном в СФУ по программе развития Сибирского федерального университета, а именно мультимодальном планшетном ридере LB 941 TriStar I (Berthold Technologies, Германия),  портативном люминометре Junior LB 9509 (Berthold Technologies, Германия), а также  биолюминометрах фирмы «Terner BioSystens» (USA) и BLM 8801, изготовленном в СКТБ «Наука» КНЦ СО РАН (Красноярск) и соединенным с  регистратором 2210 фирмы «LKB» (Швеция), закупленных по программе НОЦ «Енисей». 

2.2.  Методы изучения кинетических параметров работы ферментов в вязких растворах сахарозы и глицерина. 

Для понимания процессов поведения ферментативной люминесцентной системы светящихся бактерий в условиях близких к in vivo изучено влияние определенной гетерогенной среды на биферментную систему НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза. 

В ходе биферментной биолюминесцентной реакции регистрировали следующие кинетические параметры: интенсивность свечения, константу спада и квантовый выход. Максимум интенсивности свечения (Imax) характеризует начальную скорость и концентрацию фермент-субстратных комплексов, образуемых в ходе биферментной реакции. Спад биолюминесценции определяет скорость распада фермент-субстратного комплекса и во времени подчиняется экспоненциальному закону. Константа спада биолюминесценции (kcn) вычисляется по спаду свечения от 80% до 20 % от максимальной интенсивности: kcn=(lnI80-lnI20)/t. Общее число квантов Q= Imax/kсn пропорционально общему числу молекул фермент-субстратного комплекса, распавшихся с излучением. 

Активность растворимой биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза определяли по величине максимальной интенсивности свечения Imax, выраженной в милливольтах, в реакционной смеси следующего состава: 5 мкл раствора ферментов; 50 мкл 0,002 % раствора тетрадеканаля; 50 мкл 0,5 мМ раствора ФМН; 200 мкл  0,05 М калий фосфатного буфера, рН 6,8; 200 мкл 0,4 мМ раствора НАДН. В кювету биолюминометра вносили последовательно все компоненты реакционной смеси, быстро перемешивали, помещали кювету в биолюминометр и регистрировали величину максимальной интенсивности свечения Imax. 

Для реализации поставленной задачи был проведен ряд экспериментов, в ходе которых были получены наборы кинетических характеристик бактериальных биолюминесцентных систем НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза. 

Оптимизация микроокружения была достигнута за счет подбора соответствующих реакционных сред: различных концентраций вязких растворителей. В качестве органических растворителей для варьирования вязкости реакционной среды использовали сахарозу и глицерин. С целью исследования взаимосвязи вязкости среды с эффектом используемых растворителей и кинетическими параметрами биолюминесцентной реакции фосфатный буфер заменяли на водно-органическую смесь, содержащую  необходимую концентрацию органического компонента, которую получали из исходных концентрированных растворов исследуемых веществ путем разведения. Конечные концентрации органических растворителей выражали в молях.

Как правило, каждый эксперимент проводили не менее чем в трех повторностях. Статистическая обработка полученных экспериментальных результатов проводилась методом наименьших квадратов с использованием пакета программ Excel for Windows-XP. Разброс полученных значений не превышал 5-15%.

Предлагаемые методы и подходы является оригинальными, никем ранее не использованными, соответствуют мировому уровню исследования в области биофизики.
2.3. Способы получения иммобилизованных ферментов.
Иммобилизацию НАДН:ФМН-оксидоредуктазы и люциферазы в крахмальный гель проводили следующим образом: 5 мл крахмального геля различной процентной концентрации кипятили до прозрачности, остужали до 300С, в гель вводили 0,25 мл раствора ферментов. Полученную смесь дозировали микропипеткой по 50 мкл на лавсановую подложку и высушивали в течение 12 часов при температуре 40С.

Иммобилизацию НАДН:ФМН-оксидоредуктазы и люциферазы в желатиновый гель проводили аналогичным образом: 5 мл 5 % желатинового геля нагревали до полного растворения желатина, фильтровали раствор желатина через 2 слоя фильтровальной бумаги, остужали до 300С, в гель вводили 0,25 мл раствора ферментов. Полученную смесь дозировали микропипеткой по 50 мкл на лавсановую подложку и высушивали в течение 12 часов при комнатной температуре.

Выход активности иммобилизованных ферментов рассчитывали как отношение максимальной интенсивности свечения иммобилизованного препарата и максимальной интенсивности свечения ферментов в растворе. При многокомпонентной иммобилизации вместе с ферментами в гель вводили растворы субстратов.

Иммобилизованный реагент представлял собой диск диаметром 7-8 мм, толщиной 50-60 микрон, сухой вес 9 мг.
Раздел 3. Изучение условий для создания прототипов физико-химических  моделей функционирования ферментов в клетке на примере светящихся бактерий. 
3.1. Выбор микроокружения с использованием растворов различной вязкости, близкого к условиям работы ферментов in vivo, сохранении активности и субстратной специфичности ферментов.
Люциферазы из разных видов светящихся бактерий катализируют биолюминесцентную реакцию, одним из продуктов которой является свет [27]. Способность люцифераз трансформировать энергию химических связей в световую и определяет пристальный интерес исследователей к этому ферменту. Ферментативная диагностика на основе бактериальных люцифераз используется для мониторинга окружающей среды, контроля чистоты воздуха, качество природных и сточных вод, в медицине и гигиене, в сельском хозяйстве и пищевой промышленности [7, 19, 28]. Этим и определяется практический интерес к результатам фундаментальных исследований в области структурно-функциональной организации люцифераз.

Структурно-динамическая организация белков является одной из фундаментальных проблем современной биофизики и биохимии. Для направленного изменения свойств и структуры белка одним из перспективных подходов является ‘дизайн среды’, который предполагает многообразие методов и подходов для изменения физико-химических характеристик реакционной среды для катализа в средах с различным содержанием воды. Изучение “эффектов среды” на ферментативные реакции в настоящее время широко применяется к изучению механизмов ферментативного катализа. Моделирование физико-химических характеристик реакционной среды (вязкость, гидрофобность, диэлектрическая проницаемость, рН, ионную силу и т.д. ) для ферментативного катализа, путем введения органических растворителей, в последнее время получило широкое распространение, поскольку позволяет моделировать многие биохимические процессы, например, функционирование белка в условиях, близких к естественным (in vivo), а также получить информацию о ферментах зачастую не доступных в рамках традиционной энзимологии [29-35]. Одной из наиболее важных физико-химических характеристик реакционной среды для ферментативного катализа является вязкость.

На данном этапе работы было проведено сравнительное изучение влияния вязкости реакционной среды на биферментную биолюминесцентную бактериальную систему НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза и биолюминесцентную реакцию, катализируемую одним ферментом – бактериальной люциферазой, выделенной из разных видов светящихся бактерий.

Было изучено влияние вязкости реакционной среды на величину кинетических параметров биферментной биолюминесцентной реакции: интенсивность свечения, константу спада, квантовый выход.

3.1.1. Особенности функционирования моноферментной биолюминесцентной системы.
Биолюминесценция – это хемилюминесцентная реакция, в которой химическая энергия превращается в световую. Это уникальный параметр жизнедеятельности, который может быть успешно использован для получения интегральных характеристик сложных сред, экосистем, целого организма. В основе преобразования энергии в биолюминесцентных системах лежит каталитическое окисление восстановленных субстратов – люциферинов специфическими ферментами – люциферазами.  Наиболее доступной является бактериальная биолюминесценция.  Люциферазы из разных видов светящихся бактерий отличаются по своим физическим и каталитическим свойствам, но все они катализируют одну и ту же реакцию:

      ФМН Н2 + RCHO + O2 [image: image1.wmf]¾

¾

¾

®

¾

люцифераза

 ФМН + RCOOH + Н2О + hν,         (3.1)

где ФМН и ФМНН2 – окисленная и восстановленная форма флавинмононуклетида, RCOH и RCOOH – длинноцепочечный алифатический альдегид и соответствующая жирная кислота, hν – квант света. Светоизлучение наблюдается в сине-зеленой части видимого спектра с максимумом 478-505 нм. Представленная реакция является моноферментной. Структура субстратов и продуктов реакции, катализируемой бактериальной люциферазой представлены на рисунке 3.1.1.

Способы измерения активности моноферментной биолюминесцентной системы имеют отличительную особенность: время, требуемое для одного каталитического цикла системы намного больше, чем время жизни одного из субстратов реакции -  ФМНН2, который автокаталитически окисляется кислородом менее чем за 1 сек:

                              ФМНН2 + O2 → ФМН + H2O2 ,                                                      (3.2)

Поэтому в условиях запуска реакции одной порцией предварительно восстановленного ФМН фермент успевает совершить всего один оборот. Наблюдается люминесцентная вспышка, затухающая по экспоненте (рисунок 3.1.2).
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Рисунок 3.1.1 - Структура субстратов и продуктов реакции, катализируемой бактериальной люциферазой: 1- ФМН(Н2, 2- ФМН, 3- тетрадеканаль, 4- миристиновая кислота

Второй субстрат – RCHO подвержен медленному неферментативному окислению, и скорость окисления зависит от температуры и начальной концентрации. При комнатной температуре раствор альдегида, используемый для измерения биолюминесценции, стабилен в течение 8 часов. Неферментативное окисление альдегида в отличие от  ФМНН2  не оказывает влияния на ход люминесцентной реакции, поскольку его скорость значительно меньше скорости ферментативного окисления. Все бактериальные люциферазы проявляют биолюминесцентную активность с альдегидами, длина цепи которых от восьми до шестнадцати углеродов. Существует предположение, что сродство альдегида к люциферазе обусловлено гидрофобными взаимодействиями между каждым участком алифатической цепи альдегида и гидрофобными группами фермента. Благодаря этому с увеличением длины углеродной цепи альдегид прочнее связывается с люциферазой. Это обеспечивает бóльшую эффективность превращения химической энергии в световую. Однако эту гипотезу нельзя считать всеобъемлющей, поскольку не для всех люцифераз соблюдается монотонная связь параметров биолюминесцентной реакции с длиной цепи альдегида. Специфичность люцифераз  к альдегидам проявляется в том, что другие алифатические длинноцепочечные соединения (кетоны, кислоты, спирты) не обнаруживают с люциферазой биолюминесцентной активности, хотя не исключено, что они реагируют с ней без излучения.
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Рисунок 3.1.2 - Кинетика моноферментной биолюминесцентной реакции люцифераз
Следует отметить, что альдегиды крайне мало растворяются в воде, поэтому исследователи работают не с истинными растворами, а с эмульсией, действующая концентрация которой определяется способом приготовления (диспергирование ультразвуком, дополнительное встряхивание, предварительное растворение альдегида в спиртах). Видимо, этими причинами объясняется столь широкий диапазон значений константы Михаэлиса, полученные разными авторами для разных люцифераз: Кm люциферазы Р.leiognathi по отношению к деканалю в 10 раз превышает эту константу люциферазы V.harveyi. Существует предположение, что сродство альдегида к люциферазе обусловлено гидрофобными связями между каждым участком алифатической цепи альдегида и гидрофобными группами фермента. Благодаря этому с увеличением длины углеродной цепи альдегид прочнее связывается с люциферазой. Эту гипотезу Ватанабе нельзя признать всеобъемлющей, поскольку не для всех люцифераз соблюдается монотонная связь параметров биолюминесценции с длиной цепи альдегида. Специфичность люцифераз к альдегидам проявляется в том, что другие алифатические длинноцепочечные соединения (кетоны, кислоты, спирты) не обнаруживают с люциферазой биолюминесцентной активности, хотя не исключено, что они реагируют с ней без излучения.

3.1.2. Кинетические особенности функционирования биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза.
Любые ферменты, катализирующие синтез субстратов люциферазы, могут образовывать с ней сопряженную ферментную систему. Одной из первых была исследована и описана сопряженная ферментная система НАД(Ф)Н:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза, осуществляющая следующую цепь ферментативных реакций:

                ФМН + НАД(Ф)H + ФМН H2 + НАД(Ф),                                    (3.3)
ФМН Н2 + RCHO + O2 [image: image4.wmf]¾

¾

¾

®

¾

люцифераза

 ФМН + RCOOH + Н2О + hν,       (3.4)
 В результате первой реакции, катализируемой НАДН:ФМН-оксидоредуктазой, происходит восстановление ФМН с помощью восстанавливающего реагента НАДН. Формально процесс выглядит как присоединение водорода. Однако в таком полярном растворителе, как вода, перенос водорода складывается из переноса протона и электрона: Н = е- +Н+. При этом НАДН переходит в НАД+, передавая молекуле ФМН протон и два электрона с образованием ФМНН- (депротонированнная форма восстановленного флавина). В водных растворах при нейтральных рН восстановленный флавин на 90% состоит из депротонированной формы и только 10% из ФМНН2, который образуется в результате отрыва протона от подходящего донора, например, воды.. С помощью этой реакции в системе на протяжении довольно большого интервала времени происходит постоянная наработка ФМНН2, в результате чего поддерживается постоянное (стационарное) свечение (рисунок 3.1.3). Вторая реакция, катализируемая люциферазой, является биолюминесцентной. В этой реакции восстановленный флавин и алифатический альдегид окисляются кислородом воздуха. В результате реакции образуется окисленная форма флавина, жирная кислота, а также испускается квант света. 

На основе биолюминесцентной биферментной системы разработана концепция нового направления биолюминесцентного анализа - люциферазного биотестирования - обнаружения токсических свойств тестируемых веществ и смесей по их влиянию непосредственно на биолюминесценцию ферментативных реакции [15-17, 25-26].
3.1.3. Экспериментальное изучение кинетических параметров биферментной биолюминесцентной системы в вязких растворах сахарозы и глицерина.

Для понимания процессов поведения ферментативной люминесцентной системы светящихся бактерий в условиях близких к in vivo было изучено влияние специально подобранной гетерогенной среды на биферментную систему НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза. Оптимизация микроокружения была достигнута за счет подбора соответствующих реакционных сред, отличающихся  концентрациями органических растворителей. 
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Рисунок 3.1.3 - Кинетика биферментной биолюминесцентной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза
Присутствие органических растворителей в реакционной среде изменяет кинетику биферментной биолюминесцентной реакции. Показано, что органические растворители, которые повышают вязкость реакционной среды, - глицерин и сахароза ингибируют интенсивность свечения биолюминесценции (рис. 3.1.4). 
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Рисунок 3.1.4. - Зависимость интенсивности свечения биолюминесценции (% ) от концентрации глицерина (кривая 1) и сахарозы (кривая 2)

Полученные зависимости интенсивности биолюминесценции от концентрации органических растворителей были охарактеризованы параметром С50 –пороговой концентрацией растворителя, при которой происходит потеря половины ферментативной активности. Экспериментально определенные значения С50 для органических растворителей составляет: для глицерина С50 = 6,65 М; для сахарозы С50=1,993 М (рис.3.1.4). Следовательно, более сильным ингибитором биферментной биолюминесцентной реакции является органический растворитель - сахароза, по сравнению с глицерином.

 Органические растворители оказывают существенное влияние не только на интенсивность светоизлучения биферментной биолюминесцентной системы, но и на константу спада биолюминесценции (kcn), которая характеризует скорость распада долгоживущего интермедиата. Эксперименты показали, что присутствие возрастающих концентраций органических растворителей - сахарозы и глицерина, в реакционной среде биферментной биолюминесцентной системы приводит к стабилизации возбужденного интермедиата реакции (рис. 3.1.5). То есть, скорость распада фермент-субстратных комплексов монотонно изменяется с ростом доли органического компонента в реакционной среде: увеличивается с увеличением концентрации глицерина и сахарозы.
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Рисунок 3.1.5 – Зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при контроле (значении рН = 6,9) от концентрации: 1- сахарозы; 2-глицерин
Полученные результаты показали, что увеличение вязкости реакционной среды при введении как глицерина, так и сахарозы приводит к уменьшению константы спада биолюминесценции, а значит,  к увеличению времени жизни долгоживущего интермедиата биолюминесценой сопряженной системы, то есть к его стабилизации, причем  в сахарозе стабилизация наблюдается в большой степени.

Таким образом, эксперименты показали, что присутствие возрастающих концентраций органических растворителей - сахарозы и глицерина, в реакционной среде биферментной биолюминесцентной системы приводит к стабилизации возбужденного интермедиата реакции. То есть, скорость распада фермент-субстратных комплексов монотонно изменяется с ростом доли органического компонента в реакционной среде: увеличивается с увеличением концентрации глицерина и сахарозы.

Квантовый выход биферментой биолюминесценой реакции (Q) изменяется в соответствии с изменениями интенсивности свечения и константы спада светоизлучения (kcn) при увеличении доли органического эффектора в реакционной среде. Квантовый выход биолюминесцентной реакции, функционирующей в водно-глицериновой реакционной смеси мало зависит от изменения константы спада светоизлучения, а определяется, главным образом, начальной скоростью реакции (рисунок 3.1.6). 
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Рисунок 3.1.6 - Зависимость квантового выхода биферментной биолюминесцентной системы от концентрации от концентрации органического компонента:

 а) сахароза; б) глицерин 
Зависимости для квантового выхода и интенсивности свечения биферментной биолюминесцентной системы от концентрации органического компонента в смеси глицерин также не совпадают, но могут быть охарактеризованы значениями активирующих концентраций, диапазон которых намного шире диапазона концентраций сахарозы, которые увеличивают интенсивность свечения биолюминесценции. Более того, введение в реакционную смесь всех исследуемых в работе концентраций сахарозы  приводит к активации квантового выхода реакции. Зависимость квантового выхода биолюминесцентной биферментной системы при добавлении в реакционную смесь сахарозы имеет колокообразный вид. Максимальное увеличение Q на 10% наблюдали при использовании концентрации сахарозы 0,2 моля. 

Очевидно, что изменение вязкости среды оказывает определенное влияние на кинетику биферменой биолюминесцентной реакции, и вязкости реакционной среды может принадлежать немаловажная роль в качестве фактора, влияющего на вероятность образования и скорость распада возбужденного интермедиата реакции. Но эти изменения происходят на фоне других, также меняющихся характеристик реакционной среды, и адекватная интерпретация вариаций кинетических параметров биолюминесценции требует более подробного, не только качественного рассмотрения других специфических и неспецифических взаимодействий.

Таким образом, увеличение вязкости реакционной среды биферментной биолюминесцентной реакции путем введения глицерина приводит к увеличению испускания числа квантов, тогда как введение сахарозы не изменяет существенно квантовый выход.

На рисунке 3.1.7 представлена зависимость  интенсивности свечения биферментной биолюминесцентной системы при значении рН = 6,9 от вязкости, различные значения которой получены путем введения органических растворителей: глицерина и сахарозы.
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Рисунок 3.1.7 − Зависимость интенсивности свечения биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН 6,9 от вязкости органических растворителей: 1- сахароза; 2- глицерин

Интенсивность свечения, которая характеризуется скоростью биолюминесценции, линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды, как при введении органического растворителя глицерина, так и сахарозы (рис. 3.1.7). Зависимости интенсивности биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы от концентрации как сахарозы, так и глицерина практически совпадают: значения интенсивности свечения находятся в пределах ошибки измерения. Таким образом, увеличение вязкости  реакционной среды для биолюминесцентной биферментной бактериальной реакции является важным физико-химическим фактором, оказывающим влияние на изменение интенсивности свечения с увеличением концентрации глицерина и сахарозы. Результаты показали, что природа растворителя не является фактором, определяющим изменение интенсивности свечения биолюминесценции. Т.о., интенсивность свечения линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды как в глицерине, так и в сахарозе, и практически не зависит от природы используемого растворителя пр нейтральном значении рН.

Константа спада биферментной биолюминесцентной системы, которая характеризуется скоростью распада долго живущего интермедиата, уменьшается с увеличением вязкости, как при введении глицерина так и сахарозы (рис. 3.1.8, кривая 1). Максимальное уменьшение kcn  наблюдается при введении в реакционную смесь  глицерина: константа спада биолюминесценции уменьшается практически на 80% в 6М глицерине, тогда как при введении сахарозы kcn  уменьшается всего на 20% в 8M сахарозе. Существенное влияние на изменение константы спада оказывает, по-видимому, природа растворителя. Из рис. 3.1.8 видно, что введение в реакционную смесь увеличивающихся концентраций глицерина приводит к увеличению времени жизни долгоживущего интермедиата, тогда как использование в качестве растворителя для реакционной среды буферно-сахарозных смесей не приводит к существенному увеличению времени жизни долгоживущего интермедиата.
На рисунке 3.1.9 представлена зависимость  квантового выхода биолюминесценции биферментной биолюминесцентной реакции при значении рН = 6,9 от вязкости путем введения органических растворителей: глицерина и сахарозы.
Увеличение вязкости биферментной биолюминесцентной системы путем введения органического растворителя глицерина приводит к увеличению испускания числа квантов, примерно в 2 раза, за счет стабилизации долгоживущего интермедиата (рис. 3.1.9). При введении в реакционную биферментную биолюминесцентную систему сахарозы квантового выхода биолюминесценции уменьшается на 20%.

Таким образом, при изучении кинетических параметров биферментной биолюминесценой реакции при изменении вязкости реакционной среды показано, что увеличение вязкости реакционной среды для биолюминесцентной биферментной бактериальной реакции приводит к уменьшению максимального значения интенсивности свечения и константы спада. 
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Рисунок 3.1.8 − Зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН 6,9 от вязкости органических растворителей: 1- сахароза; 2- глицерин
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Рисунок 3.1.9 − Зависимость квантового выхода биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН 6,9 от вязкости органических растворителей:1- глицерин; 2- сахароза
Интенсивность свечения линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды как в глицерине, так и в сахарозе, и практически не зависит от природы используемого растворителя. 

Увеличение вязкости реакционной среды биферментной биолюминесцентной реакции путем введения глицерина приводит к увеличению испускания числа квантов, тогда как введение сахарозы не изменяет существенно квантовый выход. 

Сахароза является более сильным инактиватором биферментной биолюминесцентной системы по сравнению с глицерином.

Изменение  вязкости среды изменяет кинетику биферментной биолюминесцентной системы, а, следовательно, вязкость реакционной среды может иметь немаловажная роль в качестве фактора, влияющего на вероятность образования и скорость распада возбужденного интермедиата реакции. 

Полученные эффекты требует специального рассмотрения и углубленного изучения. В частности необходимо провести сравнительное изучение влияния вязкости реакционной среды на ферменты для понимания механизмов взаимодействия между ними и влияния на их характеристики растворов различной вязкости. 

3.1.4. Сравнительный анализ влияния вязкости реакционной среды на кинетические параметры моноферментной и биферментной биолюминесцентных систем. 

Влияние вязкости реакционной среды на моноферментную и биферментную биолюминесцентные системы исследовано путем введения в реакционную смесь различных концентраций глицерина и этиленгликоля. Результаты исследования показали, что увеличение вязкости реакционной среды бактериальной биолюминесцентной реакции приводит к  изменению кинетических параметров световой вспышки – максимальной скорости реакции (I0), квантового выхода (Q)  и константы спада светоизлучения (kcn). При введении глицерина наблюдается монотонная инактивация биферментной биолюминесцентной системы  (рисунок 3.1.10).

При добавлении увеличивающихся концентраций глицерина в реакционную смесь моноферментной биолюминесцентной системы люциферазы  P.leiognathi наблюдается также монотонная инактивация (рисунок 3.1.11). По сравнению с биферментной системой моноферментная системы сохраняет активность при более высоких концентраций глицерина, т.е. при более высокой вязкости реакционной среды: в первом случае активность фермнтативной системы ставится равной нулю уже при 20 об.%, тогда как полная потеря ферментативной активности моноферментой системы исчезает только при 50 об.% глицерина в реакционной среде. Пороговая концентрация глицерина, при которой происходит потеря половины ферментативной активности моноферментной биолюминесцентной системы люциферазы  P.leiognathi с тетрадеканалем  составляет 20%, тогда как  для биферментной системы С50 = 8%.  Следовательно, моноферментная биолюминесцентная система люциферазы  P.leiognathi более стабильна по отношению к увеличивающейся вязкости среды, чем биферментная система.  

[image: image13]
Рисунок 3.1.10 − Зависимость интенсивности свечения биферментной биолюминесцентной системы от концентрации  глицерина
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Рисунок 3.1.11 − Зависимость интенсивности свечения моноферментной биолюминесцентной системы люциферазы  P.leiognathi с тетрадеканалем от концентрации  глицерина

Концентрации глицерина много меньшие пороговой уже вызывают некоторое снижение активности люциферазы Р.leiognathi (рис.3.1.11). При увеличении содержания глицерина в реакционной смеси начальная скорость биолюминесценции не претерпевает резких (пороговых) изменений, а  падает плавно, вероятно из-за увеличения вязкости реакционной среды.

При добавлении увеличивающихся концентраций этиленгликоля в реакционную смесь моноферментных биолюминесцентных систем люцифераз из разных видов светящихся бактерий  P.leiognathi и V.harveyi с тетрадеканалем наблюдается также монотонная инактивация (рисунок 3.1.11 и 3.1.12). 
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Рисунок 3.1.12 − Зависимость интенсивности свечения моноферментной биолюминесцентной системы люциферазы  V.harveyi с тетрадеканалем от концентрации  глицерина

При использовании экзогенных альдегидов значения параметров С50 (табл.3.1.1) для люциферазы V. harveyi  сравнимы с этими параметрами, определенные для люциферазы P.leiognathi. Значения пороговых концентраций растворителей для реакции люциферазы  P.leiognathi с деканалем меньше их пороговых концентраций с тетрадеканалем (табл.3.1.1). Этот факт может свидетельствовать о том, что образуемый в ходе реакции фермент-субстратный комплекс люциферазы с деканалем в большей степени, чем с тетрадеканалем подвержен денатурирующему влиянию растворителей и является менее стабильным. Следовательно, тетрадеканаль защищают люциферазу P.leiognathi от денатурирующего действия этиленгликоля в сравнении с деканалем. Защитный эффект альдегидов от денатурации органическими растоврителями люциферазы  V.harveyi увеличивается с увеличением длины цепи альдегидов: пороговые концентрации растворителей с тетрадеканалем наибольшие.

Таблица 3.1.1
Пороговые концентрации органических растворителей (%) и параметр их гидрофобности (-logP).

	
	
	P.leiognathi 
	V.harveyi  

	растворитель
	-logP
	С12
	С14
	С12
	С14

	этиленгликоль
	1,93
	12
	30
	10
	33

	глицерин
	2,5
	
	20
	
	


По полученным экспериментально значениям пороговых концентраций органических растворителей можно судить о степени денатурации ими люцифераз: наиболее слабым для обеих люцифераз – глицерин и этиленгликоль.

Константа скорости спада биолюминесценции (kcn) биферментной биолюминесцентной системы при варьировании вязкости реакционной среды, так же как и максимальная скорость реакции монотонно уменьшается с увеличением концентрации глицерина (рис. 3.1.13). Изменения константы спада светоизлучения, которая характеризует скорость распада возбужденного интермедиата биолюминесцентной реакции, в случаях введения в реакционную смесь глицерина, следуют за изменениями интенсивности свечения. Для моноферментной системы константа спада не изменяется при увеличении вязкости реакционной среды при введении глицерина и этиленгликоля в концентрациях до 60 объемных процентов в реакционной среде для обеих люцифераз как  P.leiognathi так и V.harveyi.
На величине квантового выхода (Q) – общего числа высвеченных в ходе реакции фотонов, которое рассчитывается из интенсивности и константы скорости,  сказывается изменение обоих  этих параметров реакции.  В основном, квантовый выход биферментной биолюминесцентной реакции изменяется аналогично максимальной скорости реакции практически в том же диапазоне значений концентраций глицерина  (рисунок 3.1.14):  величина Q монотонно убывает в присутствии глицерина. 

Для моноферментной системы квантовый выход, так же как и константа спада, не изменяется при увеличении вязкости реакционной среды при введении глицерина и этиленгликоля в концентрациях до 60 объемных процентов в реакционной среде для обеих люцифераз как  P.leiognathi так и V.harveyi.

[image: image16]
Рисунок 3.1.13 − Зависимость константы спада биферментной биолюминесцентной системы от концентрации  глицерина
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Рисунок 3.1.14 − Зависимость квантового выхода моноферментной биолюминесцентной системы от концентрации  глицерина

Согласно литературным данным, вязкость растворов сахарозы и глицерина возрастает с увеличением их концентрации по закону, близкому к экспоненциальному [36]. Зависимость вязкости растворов от молярной концентрации сахарозы и глицерина при 20(С приведены на рис. 3.1.15. Из рисунка видно, что раствор сахарозы имеет большую вязкость, чем раствор глицерина той же концентрации (например, 0,5 М раствор имеет вязкость 1,16 сП в случае глицерина и 1,71 сП в случае сахарозы). Воспользовавшись экспоненциальной аппроксимацией, можно оценить, что активация биолюминесценции в присутствии сахарозы наблюдалось при вязкости раствора 1,07-1,68 сП. Исследованные растворы глицерина имели схожую вязкость: 1,09-1,73 сП, но активации биолюминесценции в этих растворах не наблюдалось. Это позволяет сделать вывод о разных механизмах воздействия глицерина и сахарозы на биолюминесцентную биферментную систему. Очевидно, не только вязкость как таковая, но и природа добавляемого агента влияет на активность биолюминесцентных ферментов.
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Рисунок 3.1.15 - Зависимость вязкости растворов сахарозы и глицерина от их молярной концентрации при 20(С (построено по данным [36]).

Полученные результаты согласуются с данными других авторов, исследовавших скорости биохимических реакций в присутствии глицерина и сахарозы. В частности, было установлено, что активность Н+-АТФ-азы ингибируется в большей степени в присутствии глицерина, чем в присутствии сахарозы и галактозы [36]. Аналогичные результаты были получены и для реакции, катализируемой карбоновой ангидразой. Для термолизина был зарегистрирован период активации в диапазоне концентраций до 0,5 М для глицерина и до 1,4 М для сахарозы. Относительно механизмов воздействия было сделано несколько предположений. С одной стороны, считается, что глицерин, в силу своей гидрофобности, склонен к сильному взаимодействию с белками. При больших концентрациях глицерина вокруг фермента формируется жесткая структура, препятствующая доступу субстрата. С другой стороны, активация ферментов в присутствии сахарозы может объясняться тем, что этот реагент обладает способностью к структуризации молекул воды. В присутствии сахарозы усиливаются водородные связи между молекулами растворителя и уменьшается их мобильность. Это предотвращает попадание молекул воды в активный центр фермента, что приводит к увеличению его активности. Известно, что глицерин оказывает обратное действие – он увеличивает подвижность молекул растворителя. Таким образом, в основе зарегистрированных эффектов, возможно, лежат энтропийные причины.
3.2. Выбор условий иммобилизации биолюминесцентной системы бактерий в гели, обеспечивающих высокую  активность ферментов.
Метод иммобилизации в гели состоит в том, что молекулы фермента включаются в трехмерную сетку из тесно переплетенных полимерных цепей, образующих гель. Среднее расстояние между соседними цепями в геле меньше размера молекулы включенного фермента, поэтому он не может покинуть полимерную матрицу и выйти в окружающий раствор. В качестве носителей для иммобилизации выбраны желатиновый и крахмальный гели, при которых не происходит инактивации и сохраняется высокая субстратная специфичность ферментов, что наилучшим образом отвечает условиям работы ферментов in vivo.

Иммобилизованные препараты ферментов получали в виде дисков, активность которых зависела от условий приготовления реагента. 
3.2.1. Зависимость параметров биолюминесценции иммобилизованной биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза  от природы геля.
Для приготовления геля использовали пищевой желатин и различные типы крахмала: картофельный, рисовый и кукурузный. Варьировали концентрации гелей, время и режим высушивания иммобилизованных реагентов. 

Рассчитывали выход активности биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза иммобилизованной в крахмальный и желатиновый гель. Количество люциферазы в растворе и иммобилизованном реагенте одинаково. 

В таблице 3.2.1 представлена зависимость выхода активности биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от концентраций гелей, выбранных в качестве носителей для иммобилизации. Видно, что выход активности биферментной системы иммобилизованной в картофельный крахмальный гель уменьшается с увеличением процентного содержания крахмала в геле. Для ферментов иммобилизованных в гели на основе рисового и кукурузного крахмала четких зависимостей выхода активности от концентрации геля не наблюдали. Максимальная активность наблюдалась у биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза–люцифераза иммобилизованной в 3% картофельный гель. Однако для работы был выбран 3,5% картофельный крахмальный гель, поскольку в этом случае  иммобилизованные ферменты не только обладали высокой активностью, но и сохранялась целостность иммобилизованных дисков. При использовании более низкой концентрации геля (3%) наблюдалось нарушение целостности дисков с иммобилизованными ферментами. Кроме того, гель низкой концентрации недостаточно связывал ферменты, и они быстро переходили из гелевой фазы в реакционную среду, при этом диск с иммобилизованными ферментами разрушался. При использовании  высоких концентраций геля (4%, 5%) возникали сложности в дозировании препарата из-за высокой плотности геля. Это связано с тем, что процедура иммобилизации проходит при температуре 300С, когда клейстеризация геля в основном завершается. Таким образом, в процессе проведения иммобилизации гель высокой концентрации быстро застывает, и включение фермента в матрицу геля становится практически невозможным.

Таблица 3.2.1

Выход активности биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза иммобилизованной в крахмальный и желатиновый гель.

	Носитель для иммобилизации биферментной системы
	Концентрация геля, %

	
	3
	3,5
	4
	5
	6

	
	Выход активности биферментной системы, %

	Картофельный крахмал
	100
	82,6
	64,4
	31,8
	-

	Рисовый крахмал
	51,4
	-
	12,8
	22,6
	-

	Кукурузный крахмал
	17,4
	-
	26
	14,5
	-

	Желатин
	-
	-
	17
	7,2
	6,9


«-» - измерения не проводили

По-видимому, разная активность  биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза–люцифераза, иммобилизованной в различные крахмальные гели, связана с различным содержанием амилозы и амилопектина, двух главных компонент крахмала.

 Также варьировали концентрации желатинового геля (табл.3.2.1). Несмотря на то, что наибольшая интенсивность свечения системы наблюдалась в 4% желатиновом геле, для разработки реагента был выбран 5% гель, так как реагент, иммобилизованный в гель меньшей концентрации, был механически непрочным и тем самым неудобен в работе.

При сравнении иммобилизованных реагентов видно, что выход активности биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза зависит от природы полимерного геля.

Максимальный выход активности ферментов, иммобилизованных в крахмальный гель, составил 100%, иммобилизованных  в желатиновый гель - 17%. Такой результат объясняется различным влиянием носителя на биферментную систему. В первом случае, крахмальный гель, является нейтральным гелем, в результате чего не происходит ковалентного взаимодейс​твия с активными группами фермента и полностью сохраняется его активность. В случае иммобилизации ферментов в желатиновый гель, вероятно, происходят белок-белковые взаимодействия, что, возможно, приводит к частичному изменению конформации люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы.

Оптимальным временем высушивания иммобилизованных препаратов является 6-8 часов. При меньшем времени высушивания диски недостаточно высыхают и при помещении их в реакционную смесь быстро разрушаются.

В работе был подобран температурный режим высушивания иммобилизованных препаратов. Высушивание дисков при 200С приводило к нарушению их целостности. Оптимальным режимом высушивания дисков является 40С - в этом случае диски обладают высокой активностью и целостностью, что упрощает использование их в биолюминесцентном анализе  (таб.3.2.2).

Таблица 3.2.2
Влияние температуры высушивания на характеристики иммобилизованных ферментов
	Температурный режим высушивания иммобилизованных дисков
	Целостность
	Выход активности

	40С
	++
	+ +

	200С
	+ (
	+ (


++  - целостность дисков составляет 100%, наблюдается высокий выход активности

+( - целостность дисков составляет 50% (от общего числа иммобилизованных) 

3.2.2. Зависимость параметров биолюминесценции иммобилизованной биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от концентрации и источника  крахмала.
Целью данного эксперимента было определить наиболее подходящие концентрацию и источник крахмала, используемого в качестве носителя для получения иммобилизованного реагента. Для иммобилизации применяли 3%, 3,5%, 4% гели картофельного крахмала разных производителей: крахмал производства фирмы «Sigma» (Германия) и пищевой крахмал ГОСТ 7699-78 (Россия). Дозирование иммобилизованных реагентов проводили на разные поверхности: на лавсановую пленку и непосредственно в кюветы биолюминометра. Измерения выхода активности иммобилизованных реагентов, высушенных предварительно на лавсановой подложке, проводили как в кюветном, так и планшетном биолюминометрах. Измерения активности иммобилизованных препаратов ферментов сравнивали с активностью растворимых ферментов, используемых в качестве контрольных образцов (табл. 3.2.3). Количество люциферазы в растворе и иммобилизованном реагенте одинаково и составляет 0,33 мкг. 

Из таблицы 3.2.3 видно, что растворимые ферменты обладают значительно более высокой активностью по сравнению с иммобилизованными реагентами. При проведении измерений в кюветном биолюминометре показано, что выход активности иммобилизованной биферментной системы уменьшается с увеличением процентного содержания крахмала в геле. Максимальная активность – около 60 % - наблюдалась у биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза–люцифераза иммобилизованной в 3% картофельный гель с использованием крахмала Sigma, максимальный выход активности биферментной системы, иммобилизованной в гель с использованием пищевого крахмала составил 17 %. Причем, при высушивании реагента  непосредственно в пластиковой кювете, предназначенной для кюветного биолюминометра Lumat LB 9507, выход активности биферментной системы на порядок ниже, чем при предварительном их высушивании на лавсане (табл. 3.2.3).  Кроме того, реагент, дозированный непосредственно в пластиковую кювету, не подлежит долгосрочному хранению, т.к. в этом случае реагент не высыхает полностью даже через 5-6 дней хранения, что приводит к его полной инактивации.

При измерении активности дисков с иммобилизованными ферментами в планшетном люминометре, выход активности существенно меньше и варьирует в диапазоне от 2 до 17 % (табл. 3.2.3). Время выхода свечения на максимальное значение для иммобилизованных реагентов существенно выше, чем для растворимых и составляет: 15-30 секунд для растворимых ферментов,  100-650 и 60-450 секунд для иммобилизованных ферментов при проведении измерений в планшетном и кюветном биолюминометрах соответственно. Причем, после достижения максимального уровня биолюминесценции наблюдали медленное снижение интенсивности свечения биферментной системы, как для растворимых, так и для иммобилизованных препаратов ферментов: значение константы спада для растворимых ферментов составило  0,12 мин-1 и 0,04 мин-1 при проведении измерений в планшетном и кюветном биолюминометрах соответственно; для иммобилизованных - 0,01-0,08 мин-1 при проведении измерения на планшетном биолюминометре, 0,01-0,03 мин-1 при проведении измерения в кюветном биолюминометре.
Таблица 3.2.3. 

Зависимость параметров биолюминесценции биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза, иммобилизованной в крахмальном геле, от концентрации и источника крахмала.

	
	Используемый крахмал (концентрация, производство)
	I макс, усл.ед.
	Выход активности, %

	
	
	Контроль
	Иммобилизация в кюветы
	Иммобилизация на лавсане
	Иммобилизация в кюветы
	Иммобилизация на лавсане

	Планшет №1
	3%, Sigma
	1930273 ± 118910
	-
	62193 ± 5037
	-
	3

	
	3,5%, Sigma
	
	-
	114221 ± 17496
	-
	6

	
	4%, Sigma
	
	-
	227927 ± 19197
	-
	12

	
	3,5%, ГОСТ 7699-78
	
	-
	47660 ± 490
	-
	2

	
	4%, ГОСТ 7699-78
	
	-
	104571 ± 24308
	-
	5

	Планшет №2
	3%, Sigma
	1159937 ± 90104
	-
	78730 ± 12041
	-
	7

	
	3,5%, Sigma
	
	-
	192910 ± 29516
	-
	17

	
	4%, Sigma
	
	-
	151689 ± 15857
	-
	13

	
	3,5%, ГОСТ 7699-78
	
	-
	46573 ± 11506
	-
	4

	
	4%, ГОСТ 7699-78
	
	-
	102744 ± 11154
	-
	9

	Кюветный биолюминометр
	3%, Sigma
	480420 ± 36618
	17005 ± 310
	290411 ± 28628
	4
	60

	
	3,5%, Sigma
	
	10951 ± 2954
	213055 ± 13967
	2
	44

	
	4%, Sigma
	
	7689 ± 1326
	121623 ± 13293
	1,6
	25

	
	3,5%, ГОСТ 7699-78
	
	11760 ± 2908
	57523 ± 7075
	2
	12

	
	4%, ГОСТ 7699-78
	
	7546 ± 1297
	80134 ± 4772
	1,6
	17

	«-» - измерения не проводили


При использовании  высоких концентраций геля (3,5%, 4%) возникали сложности в дозировании препарата из-за высокой плотности геля. Это связано с тем, что процедура иммобилизации проходит при температуре 280С, когда клейстеризация геля в основном завершается. Таким образом, в процессе проведения иммобилизации гель высокой концентрации быстро застывает, и включение фермента в матрицу геля становится практически невозможным. Для дальнейших исследований в качестве носителя для  иммобилизации биолюминесцентной биферментной системы использовали 3% гель, приготовленный из крахмала Sigma (Германия).

3.2.3.Зависимость параметров биолюминесценции иммобилизованной биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза  от содержания люциферазы в диске.
Иммобилизацию люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы в 3,5 % крахмальный гель, варьируя содержание люциферазы в иммобилизованном реагенте. Дозирование иммобилизованных реагентов проводили на разные поверхности: на лавсановую пленку и непосредственно в лунки планшетов биолюминометра. Характеристики планшетов представлены в таблице 3.2.4. Измерения выхода активности иммобилизованных реагентов, высушенных предварительно на лавсановой подложке, проводили как в кюветном, так и планшетном биолюминометрах. Измерения активности иммобилизованных препаратов ферментов сравнивали с активностью растворимых ферментов, используемых в качестве контрольных образцов (табл. 3.2.5). Количество люциферазы в растворе и иммобилизованном реагенте одинаково для каждого отдельного опыта и составляет: 0,33 мкг, 0,24 мкг, 0,2 мкг, 0,1 мкг, 0,05 мкг.

Таблица 3.2.4. 

Описание планшетов, применяемых в исследованиях.

	№ планшета
	Производитель
	Цвет
	Объём, мкл
	Материал
	Форма лунок

	1
	Corning, USA
	Белый
	170
	Полистирин
	Цилиндрические, узкие

	2
	Berthold Technologies, Germany
	Белый
	350
	Полистирин
	Цилиндрические, широкие

	3
	
	Прозрачный
	200
	
	Конусообразные, узкие

	4
	Berthold Technologies, Germany
	Чёрный
	350
	Полистирин
	Цилиндрические, широкие


Уменьшение содержания люциферазы в дисках или растворе приводит к существенному снижении максимальной интенсивности свечения (табл. 3.2.5). Максимальный выход активности иммобилизованных ферментов - 60 % - достигался при проведении измерений с использованием кюветного биолюминометра и содержании люциферазы в диске 0,33 мкг. Минимальное содержание люциферазы, при котором наблюдалось значительное по сравнению с фоновым свечение биферментной системы,  составило 0,2 мкг для обоих типов биолюминометров и способов иммобилизации. Дозирование и последующее высушивание иммобилизованных ферментов непосредственно в лунках планшета, приводит к существенному снижению выхода активности, который составляет не более 3,5 %.  При использовании дисков, предварительно высушенных на лавсане, выход активности примерно в 2 раза выше для всех анализируемых концентраций люциферазы.
Скорость снижения интенсивности свечения зависела от содержания люциферазы в диске. Значения константы спада для растворимых ферментов - 0,09-0,24 и 0,04-0,08мин-1 при проведении измерений в планшетном и кюветном биолюминометрах соответственно. Значения константы спада для иммобилизованных ферментов существенно ниже: 0,02-0,11 мин-1 при проведении измерений в планшетном биолюминометре, 0,02-0,04 мин-1 при проведении измерения в кюветном биолюминометре.

Для дальнейших исследований содержание люциферазы в иммобилизованном реагенте было выбрано равным 0,2 мкг, так как это наименьшая концентрация люциферазы, позволяющая получать диски с достаточно высокой интенсивностью свечения.

3.2.4. Зависимость параметров биолюминесценции иммобилизованной биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от концентрации стабилизаторов.
Стабилизаторы ферментов увеличивают срок хранения иммобилизованного препарата и увеличивают выход активности биферментной системы в иммобилизованном состоянии. В работе исследовали зависимость параметров биолюминесценции иммобилизованных ферментов от концентрации дитиотрейтола (ДТТ) и меркаптоэтанола. Измерения проводили с иммобилизованным реагентом и с раствором КРАБа (контроль) в присутствии стабилизаторов и в их отсутствии. Количество люциферазы в растворе и иммобилизованном реагенте одинаково и составило 0,2 мкг. Конечная концентрация стабилизаторов в каждом диске составляла 10-4 и 10-5 М. 
Таблица 3.2.5. Зависимость параметров биолюминесценции биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза  от содержания люциферазы в иммобилизованном реагенте.
	
	Содержание люциферазы, мкг
	I макс, усл.ед.
	Выход активности, %

	
	
	Контроль
	Иммобилизация в лунки планшета
	Иммобилизация на лавсане
	Иммобилизация в лунки планшета
	Иммобилизация на лавсане

	Планшет №1
	0,33
	1930273 ± 118910
	17029 ± 1654
	62193 ± 5037
	0,9
	3

	
	0,24
	1324674 ± 62083
	2324 ± 326
	10634 ± 276
	0,2
	0,8

	
	0,2
	851394 ± 42944
	2429 ± 363
	8269 ± 859
	0,3
	1

	
	0,1
	384074 ± 37821
	2289 ± 778
	2698 ± 392
	1
	0,7

	
	0,05
	222655 ± 40388
	0
	0
	0
	0

	Планшет №2
	0,33
	1159937 ± 90104
	28026 ± 2414
	78730 ± 12041
	2,4
	6,8

	
	0,24
	603393 ± 48360
	2347 ± 311
	11954 ± 1165
	0,4
	2

	
	0,2
	1019568 ± 124063
	1364 ± 83
	5756 ± 542
	0,1
	0,6

	
	0,1
	378014 ± 52045
	791 ± 130
	3618 ± 609
	0,2
	1

	
	0,05
	211580 ± 18713
	0
	0
	0
	0

	Планшет №3
	0,33
	682372 ± 70666
	13184 ± 1085
	24932 ± 2807
	1,9
	3,7

	
	0,24
	421938 ± 47988
	1442 ± 78
	2445 ± 198
	0,3
	0,6

	
	0,2
	337056 ± 4896
	1096 ± 77
	2541 ± 406
	0,3
	0,8

	
	0,1
	193185 ± 32563
	475 ± 29
	2531 ± 149
	0,2
	1,3

	
	0,05
	103008 ± 11175
	452 ± 17
	686 ± 9
	0,4
	0,7

	Планшет №4
	0,33
	113613 ± 9262
	4074 ± 384
	7526 ± 775
	3,6
	6,6

	
	0,24
	71844 ± 6225
	741 ± 60
	539 ± 120
	1,0
	0,8

	
	0,2
	-
	736 ± 135
	587 ± 86
	-
	-

	
	0,1
	30661 ± 7206
	251 ± 11
	539 ± 60
	0,8
	1,8

	
	0,05
	-
	0
	0
	-
	-

	Кювет-ный биолюминометр
	0,33
	480420 ± 36618
	-
	290411±28628
	-
	60

	
	0,24
	444048 ± 58811
	-
	42587 ± 18919
	-
	9,6

	
	0,2
	348526 ± 49150
	-
	22728 ± 1623
	-
	6,5


«-» - измерения не проводили

Дополнительное внесение в иммобилизованный реагент стабилизаторов ферментов существенно увеличивает выход активности биферментной системы (табл. 3.2.6) при высушивании иммобилизованного реагента как на лавсане, так и непосредственно в лунках планшетов. Причем, наиболее оптимальным для иммобилизованных ферментов, высушенных в лунках планшетов, является использование ДТТ и его содержание в диске 10-4 М. В этом случае выход активности иммобилизованных ферментов составляет от 19 до 76 %  в зависимости от  типа используемого планшета. Однако при использовании дисков, высушенных на лавсане, больший выход активности (от 4 до 35 %) получен при использовании в качестве стабилизатора 10-4 М меркаптоэтанол.

При работе с кюветным люминометром рекомендуются к использованию диски, содержащие 10-4 М ДТТ, выход активности в этом случае более 75 % (табл. 3.2.6).  

Добавление стабилизаторов в диски с иммобилизованными ферментами не приводит к существенным изменениям во времени выхода свечения на максимум:  100-550 и 240-850 с для экспериментов, проведенных на планшетном и кюветном биолюминометрах соответственно. При проведении контрольных измерений с растворимой биферментной системой показано, что добавление ДТТ и меркаптоэтанола в исследуемых концентрациях не влияет на параметры биолюминесценции, в том числе интенсивность свечения (табл. 3.2.6).

Таким образом, использование в процессе иммобилизации стабилизаторов ферментов позволяет значительно увеличить выход активности биферментной системы.

Иммобилизованная биферментная система НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза не требует специальных условий хранения для обеспечения поддержания высокой активности ферментов: при иммобилизации в крахмальный гель максимальная активность сохраняется в течение 2-х лет, при иммобилизации в желатиновый гель – около месяца. В то же время,   интенсивность свечения раствора биферментной системы уменьшается до нуля в течение трех суток. 

Таким образом, метод иммобилизации в крахмальный и желатиновый гель ферментов люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы является пригодным для разработки биолюминесцентных методов анализа, поскольку иммобилизованные ферменты характеризуются высоким выходом активности и длительным временем хранения без потери активности по сравнению с растворимой биферментной системой.

Таблица 3.2.6. Зависимость параметров биолюминесценции биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза, иммобилизованной в крахмальном геле, от концентрации различных стабилизаторов ферментов в реагенте.

	
	Концентрация, стабилизатор
	I макс, усл.ед.
	Выход активности, %

	
	
	Контроль
	Иммобилизация в лунки планшета
	Иммобилизация на лавсане
	Иммобилизация в лунки планшета
	Иммобилизация на лавсане

	Планшет №1
	-
	272305 ± 23531
	2429 ± 363
	8269 ± 859
	0,1
	0,3

	
	10-4, ДТТ
	657606 ± 76150
	173363 ± 11315
	29874 ± 6452
	26,4
	4,5

	
	10-5, ДТТ
	710147 ± 84175
	11988 ± 1805
	35427 ± 5694
	1,7
	5,0

	
	10-4, меркаптоэтанол
	599566 ± 32359
	46504 ± 8728
	42913 ± 9794
	7,8
	7,2

	
	10-5, меркаптоэтанол
	232782 ± 37577
	16759 ± 1894
	37430 ± 5548
	7,2
	16,1

	Планшет №2
	-
	346750 ± 15594
	1364 ± 83
	5756 ± 542
	0,4
	1,7

	
	10-4, ДТТ
	1235626 ± 690609
	234379 ± 11449
	35110 ± 15138
	19,0
	2,8

	
	10-5, ДТТ
	367561 ± 96237
	25096 ± 326
	43172 ± 4671
	6,8
	11,7

	
	10-4, меркаптоэтанол
	113819 ± 42051
	72127 ± 3222
	39838 ± 2792
	63,4
	35,0

	
	10-5, меркаптоэтанол
	184647 ± 55033
	33080 ± 1252
	25484 ± 3231
	17,9
	13,8

	Планшет №3
	-
	216163 ± 17716
	1096 ± 77
	2541 ± 406
	0,5
	1,2

	
	10-4, ДТТ
	187443 ± 11486
	64881 ± 3905
	9219 ± 1542
	34,6
	4,9

	
	10-5, ДТТ
	177626 ± 21087
	11717 ± 1173
	9364 ± 1277
	6,6
	5,3

	
	10-4, меркаптоэтанол
	188744 ± 8973
	-
	7701 ± 3034
	-
	4,1

	
	10-5, меркаптоэтанол
	209830 ± 52458
	-
	7065 ± 1665
	-
	3,4

	Планшет №4
	-
	19848 ± 534
	736 ± 135
	587 ± 86
	3,7
	3,0

	
	10-4, ДТТ
	29029 ± 2088
	21940 ± 2266
	4403 ± 179
	75,6
	15,2

	
	10-5, ДТТ
	29228 ± 3697
	1897 ± 122
	2616 ± 541
	6,5
	9,0

	
	10-4, меркаптоэтанол
	21566 ± 1884
	3483 ± 176
	5043 ± 536
	16,2
	23,4

	
	10-5, меркаптоэтанол
	31464 ± 3154
	2368 ± 147
	3408 ± 536
	7,5
	10,8

	Кюветный люминометр
	-
	38832 ± 4264
	-
	22728 ± 1623
	-
	58,5

	
	10-4, ДТТ
	50583 ± 12291
	-
	38498 ± 4820
	-
	76,1

	
	10-5, ДТТ
	38533 ± 4507
	-
	15267 ± 776
	-
	39,6

	
	10-4, меркаптоэтанол
	46885 ± 6999
	-
	33195 ± 539
	-
	70,8

	
	10-5, меркаптоэтанол
	67020 ± 8067
	-
	20889 ± 1449
	-
	31,2


«-» - измерения не проводили

3.3.  Сравнительный анализ физико-химических характеристик растворимой и иммобилизованной биолюминесцентной биферментной системы. 

Далее в работе проведено сравнение кинетических и термодинамических характеристик растворимой и иммобилизованной в полимерные гели различной природы биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза с целью выбора метода получения стабильного и высокоактивного реагента  для биолюминесцентного анализа. 

На рисунке 3.3.1 представлены зависимости интенсивности свечения биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от концентрации субстратов в координатах Иди-Хофсти. Рассчитанные кажущиеся константы Михаэлиса для растворимой и иммобилизованной биферментной системы представлены в Таблице 3.3.1.  

В результате иммобилизации  биферментной  системы происходит увеличение кажущихся констант Михаэлиса для всех трех субстратов по сравнению с растворимыми ферментами. Однако для ферментов, иммобилизованных в крахмальный гель, увеличение Km каж для ФМН и НАДН происходит в 2 и 2,5 раза, соответственно. Для ферментов, иммобилизованных  в  желатиновый  гель,  изменения Km каж по сравнению с растворимой биферментной системой является более существенным: Km каж увеличивается в 4 и 5 раз для ФМН и НАДН, соответственно. Для тетрадеканаля наблюдалось увеличение Km каж в 4 и 6  для ферментов, иммобилизованных в желатиновый и крахмальный гели, соответственно.  Увеличение Km каж для иммобилизованных ферментов можно объяснить тем, что в процессе иммобилизации ферментов происходит  ограничение конформационной лабильности белковых молекул, отражающееся в скорости каталитического акта [2]. Это ограничение усугублялось фактом совместной иммобилизации 2 ферментов. Субстратом для люциферазы являлся продукт реакции, катализируемый оксидоредуктазой - ФМНН2 , который является крайне нестойким соединением и быстро окисляется кислородом воздуха до ФМН.

Еще одной причиной снижения сродства субстратов к ферментам является то, что в структуре матрикса оказываются иммобилизованными не только комплексы люциферазы и оксидоредуктазы, но и сами эти ферменты по отдельности. В этом случае увеличение констант Михаэлиса происходит в результате  диффузионных ограничений, возникающих  при доставке  ФМНН2  между  пространственно разнесенными  в геле ферментами.


[image: image19.wmf]0

200

400

600

800

1000

0

100

200

300

400

500

600

700

10

3

 x (I/[ФМН]), (mV x ml/mg)

I, мВ

a



1



2



3





 EMBED Excel.Chart.8 \s [image: image20.wmf]0

100

200

300

400

500

0

10

20

30

40

50

60

I, мВ

10

2

 x (I/[НАДН]), (mV x 

б

2

1

3



 EMBED Excel.Chart.8 \s [image: image21.wmf]0

50

100

150

200

250

300

0

50

100

150

200

250

300

350

I, мВ

10

6

x (I/[C

14

]), (mV x 

ml/mg)

в

1

2

3


а) ФМН, б) НАДН, в) миристиновый альдегид. 1 - растворимые R+L; 2 - R+L, иммобилизованные в крахмальный гель; 3 - R+L, иммобилизованные в желатиновый гель

Рисунок 3.3.1 – Зависимость интенсивности свечения биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от концентрации субстратов в координатах Иди-Хофсти.
Таблица 3.3.1. 
Значения кажущихся констант Михаэлиса для биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза

	Субстраты

Биферментная 

система
	Km каж (мг/мл)

	
	ФМН
	НАДН
	Тетрадеканаль

	Растворимые R+L
	(0,6 ± 0,1) x 10-3
	(3,4 ± 0,7) x 10-2
	(0,18 ± 0,04)  x 10-6

	R+L, иммобилизованные в крахмальный гель
	(1,3 ± 0,3) x 10-3
	(9,0 ± 1,8) x 10-2
	(1,2 ± 0,2) x 10-6

	R+L, иммобилизованные в желатиновый гель
	(2,8 ± 0,6) x 10-3
	(17,9 ± 3,5) x 10-2
	(0,7 ± 0,1)  x 10-6


Показано, что иммобилизация изменяет свойства ферментов, в том числе зависимость каталитической активности от рН, ионного состава и других параметров среды, влияет на стабильность ферментов по отношению к денатурирующим воздействиям различного рода. На рисунке 3.3.2 представлена рН-зависимость интенсивности свечения биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза.  Видно, что рН-оптимум растворимых ферментов составлял 6,8, при этом для иммобилизованных ферментов наблюдался сдвиг рН-оптимума в щелочную область. В то же время, для иммобилизованной  в крахмальный  гель биферментной системы  интенсивность свечения составляла не менее 80% по отношению к максимуму активности во всем рассмотренном диапазоне значений рН, а рН-оптимум находился в диапазоне от 5,8 до 7,8. Для реагента, иммобилизованного в желатиновый гель, рН-оптимум был более узким и располагался в диапазоне рН 6,6 - 7,3.

Подобное влияние рН на активность иммобилизованных ферментов можно объяснить несколькими причинами. Во-первых, заряженные группы носителя для иммобилизации могут влиять на распределение протонов в микроокружении иммобилизованных ферментов. Этот эффект должен быть заметным для ферментов, иммобилизованных в желатиновый гель, имеющий  заряженные группы. В случае иммобилизации ферментов в крахмальный гель слабая зависимость активности биферментной системы от рН объясняется электронейтральностью носителя. Во-вторых, полимерная матрица, увеличивая вязкость среды, препятствует свободной диффузии протонов внутри иммобилизованного фермента и тем самым вызывает существенное изменение рН–зависимости активности, что особенно заметно с возрастанием рН, т.е. при уменьшении концентрации протонов в растворе. Кроме того, возможно сочетание эффектов распределения протонов и ограничения их диффузии. 
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1 - растворимые R+L; 2 - R+L, иммобилизованные в крахмальный гель; 

3 - R+L, иммобилизованные в желатиновый гель.

Рисунок 3.3.2 – рН зависимость нормированной интенсивности свечения биферментной системы светящихся бактерий.
Нами также исследовано действие температуры  на активность биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза. Иммобилизованные препараты ферментов сохраняли высокую каталитическую активность при действии температур во всем рассмотренном диапазоне. Для препаратов ферментов, иммобилизованных в крахмальный гель, интенсивность свечения составляла не менее 60% от максимальной, а для  препаратов ферментов, иммобилизованных в желатиновый гель, - не менее 50% (рис. 3.3.3). 
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1 - растворимые R+L; 2 - R+L, иммобилизованные в крахмальный гель; 3 - R+L, иммобилизованные в желатиновый гель

Рисунок 3.3.3 – Зависимость нормированной интенсивности свечения биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктазы-люциферазы от температуры инкубирования.
Для растворимой биферментной системы при инкубировании в диапазоне температур от 15 до 300С сохранялось не менее 60% активности от максимальной, в то время как полная инактивация ферментов происходила уже при температуре 400С. Для растворимой биферментной системы температурный оптимум активности, при котором  интенсивность свечения препаратов ферментов была максимальной, находился в пределах  20-250С.  Для иммобилизованных ферментов наблюдалось расширение температурного оптимума: для препаратов, иммобилизованных в крахмальный гель, до диапазона 5-500С, для препаратов, иммобилизованных в желатиновый гель, - до 15-500С. Увеличение  термостабильности ферментов при их иммобилизации объясняется  уменьшением подвижности ферментов и их субъединиц в матриксе геля.

Таким образом, иммобилизация в полимерные гели приводит к стабилизации биферментной системы, однако эффект стабилизации уменьшается при увеличении температуры. Эффективные значения энергии активации (Ed)  для растворимой и иммобилизованной биферментной системы представлены в таблице 3.3.2.
Таблица 3.3.2.

 Значения Ed (кДж/M) для биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза

	Растворимые Л+Р
	Л+Р Иммобилизованные в желатиновый гель
	Л+Р Иммобилизованные в крахмальный гель

	201 ( 39
	79 ( 18
	30 ( 7


Из таблицы 3.3.2 видно, что значения энергии активации для иммобилизованных ферментов меньше по сравнению с энергией активации растворимых ферментов. По-видимому, в случае иммобилизованных препаратов ферментов не наблюдается больших изменений свободной энергии  по причине ужесточения конформации белков и ограничения их подвижности в иммобилизованном состоянии. Таким образом, образовавшийся в процессе иммобилизации комплекс белок-матрица, термодинамически становится более выгодным. Среди рассмотренных реагентов самой термодинамически стабильной является  биферментная система, иммобилизованная в крахмальный гель, поскольку она характеризуется наименьшей энергией активации. 

При сравнении свойств ферментов, иммобилизованных в гели разной природы, выяснилось, что при использовании желатинового геля выход активности существенно ниже, а значения Km каж для ФМН и НАДН и величина энергии активации более высокие, чем в случае крахмального геля. Так как единственным отличием в условиях иммобилизации биферментной системы была природа используемого геля, то это, на наш взгляд, в первую очередь связано с различиями в физико-химических характеристиках и природе гелеобразующих полимеров. Крахмальный гель является химически нейтральным, и сохранение в нем высокой активности ферментов, вероятно, объясняется отсутствием ковалентных связей с активными группами включенных в него ферментов. В отличие от крахмала, желатин является полипептидом, содержащим значительное количество как полярных аминокислотных остатков (например, глицин и гидроксипролин, составляющие 30-35% и 10 % от общего состава аминокислотных остатков), так и гидрофобных аминокислотных остатков (например, пролин и аланин, каждый из которых составляет более 10 % от общего состава аминокислотных остатков) [37], которые способны образовывать водородные, гидрофобные и другие  связи с молекулами оксидоредуктазы и люциферазы. Кроме того, в процессе студнеобразования между (-цепями, формирующими молекулы желатина, происходит образование множества вторичных поперечных связей (преимущественно водородных), а также формируются  коллагено-подобные спиральные конгломераты между несколькими цепями полипептидов [37]. Так как включение ферментов в желатиновый гель проводится непосредственно в момент студнеобразования, это, по-видимому, может привести к частичной деформации конформации белков и, как следствие этого, к снижению их активности. 

Таким образом, при сравнении кинетических и термодинамических характеристик растворимой и иммобилизованной в полимерные гели биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза было показано, что иммобилизация в крахмальный и желатиновый гели приводит к значительной стабилизации биферментной системы по отношению к денатурирующим воздействиям при сохранении высокой активности ферментов, что указывает на возможность получения стабильного и высокоактивного реагента для биолюминесцентного анализа с использованием этих методов.

3.3.1. Исследование чувствительности иммобилизованных реагентов

 к действию рядов поллютантов.
В работе был проведен сравнительный анализ эффективности применения препаратов растворимых и иммобилизованных ферментов с целью создания биодатчика для экологического биотестирования. В качестве модельных поллютантов в работе были выбраны ряды фенолов, хинонов, солей тяжелых металлов и пестицидов, поскольку они являются одними из наиболее распространенных загрязнителей, поступающих в поверхностные воды со стоками различных предприятий.

Для получения зависимостей остаточного свечения иммобилизованной и иммобилизованной совместно с субстратами биферментной системы от концентрации пестицидов в измерительную кювету помещали диск с иммобилизованными ферментами или ферментами, иммобилизованными совместно с субстратами, и добавляли 500 мкл дистиллированной воды. Регистрировали контрольный уровень свечения Ik. Затем в другую кювету вновь  помещали диск с иммобилизованными ферментами Л+Р, но вместо дистиллированной воды добавляли 500 мкл анализируемого образца пестицида различной концентрации и регистрировали интенсивность свечения Io. Эффективность воздействия пестицида на иммобилизованные препараты ферментов оценивали по остаточному свечению Iо/Iк·100%. Было изучено влияние на иммобилизованные препараты ферментов следующих действующих веществ: малатион, аверсектин С, λ-цигалотрин,  пиримифосметил. Ранее было показано, что чувствительность растворимой биферментной системы к действию пиримифосметила составляет 0,8 мг/л. 

Из рисунка 3.3.4 видно, что растворимая и иммобилизованная биферментная системы различаются по чувствительности к действию пиримифосметила (0,8 и 10 мг/л соответственно). 
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Рисунок 3.3.4 – Зависимость свечения  иммобилизованной и иммобилизованной совместно с субстратами биферментной системы от концентрации пиримифосметила

Из представленных данных (табл. 3.3.3) видно, что анализ пестицидов с помощью иммобилизованной биолюминесцентной биферментной системы приводит к значительному снижению чувствительности. Для исследованных соединений чувствительность снизилась в 4-100 раз.

Таблица 3.3.3.

Действие ряда исследованных пестицидов на растворимую и биолюминесцентные биферментные системы

	Действующее вещество
	ЕС80, мг/л Растворимые Л+Р (1:5)
	ЕС80, мг/л Иммобилизованные Л+Р
	ПДК

в воде

(мг/л)
	ДСД мг/кг

	Малатион 
	4
	50
	0,05
	0,02

	Аверсектин С
	0,16
	0,7
	-
	-

	λ-цигалотрин 
	3*10-8
	1,5
	0,001
	0,002

	Пиримифос-метил
	0,08
	10
	0,01
	0,01


В таблице 3.3.4 представлены концентрации других рядов органических и неорганических поллютантов, вызывающие 50% ингибирование биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза.

Из таблицы видно, что для большинства исследуемых поллютантов чувствительность растворимой биферментной системы и иммобилизованных реагентов Л+Р не различалась.  В тоже время, чувствительность биферментной системы, в том числе и иммобилизованной на исследуемых носителях  выше, либо сравнима с ПДК некоторых хинонов для питьевой воды.

Таблица 3.3.4.

Концентрации поллютантов, вызывающие 50% ингибирование биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза, (мг/л)

	Название


	Растворимая биферментная система
	Иммобилизованная в крахмальный гель биферментная система

	Хиноны 
	Бензохинон

(ПДК 0,1 мг/л)
	0,01
	0,09

	
	Тимохинон
	0,08
	0,20

	
	Толухинон
	0,09
	0,05

	
	Нафтохинон

(ПДК 0,25 мг/л)
	0,10
	0,20

	Фенолы
	Бромгидрохинон
	3,80
	8,30

	
	Гидрохинон

(ПДК 0,2 мг/л)
	21,00
	25,00

	Соли 
	CoCl2
	2,60
	0,10

	
	CuSO4
	0,40
	0,50

	
	K4[Fe(CH)6]
	0,70
	0,80

	
	K3[Fe(CH)6]
	0,50
	0,60


Однако для фенолов чувствительность как иммобилизованной так и растворимой биферментной системы меньше указанных ПДК. Такой результат объясняется различиями в механизмах ингибирования биферментной системы фенолами и хинонами. Так, в отличие от фенолов, хиноны вступают в конкурентные отношения с ФМН и тем самым нарушают взаимодействие между НАДН:ФМН-оксидоредуктазой и люциферазой.
3.4.  Исследование влияния вязкости,  диффузии и других физико-химических параметров реакционной среды на кинетические параметры биолюминесцентной биферментной реакции.
В предыдущей главе показано, что для проведения экспресс-анализа удобно фиксировать необходимый набор реагентов в высушенных гелиевых дисках, содержащих эти реагенты в оптимальных для данного типа анализа количествах. Однако необходимо решить задачу выявления и учета кинетических закономерностей диффузионных процессов внутри и в окрестности гелиевого диска. Было проведено экспериментальное исследование динамики светоизлучения растворимой и иммобилизованной в крахмальный гель биферментной системы в связи с кинетикой диффузии молекул ФМН из крахмальных дисков, а также построена математическая модель, описывающая диффузионные процессы ФМН из крахмального диска.

Иммобилизацию флавинмононуклеотида в крахмальный гель проводили следующим образом: крахмальный гель кипятили до прозрачности, остужали до +25С, интенсивно помешивая, к гелю добавляли ФМН. Полученную смесь дозировали микропипеткой по 50 мкл на лавсановую пленку и высушивали при температуре 4С в течение 6-8 часов. 

Для получения многокомпонентного иммобилизованного реагента, в полученный крахмальный гель, помимо раствора субстрата вносили раствор КРАБа. Количество крахмального геля, ферментов и субстратов рассчитывали таким образом, чтобы количество ферментов и ФМН в одном диске соответствовало количеству ферментов и ФМН в свободном растворе при единичном измерении.

Для анализа использовали следующие свежеприготовленные растворы: 4·10-4 М раствор НАДH, 5·10-4 М раствор ФМН, раствор 0,0025 % миристинового альдегида. Перед измерениями во флакон КРАБа вносили 6 мл 0,05 М калий-фосфатного буфера. Раствор хранили на льду и использовали в течение шести часов после приготовления.

Измерения биолюминесценции растворимой системы проводили следующим образом: в кювету биолюминометра вносили последовательно 300 мкл 0,05 М буфера, 2 мкл раствора КРАБа, 50 мкл 0,002% раствора тетрадеканаля, 10-50 мкл 5·10-4 М раствора ФМН, 100 мкл  4·10-4 М раствора НАДH. При использовании иммобилизованного препарата реакционная смесь состояла из иммобилизованного диска и растворов ферментов или субстратов, отсутствующих в диске. 

Скорость диффузии ФМН из иммобилизованных дисков оценивали по изменению оптической плотности растворов, полученных путем выдерживания дисков в буферном растворе в течение различных промежутков времени, регистрируемой на длине волны 448 нм.
Для исследования влияния иммобилизации ФМН на кинетику биферментной сопряженной системы НАД(Р)Н:ФМН–оксидоредуктаза-люцифераза в качестве контроля регистрировали интенсивность свечения биферментной системы в присутствие различных концентраций ФМН, добавляемого в виде раствора (рис. 3.4.1). Кинетические зависимости интенсивности свечения системы в растворе представляют собой несимметричную относительно единственного максимума кривую. Максимум свечения достигается значительно быстрее, чем последующее уменьшение интенсивности свечения. Наибольшее значение интенсивности свечения достигается в присутствие 10-5 М ФМН, увеличение концентрации ФМН в растворе приводит к уменьшению активности биферментной системы. По-видимому, 10-5 М концентрация ФМН является насыщающей, при увеличении содержания ФМН в реакционной смеси наблюдается процесс субстратного ингибирования.
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Рисунок 3.4.1 – Динамика интенсивности свечения растворимой биферментной системы НАД(Р)Н:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза при различных концентрациях ФМН.

Иммобилизация ФМН в крахмальный гель различной концентрации не приводит к принципиальным изменениям динамики свечения по сравнению с контролем, однако максимальная интенсивность свечения при использовании иммобилизованного ФМН существенно ниже (в 4-5 раз) по сравнению с интенсивностью свечения при добавлении ФМН в виде раствора. Подобный результат объясняется уменьшением эффективной концентрации субстрата, например, его доступности для ферментов при использовании иммобилизованного ФМН.

На рис. 3.4.2 представлены зависимости максимальной интенсивности свечения биферментной системы НАД(Р)Н:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от количества ФМН в растворе и иммобилизованных дисках с различным содержанием крахмала. Увеличение количества ФМН в иммобилизованном диске приводит к росту максимальной интенсивности свечения.
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1 – концентрация ФМН в растворе – 10-5 М, в мембране – 10-4 М, 2 – концентрация ФМН в растворе – 2*10-5 М, в мембране – 2*10-4 М, 3 – концентрация ФМН в растворе – 3*10-5 М, в мембране – 3*10-4 М, 4 – концентрация ФМН в растворе – 4*10-5 М, в мембране – 4*10-4 М, 5 – концентрация ФМН в растворе – 5*10-5 М, в мембране – 5*10-4 М.

Рисунок 3.4.2 – Максимумы интенсивности свечения биферментной системы при добавлении ФМН в виде раствора и иммобилизованного препарата с различным процентным содержанием крахмала.
При совместной иммобилизации ФМН и ферментов НАД(Р)Н:ФМН-оксидоредуктазы и люциферазы временная динамика свечения изменяется: наблюдается быстрое достижение максимальной интенсивности свечения (5-10 с), затем резкое (в течение 2-3 минут) падение интенсивности свечения до фоновых значений. При варьировании количества ФМН в иммобилизованном препарате, содержащем дополнительно ферменты, показано, что увеличение содержания ФМН в дисках приводит к увеличению максимальной интенсивности свечения для дисков с 3 и 3,5 % содержанием крахмала. Активность иммобилизованных препаратов, приготовленных на основе 4 и 5 % крахмального геля, не зависит от содержания ФМН в исследуемых концентрациях (рис. 3.4.3). 
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1 – концентрация ФМН в растворе – 10-5 М, в мембране – 10-4 М, 2 – концентрация ФМН в растворе – 2*10-5 М, в мембране – 2*10-4 М, 3 – концентрация ФМН в растворе – 3*10-5 М, в мембране – 3*10-4 М, 4 – концентрация ФМН в растворе – 4*10-5 М, в мембране – 4*10-4 М, 5 – концентрация ФМН в растворе – 5*10-5 М, в мембране – 5*10-4 М.

Рисунок 3.4.3 – Максимумы интенсивности свечения биферментной системы при добавлении ФМН в виде раствора и иммобилизованного препарата с различным процентным содержанием крахмала.
При иммобилизации ФМН совместно с ферментами максимум светоизлучения достигается быстрее, чем в растворе, в первые секунды от начала реакции. Это указывает на то, что происходит предварительное образование фермент-субстратного комплекса, быстро взаимодействующего с остальными необходимыми субстратами реакции с быстрым светоизлучением, и эти комплексы расположены на поверхности диска. Таким образом, и в случае совместной иммобилизации субстрата и ферментов, иммобилизация основных компонентов биолюминесцентной реакции происходит на поверхности диска. Молекулы субстрата и ферментов, иммобилизованные внутри гелевого диска  вступают в реакцию позже после достижения максимума светоизлучения, что приводит к уменьшению эффективной концентрации субстратов и ферментов, участвующих в реакции.
Для оценки характерных времен диффузии иммобилизованных низкомолекулярных компонентов из мембраны в раствор мы использовали модельную систему: помещали диск с иммобилизованным ФМН (или ФМН, иммобилизованным совместно с ферментами) в буферный раствор. Затем измеряли оптическую плотность растворов, полученных путем выдерживания дисков в буферном растворе в течение различных промежутков времени. Оптическую плотность регистрировали на длине волны 448 нм, что соответствует максимальному поглощению ФМН. Было показано, что  характерное время диффузии ФМН из крахмального диска составляет 5-10 минут, после чего выход молекул ФМН из диска прекращается и не возобновляется в течение ближайшего часа. Такая зависимость хорошо соответствует классическим представлениям о закономерностях диффузии. В начале, когда градиент концентрации высок, скорость диффузии выше, по мере выхода молекул ФМН из диска, градиент концентрации уменьшается и падает скорость диффузии. 

Сравнение динамики диффузии ФМН из дисков, приготовленных из геля одной концентрации, показывает, что при возрастании концентрации ФМН в диске наблюдается два эффекта: (1) увеличиваются равновесные значения оптической плотности, (2) уменьшается время достижения равновесного значения оптической плотности. 

При сравнении динамики диффузии ФМН из дисков, приготовленных из крахмального геля разных концентраций и содержащих различное количество ФМН, показано, что скорость диффузии ФМН зависит от концентрации геля: скорость увеличения оптической плотности максимальна для 3 % геля. Действительно, чем выше концентрация крахмального геля, тем медленнее происходит процесс набухания геля, и тем медленнее будут вовлекаться в диффузию более глубоко расположенные молекулы ФМН.

Тот факт, что интенсивность свечения в реакции с иммобилизованным  ФМН достигает максимума свечения быстрее, чем достигается равновесная оптическая плотность при диффузии молекул ФМН из диска в раствор, означает, что скорость диффузии ФМН из диска меньше, чем скорость расходования  ФМН в биолюминесцентной реакции. Это свидетельствует в пользу того, что биолюминесцентная реакция происходит на поверхности крахмального диска. При добавлении всех необходимых реагентов к иммобилизованному субстрату, происходит быстрое светоизлучение и далее интенсивность падает из-за расходования другого субстрата биферментной системы – НАДН. Об этом свидетельствует то, что время снижения интенсивности свечения на половину максимального примерно одинаковое и для реакции в растворе, и в случае иммобилизации ФМН. Время достижения максимума свечения одинаково для раствора и иммобилизованного ФМН, а уменьшение величины максимума интенсивности свечения происходит из-за стерических ограничений, возникающих благодаря иммобилизации субстрата.
При математическом моделировании процесса диффузии молекул ФМН из крахмального диска в раствор изначально был рассмотрен случай обратимого выделения ФМН из мембраны, который можно описать в виде следующей схемы: 
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где X – "концентрация" связанных с гелем молекул ФМН, M – "концентрация" условных вакантных мест связывания молекул ФМН в геле, F – концентрация свободных молекул флавина в растворе, k1 и k-1 ​​– константы скорости прямой и обратной реакции. 

Приведенная схема описывается следующей системой уравнений:
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Однако, учитывая, что M = F, и что X + M = X0, где X0 – начальная "концентрация" комплексов "гель-ФМН" получаем одно уравнение, описывающее поведение системы:
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(2)

Решение этого уравнения имеет вид:
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где 
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Функцией F(t) описывает процесс высвобождения молекул флавина из крахмального геля в раствор. 

Оценка параметров модели проводили путем сравнения с экспериментальными данными по динамике выделения ФМН в раствор по методу наименьших квадратов. На рис. 3.4.4 приведен типичный результат сопоставления модели (сплошная линия) с экспериментальными данными (точки) при начальной концентрации флавина в диске 10-4 М. 
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Рисунок 3.4.4 – Сопоставление модельной кривой, описывающей выделение ФМН из иммобилизованного диска в раствор, с экспериментальными данными.

Эксперименты показали, что в типичных случаях константа диссоциации К комплекса гель-ФМН стремится к нулю, что дает основание в дальнейших расчетах использовать более простую модель, не учитывающую обратное связывание флавина с мембраной. 

Тогда схема, описывающая диффузию молекул из мембраны, имеет вид:
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Тогда получим уравнение:
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И для F будем иметь решение:
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Были рассчитаны константы скорости прямой реакции k1 по сложной и упрощенной моделям, а также  экспериментальным данным. Сходные результаты получены при расчете скорости k1 по начальным участкам зависимостей изменения оптической плотности растворов с течением времени от концентрации крахмала в геле. Показано, что при иммобилизации ФМН и совместной иммобилизации ФМН и ферментов константы скорости k1 убывают при увеличении содержания крахмала в геле. Закономерного влияния иммобилизованных в крахмальном диске ферментов на темпы диффузии ФМН не выявлено.
Таким образом, показано, что процесс диффузии непосредственно не влияет на динамику и интенсивность светоизлучения в реакции, происходящей при совместной иммобилизации субстратов и ферментов. Уменьшение активности биолюминесцентной системы обусловлено самим фактом иммобилизации и снижением количества молекул, участвующих в реакции. Полученный иммобилизованный препарат может быть использован в качестве реагента  для ферментативного биотестирования, так как при этом регистрируется  величина максимума интенсивности свечения, в реакции биолюминесценции, происходящей с участием только молекул, расположенных на поверхности диска. Чувствительность к анализируемым токсикантам при этом не уменьшается по сравнению с растворимым реагентом в силу отсутствия препятствий их взаимодействия с компонентами биолюминесцентных реакций.
3.5. Создание теоретической концептуальной модели для описания работы биолюминесцентных систем в разном микроокружении.
Сопряженная оксидоредуктазно-люциферазная реакция бактерий уже много лет используется в качестве индикаторной реакции для различных схем биотестирования состояния окружающей среды [16-18].Использование этой реакции позволяет производить интегральный экспресс-анализ загрязнений в исследуемом образце при относительно малой стоимости реагентов и регистрирующего прибора. Однако до последнего времени в качестве измеряемых показателей люминесцентного сигнала использовалось ограниченное число параметров кривой кинетики свечения, что позволяло проводить относительно грубую оценку качества образца. Потенциальное многообразие откликов весьма сложной биферментной реакции в ответ на различные химические соединения оставалось неиспользованным. Для получения доступа к более подробной информации о влиянии различных веществ на сопряженную реакцию необходимо проводить полный анализ кинетики свечения для реконструкции констант скоростей реакций в контроле и при воздействии исследуемых веществ. Для решения этой задачи необходимо построить математическую модель сопряженной биферментной реакции и подобрать такие условия ее проведения, чтобы упростить анализ кривой свечения, что в идеале достигается, если удается построить модель, допускающую аналитическое решение.

Задача биотестирования в идеале заключается, во-первых, в установлении присутствия искомых веществ в реакционной смеси, и, во-вторых, в оценке концентрации этих веществ. Фактически, можно говорить о задаче определения классов веществ, сходных по механизмам воздействия на тест-систему. Вещества могут воздействовать на биохимическую реакцию либо модифицируя различные константы скоростей стадий реакции, либо конкурируя с субстратом, либо инактивируя (разрушая фермент), либо оказывая смешанное по типу воздействие. 

В общем случае, эти воздействия сложным образом влияют на вид кинетической кривой свечения биферментной люминесцентной реакции. Тогда можно задачу сформулировать более конкретно: для обеспечения селективности биотеста необходимо разработать способ реконструкции параметров биферментной реакции по изменению кинетической кривой свечения. 

Эта задача решается достаточно просто, если изучаемая кинетическая кривая описывается математической моделью, допускающей аналитическое решение. Заранее о возможности так просто описать данную конкретную реакцию сказать нельзя. Обычно полные кинетические схемы ферментативных многосубстратных реакций достаточно сложны и может потребоваться несколько итераций "модификация условий эксперимена-модификация модели" для построения математической модели, допускающей простой анализ кинетической кривой. В еще большей мере это относится к биферментной системе. 

Попытки описать кинетику биферментной люминесцентной системы предпринимались уже достаточно давно [38-39]. В первой работе, частично имеющей обзорный характер, обстоятельное экспериментальное исследование завершалось математической моделью, частные случаи которой сопоставлялись с экспериментальными данными. Однако, некоторые положения, использованные при построении модели, являются достаточно спорными и требуют более тщательного анализа кинетических параметров системы.

Вторая работа в большей степени представляет собой теоретическое исследование возможных случаев реализации кинетики биферментной системы в растворенном и иммобилизованном состояниях. Экспериментальные кривые здесь приводятся как иллюстрации, дающие основания для теоретического анализа кинетики системы в разных условиях и на разных временных интервалах. 

В этих работах не ставилась задача описать кинетическую кривую биферментной системы в целом, что необходимо для оценки вклада различных механизмов и стадий реакции в кинетику свечения. Именно сопоставление изменений, производимых разными веществами, на разных участках кинетической кривой представляется наиболее информативным для биотестирования. 


Была предпринята попытка описать в целом кинетику биферментной реакции с помощью максимально простой модели, допускающей аналитическое решение. Для этого был введен ряд предположений и условий, позволяющих упростить модель, в том числе: 
1.  Начальная концентрация НАДН << концентрации ФМН (условие).

2. Вследствие автоокисления доля восстановленного флавина много меньше доли окисленного (предположение, имеющее основания).

3. Скорость связывания флавина с люциферазой много меньше скорости его окисления (предположение, требующее проверки).

4. Алифатический альдегид не лимитирует скорость люминесцентной реакции (предположение, истинность которого зависит от условий).

5. Доля люциферазы, вовлеченной в химические превращения много меньше ее начальной концентрации (предположение, зависящее от начальных условий).

Построенная простейшая имела следующий вид:


[image: image40.wmf]ï

ï

ï

î

ï

ï

ï

í

ì

-

=

-

=

-

=

*

2

0

1

*

0

0

L

k

F

L

k

dt

dL

F

k

S

F

V

dt

dF

S

F

V

dt

dS

d

R

R

,




(1)

где S – НАДН, F0 – ФМН; F – ФМНH2; L0 – начальная концентрация люциферазы; L* - люцифераза с возбужденным хромофором;  VR – активность редуктазы; kd – константа скорости автоокисления ФМНH2, k2 – скорость образования продукта реакции – свечения. 

Аналитическое решение этой системы имеет вид:
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(2)
Типичный результат подбора параметров модели к имеющимся экспериментальным данным с помощью программы Solver (Excel) приведен на рисунке 3.5.1.
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Пунктирная линия - модельное решение, сплошная – экспериментальная кинетическая кривая 

Рисунок 3.5.1. - Экспериментальная и модельная кривые свечения биферментной люминесцентной реакции в растворе.

Легко видеть, что при наличии относительно удовлетворительного количественного соответствия (отклонение значений модельной кривой от экспериментальной не превышает 8 %), имеется существенное качественное расхождение. Здесь мы имеем дело с несколько парадоксальной ситуацией, обычно количественного соответствия модели экспериментальным данным достигается после получения их качественного соответствия. В данном случае качественные различия кривых не очень бросаются в глаза, если подходить с точки зрения чисто формальной оценки близости модельной и экспериментальной кривых. 

Однако в контексте конечной цели этого раздела исследований – получение инструмента для оценки констант и параметров биферментной люминесцентной реакции при различных внешних воздействиях – имеющееся расхождение существенно, поскольку указывает на различие в механизмах, формирующих вид кривой. Если не обеспечить качественное соответствие кривых, то при внешне удовлетворительных количественных результатах сопоставления кривых мы будем получать данные совсем о других стадиях реакции, причем совершенно неверные. 

Поэтому на данном этапе разумно сосредоточиться на анализе возможных механизмов биферментной реакции, которые способны обеспечивать качественное соответствие модельных кривых экспериментальным. 

Ставить сейчас задачу точного количественного определения констант реакции преждевременно, поскольку после отбора наиболее адекватных механизмов, нужно максимально уменьшить число подстраиваемых под люминесцентную кривую параметров. Это можно сделать, если часть параметров и констант биферментной реакции для каждой реакции определить независимо и, по возможности, с использованием нелюминесцентных методов. Максимально возможное продвижение на этом этапе позволит уменьшить неоднозначность при решении обратной задачи – определении кинетических констант 

Поскольку люциферазная реакция бактерий является конечной, индикаторной стадией биферментной системы, то естественно начать анализ свойств компонентов системы с нее. 

3.5.1. Люциферазная реакция. 
В первую очередь нужно отметить, что отдельные стадии люциферазной реакции протекают достаточно медленно по сравнению со временем биотеста, что не позволяет использовать квазистационарное приближение Михаэлиса-Ментен, обычно используемое для описания ферментативных реакций. Кроме того, в люциферазной реакции бактерий участвуют три субстрата: ФМНH2, кислород и длинноцепочечный альдегид, что ставит вопрос о порядке присоединения субстратов к фермент. Анализ поведения кривых свечения люциферазной реакции при различных условиях позволил построить кинетическую схему люциферазной реакции (личное сообщение В.В. Межевикина), поведение которой соответствует известным экспериментальным данным. 
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L – люцифераза; L* – люцифераза с возбужденным хромофором; A – алифатический альдегид; F – ФМНH2, f – ФМН, O - кислород, c – жирная кислота. Подстрочные символы соответствуют указанным химическим компонентам в составе соответствующих фермент-субстратных комплексов.

Рисунок 3.5.2 - Общая минимальная трехсубстратная кинетическая схема функционирования бактериальной люциферазы (В.В. Межевикин).


Небольшая кинетическая схема в центре описывает всегда имеющее место окисление восстановленного флавинмононуклеотида кислородом – "кислородный шунт". 

3.5.2. НАДН:ФМН оксидоредуктазная реакция.
НАДН:ФМН оксидоредуктаза - второй фермент биферментной реакции. Редуктаза поставляет в реакционную среду ФМНH2 – один из субстратов люциферазной реакции. До настоящего времени точно не известен механизм работы этого фермента. В самой последнем обзоре на эту тему [38] утверждается, что одиночная NADPH-редуктаза работает по механизму с замещением субстрата ("ping-pong"-механизм), но в присутствии люциферазы реализуется последовательный механизм прямой передачи восстановленного флавинового кофактора люциферазе через образование комплекса редуктаза-люцифераза. В отношении НАДН-редуктазы подобных данных о существовании ферментного комплекса нет. Более того, существуют литературные данные, приведенные в работе [39], свидетельствующие против существования комплекса люцифераза-редуктаза, об этом же говорит результат, полученный в этой работе.
Выбор между механизмами с последовательным присоединением субстратов и замещением (ping-pong) на данном этапе является несущественным, поскольку при принятых условиях протекания биферментной реакции (высокая и постоянная концентрация ФМН в реакционной смеси) качественного различия в зависимости квазистационарной скорости реакции от НАДН нет. Квази-стационарное приближение для редуктазы применимо, вследствие малого времени оборота фермента [39]. 

Кинетическая схема редуктазной реакции для механизма с замещением субстрата приведена ниже. 
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R – редуктаза; R' – редуктаза с протоном; N – НАДН; n – NAD; FR – ФМНH2, F – ФМН.

Рисунок 3.5.3 - Кинетическая схема функционирования НАДН:ФМН оксидоредуктазы.

Выражение для квазистационарной скорости редуктазной реакции без учета обратного присоединения субстратов можно получить, используя метод графов [40]: 
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где N – НАДН, F – ФМН; FR – ФМНH2; VR – активность редуктазы; KN  и KF – комбинации констант скоростей реакции. 

3.5.3. Анализ механизмов формирования кинетических кривых свечения.
Прежде всего необходимо было основываться на параметрах реакционной смеси.По описанию реактив КРАБ содержит 0,5 мг люциферазы и 0,15 единиц активности оксидоредуктазы. Степень чистоты люциферазы 80%. В соответствии с описанием методики содержимое флакона КРАБ разводилось в 6 мл буфера. В кювету с 300 мкл буфера добавлялось 2 мкл раствора КРАБ, 50 мкл 0,002 % раствора тетрадеканаля, 10 мкл 5*10-4 М раствора ФМН и 100 мкл 4*10-4 М раствора НАДН. 

Пересчет показывает, что концентрация люциферазы в кювете равна 4*10-9 М, [НАДН] = 8,7*10-5M, [ФМН] = 1,1*10-5M, скорость потребления субстрата (НАДН) окисидоредуктазой равна 1,1*10-7 М/мин. 

Учет того, что концентрация люциферазы на 4 порядка меньше концентрации флавина, приводит к необходимости учитывать изменения концентрации свободной люциферазы и в то же время считать концентрацию окисленного флавина постоянной и равной F0:
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      (3)
где L0 – начальная концентрация люциферазы; L* - люцифераза с возбужденным хромофором; kd – константа скорости автоокисления ФМНH2, k2 – константа скорости образования продукта реакции – свечения. 

Система уравнений (3) аналитического решения не имеет и поэтому исследование свойств модели приходится проводить численно. Вычисления показали, что при любом подборе свободных параметров системы не удается описать своеобразный небольшой «горб» в районе максимума свечения (Рис. 3.5.4). Это указывает на необходимость учета дополнительных реакционных процессов.
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Рисунок 3.5.4 –Ансамбль кинетических кривых биферментной люминесцентной реакции, полученных при одинаковых условиях.

Самым естественным является предположение, что «горб» есть проявление повышенного количества свободной люциферазы в начале реакции. Такое распределение свободной люциферазы по времени может быть связано с тем, что после высвечивания люцифераза какое-то время находится в неактивном (связанном с продуктами реакции) состоянии. Учет этого неактивного состояния люциферазы приводит к необходимости введения еще одной переменной в систему: 
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где Lin – люцифераза в инактивированном состоянии; kr – константа скорости перехода люциферазы из пассивного в активное состояние.

Результаты численных расчетов модели (4) приведены на рисунке 3.5.5. Можно видеть, что учет временной инактивации люциферазы в модели позволяет воспроизвести качественные особенности кинетики биферментной системы. 
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Рисунок 3.5.5 – Модельная кинетика свечения биферментной реакции.

Модельная кинетика воспроизводит экспериментальную при определенных значениях свободных параметров реакции. Однако остается открытым вопрос, насколько модель при выбранных значениях параметров способна описывать поведение реальной биферментной системы при воздействии тестовых химических соединений. То есть вопрос о своеобразной устойчивости или грубости полученных оценок модельных параметров. 

В качестве пробной сложной кинетики была выбрана реакция биферментной системы на хинон (Рис.3.5.6). 
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Рисунок 3.5.6 – Реакция биферментной системы на различные концентрации хинона.

Для моделирования наблюдаемого отклика на хинон модель должна быть дополнена на основе гипотезы о механизме действия хинона на биферментную систему. Самое простое предположение об этом механизме было высказано в работе [37]. Согласно этой гипотезе на начальном этапе хинон, присутствующий в системе окисляет производимый редуктазой восстановленный флавин и переходит в пассивную форму. Вследствие очень высокого сродства хинона к восстановленному флавину, при больших концентрациях хинона свечение вначале может практически не наблюдаться (см. Рис.3.5.6). Учет вклада хинона в динамку системы приводит к очередному расширению модели:
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где H – хинон; kH – константа скорости связывания хинона с восстановленным флавином.

Численное моделирование системы (5) показало, что принятая гипотеза о механизме ингибирования хиноном позволяет объяснить появление перегиба на начальном этапе кинетики свечения и почти полное гашение свечения, и сдвиг максимума при высоких концентрациях хинона (Рис.3.5.7). Однако понижение интенсивности свечения после максимума модель, построенная в рамках данной гипотезы, не описывает. Более того, при увеличении концентрации хинона интенсивность свечения после максимума даже несколько возрастает.  
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Рисунок 3.5.7 – Кинетика свечения при добавлении хинона в систему в модели с непосредственным окислением восстановленного флавина хиноном.

Это указывает на необходимость рассмотрения других возможных механизмов реагирования биферментной системы на хинон. Например, можно предположить, что уменьшение интенсивности свечения после максимума связан с тем, что в присутствии хинона активность редуктазы резко возрастает, что приводит к резкому падению концентрации НАДН в среде, и, как следствие, к падению интенсивности свечения. То есть можно предположить, что хинон выступает как субстрат редуктазной реакции с большим сродством к редуктазе. В этом случае работу редуктазы можно описать кинетической схемой 3.5.8.


[image: image53]
R – редуктаза; R* – редуктаза с протоном; N – НАДН; FR – ФМНH2, F – ФМН; H – хинон

Рисунок 3.5.8 – Кинетическая схема функционирования НАДН:ФМН оксидоредуктазы при наличии второго субстрата - хинона.

Для вывода квазистационарной скорости реакции по отношению к двум субстратам применен метод графов [63]:
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Для упрощения анализа было принято, что α и β равны единице: 
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Тогда модель биферментной системы в тех же обозначениях принимает следующий вид:
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Результаты численных расчетов модели (6) приведены на рисунке 3.5.9.


[image: image58]
(А) - кинетика со специально подобранными значениями констант (см.текст); (Б) – типичная кинетика свечения.  Сплошная линия – контроль.

Рисунок 3.5.9 – Кинетика свечения при добавлении хинона в систему в модели с хиноном, как вторым субстратом редуктазы. 

Для этого варианта модели удается подобрать параметры и кинетические константы таким образом, что наблюдается ожидаемое уменьшение уровня свечения (Рис.3.5.9 А). Однако диапазон значений констант, где наблюдается этот эффект очень узок и, главное, при этих значениях параметров исчезает характерный «горб» который наблюдается в реальных условиях (Рис.3.5.4, 3.5.6). При других значениях параметров, сохраняющих «горб» на кривой свечения, типичная кинетика имеет вид, представленный на Рис.3.5.9 Б, который качественно не отличается от предыдущего варианта (Рис.3.5.7).

Отсюда следует, что для объяснения наблюдаемого падения интенсивности необходимо брать во внимание другие механизмы. Наиболее перспективными механизмами для проверки являются обратимая или необратимая инактивация (ингибирование) части редуктазы или люциферазы самим хиноном или продуктом его восстановления.

Результаты вычислительных экспериментов вариантами модели, описывающими вышеприведенные случаи приведены на рисунках 3.5.10 и 3.5.11. 


[image: image59]
А) – обратимое и Б) – необратимое ингибирование редуктазы; В) – обратимое и Г) – необратимое ингибирование люциферазы

Рисунок 3.5.10 – Варианты кинетики свечения модельной реакции при ингибировании ферментов хиноном. 

Не погружаясь в детальное рассмотрение причин, формирующих тот или иной тип кинетических кривых, можно отметить, что в случае, когда ингибитором является сам хинон, то качественно близкие эксперименту кинетики реализуются в случае необратимой инактивации ферментов. Следует отметить, что нет существенных различий между модельными кинетическими кривыми для случаев инактивации редуктазы или люциферазы.  

В том случае, когда в качестве ингибитора выступает продукт восстановления хинона, получается обратная предыдущему случаю картина. Удовлетворительное качественное соответствие наблюдается, когда ингибитор обратимо взаимодействует с ферментом, причем, как и в предыдущем случае, существенной разницы между редуктазой и люциферазой не обнаружено. 

Сопоставляя полученные варианты кинетических кривых с полученными в эксперименте (Рис.3.5.6) можно видеть, что сдвиг максимума свечения наблюдается во всех вариантах модели, имеется несколько вариантов, где помимо сдвига воспроизводится падение интенсивности после достижения максимума. Однако очень важное качественное свойство кинетических кривых – уменьшение угла наклона начальных стадий с ростом концентрации хинона воспроизведено только на Рис.3.5.10 А, то есть для случая, когда сам хинон обратимо инактивирует (ингибирует) редуктазу. В принципе можно допустить одновременное действие трех механизмов: непосредственное восстановление хинона восстановленным флавином, обратимая инактивация редуктазы хиноном и обратимое ингибирование люциферазы продуктом восстановления хинона. Однако перед не очень эстетичным комбинированием трех разных механизмов имеет смысл проверить возможность существования других механизмов, вызывающих уменьшение наклона кинетической кривой.

Поскольку вид участка кривой, описывающей достижение максимума, зависит от двух показателей – динамики концентрации восстановленного флавина от времени и от константы скорости формирования возбужденного комплекса, то обратимся к этой константе. 

Согласно детальной модели люциферазной реакции (личное сообщение В.В. Межевикина), константа скорости формирования возбужденного комплекса является сложной и зависит в частности от концентрации альдегида и конкурирующих с ним веществ. По своей химической структуре продукт восстановления хинона может выступать в качестве конкурентного к альдегиду ингибитора. В этом случае, «константа» скорости формирования возбужденного состояния будет уменьшаться с ростом концентрации продукта восстановления хинона в среде. 

Результаты вычислительных экспериментов с этим вариантом модели приведены на рисунке 3.5.12. Можно видеть, что основные характерные особенности экспериментальных кривых – «горб», сдвиг максимума, уменьшение интенсивности после максимума и уменьшение наклона кривой до максимума – воспроизводятся данным вариантом модели. 


[image: image60]
А) – обратимое и Б) – необратимое ингибирование редуктазы; В) – обратимое и Г) – необратимое ингибирование люциферазы

Рисунок 3.5.11 – Варианты кинетики свечения модельной реакции при ингибировании ферментов продуктом восстановления хинона.
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Рисунок 3.5.12 – Кинетика свечения в модели с хиноном как вторым субстратом редуктазы и зависимостью скорости формирования возбужденного комплекса от концентрации продукта восстановления хинона.
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где H – хинон; H- - восстановленная форма хинона; R- - неактивный комплекс редуктазы с хиноном; L- - неактивный комплекс люциферазы с восстановленной формой хинона. Остальные обозначение приведены выше.
Результаты вычислительных экспериментов с этим вариантом модели представлены на рисунке 3.5.13. Можно видеть, что даже форма кинетических кривых в этом варианте модели хорошо соответствует экспериментальным данным (Рис.3.5.6). 
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Рисунок 3.5.13 – Кинетика свечения в модели с непосредственным восстановлением хинона обратимой инактивацией редуктазы хиноном и обратимым ингибированием люциферазы продуктом восстановления хинона.

Более точное, уже количественное сопоставление можно проводить после оценки ряда констант в независимых измерениях и проведения численной оптимизации модели по критерию минимума невязки. Совпадение форм модельных и экспериментальных кривых дает основание для умеренного оптимизма. В то же время мы далеки от мысли, что найден окончательный вариант модели, пригодный для проведения биотестов и решения обратных задач. В первую очередь необходимо экспериментально проверить эффекты ингибирования ферментов системы и путь утилизации хинона в биферментной системе. Часть экспериментов должна быть направлена на непосредственную проверку построенной модели при различных условиях протекания реакции. 

3.6. Разработка и экспериментальная проверка кинетических моделей взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами.
3.6.1. Кинетических моделей взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами.
Бактериальная люцифераза катализирует in vitro окисление длинноцепочечных алифатических альдегидов при участии восстановленного флавинмононуклеотида.  Биолюминесценция – это хемилюминесцентная реакция, в которой химическая энергия превращается в световую. Бактериальная люцифераза - флавинзависимая монооксигеназа, катализирующая окисление  ливинмононуклеотида и длинноцепочечного алифатического альдегида до соответствующей жирной кислоты с излучением кванта света:

      ФМН Н2 + RCHO + O2 [image: image65.wmf]¾

¾

¾

®

¾

люцифераза

 ФМН + RCOOH + Н2О + hν,        (3.6.1)

где FМN и ФМНН2 – окисленная и восстановленная форма флавинмононуклетида, соответственно, RCOH и RCOOH – длинноцепочечный алифатический альдегид и соответствующая жирная кислота.

Особенностью данной реакции является ее нестационарных характер, поскольку ФМНН2 неустойчив и быстро окисляется, образуя ФМН и перекись водорода.

Обычно кинетические особенности протекания бактериальной биолюминесцентной реакции, взаимодействие люциферазы с ингибиторами и активаторами изучается стандартными методами стационарной кинетики. Однако применимость этих подходов для исследования бактериальной люциферазы не имеет теоретического и экспериментального обоснования.

Исходя из имеющихся литературных данных [27, 41-42], для описания функционирования бактериальной люциферазы можно предложить следующую кинетическую схему:
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Рисунок 3.6.1 - Кинетическая схема функционирования бактериальной люциферазы
Поскольку концентрация O2 в реакционной камере обычно высока, а взаимодействие с O2 происходит быстро (k5 и k-5 имеют большие значения) с другими стадиями, скорость протекания биолюминесцентной реакции будет определяться стадией образования электронновозбужденного состояния. В этом случае можно испытывать упрощенную схему функционирования бактериальной люциферазы. 
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Рисунок 3.6.2 - Упрощенная схема функционирования бактериальной люциферазы.

Этой схеме соответствует следующая система дифференциальных уравнений:
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Так как ФМНФМНН2 довольно прочно связывается с ферментом (k-1, k-4(0), а kF>>k1E+k4EA, из последнего уравнения системы (3.6.2) получаем 
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 [43]. Отсюда приходим к следующей схеме уравнений:
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При А0>>E0 A=A0 система (3.6.3) приводится к линейной системе с переменными коэффициентами:
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                      (3.6.4)   
Это однородная система, решение которой подчиняется закону сохранения массы:  Е + ЕА + ЕF + Е2 = Е0

Хорошо известно, что в силу большой величины kF  каждая молекула фермента участвует в катализе не более одного раза даже при высоких концентрациях  ФМНН2 [7]. Это означает, что взаимодействие фермента с ФМНН2 быстро сходит на нет, а протекание реакции описывается линейной системой с постоянными коэффициентами:
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Характеристическое уравнение для систем для системы двух последних уравнений: 
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Можно показать, что подкоренное выражение больше 0, тогда 
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Из экспериментальных данных следует, что λ1>λ2. Это значит, что по кривой спада биолюминесценции, изменяя концентрацию A0, можно получить константы k3, k-3, k*. Для определения констант, описывающих взаимодействие ФМНН2 с ферментом необходимо проделать провести  анализ системы дифференциальных уравнений ((3.6.5) и использовать быстродействующую аппаратуру для регистрации быстрой фазы возрастания люминесценции.

Проведенный здесь анализ можно использовать для идентификации по кривой люминесценции ингибиторов, конкурирующих с альдегидом и ФМНН2. 

При описанных выше предположениях люминесцентный импульс будет приближенно описываться системой:
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Отсюда следует, что ингибитор, конкурентный с альдегидом, не будет менять число излученных квантов, но снизит скорость реакции.

Отсюда видно, что ингибитор, конкурирующий с ФМНН2 не должен менять форму люминесцентного импульса, уменьшая количество излученных квантов света.

3.6.2. Экспериментальная проверка кинетических моделей взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами. 

3.6.2.1. Кинетический анализ взаимодействия люцифераз с субстратами в водно-органических средах.
Влияние изменения микроокружения фермента на связывание люцифераз с их субстратами было исследовано методами кинетического анализа. Экспериментальные зависимости скорости биолюминесцентной реакции  с С10, С12 и С14 от концентрации альдегида не выходит за рамки кинетики  Михаэлиса-Ментен и представляют собой  кривые с насыщением по субстрату (рис.3.6.3). Это значит, что в ходе ферментативной реакции образуется тот или иной тип фермент-субстратного комплекса, и скорость реакции в этом случае зависит от концентрации этого комплекса. 

Биолюминесцентная вспышка представляет собой нестационарный процесс. Для кинетического анализа нами была использована максимальная интенсивность, при достижении которой, количество образовавшегося фермент-субстратного комплекса равно количеству распавшегося, и концентрации субстратов являются насыщающими, поэтому нами были применены классические методы линеаризации уравнения Михаэлиса-Ментен. 

В общем случае органический растворитель может иметь несколько точек приложения своего действия: растворитель может связываться не только с ферментом и субстратом, но и с фермент-субстратным комплексом.

3.6.2.2. Определение типов взаимодействия органических растворителей с люциферазами по отношению к ФМНН2 и альдегидам с разной длиной цепи.
Согласно «классической» концепции ингибирование может быть конкурентным, неконкурентным, бесконкурентным или смешанным. Введение органических растворителей может существенным образом изменять зависимость интенсивности свечения от концентрации субстратов, вызывая как ингибирование, так и активирование начальной скорости реакции. Так как активатор обратимо связывается с ферментом, то есть может диссоциировать, то для исследования активирования используются принципы, применяемые для ингибиторов.  Аналогично можно выделить явно конкурентную, неконкурентную и т.д. активацию. Различия между ингибированием и активированием носят скорее количественный, чем качественный характер, и для обоих случаев справедлива одна и та же последовательность связывания модификатора с белком. Для анализа типов активации и ингибирования применяются одни и те же методы кинетического анализа. 
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Рисунок 3.6.3 - Гиперболическая зависимость интенсивности свечения люциферазы V.harveyi  от концентрации тетрадеканаля при активирующих (5%) и ингибирующих (10, 20%) концентрациях метанола

Следует четко различать аспекты как активации, так и ингибирования, связанные с кинетикой и механизмом этих процессов. Тип кинетической схемы не доказывает однозначно идентичность механизма активации или ингибирования с кинетическим поведением системы. В последние годы появились сомнения относительно одинаковой интерпретации какого-либо типа активации или ингибирования для всех случаев. Было показано, что связывание некоторых активаторов и ингибиторов с белком изменяет его стерическую структуру. Таким образом, в некоторых случаях причиной активирующего или ингибирующего эффектов является изменение нативной конформации белка, а не изменение функции модифицированной группы. Исходя из этих представлений, нами проанализированы типы взаимодействия органических растворителей (ацетона, этанола, метанола и ДМСО) с люциферазой по отношению к ФМН и альдегидам с разной длиной цепи. 

Для выявления факторов, определяющих поведение люцифераз в водно-органических средах, мы в первую очередь оценили изменение времени автоокисления ФМНH2 в водно-органических средах. Нами установлено, что органические растворители не оказывают существенного влияния на время автоокисления ФМНH2.
Далее, при фиксированной концентрации альдегида регистрировали кинетические параметры люцифераз при изменении концентрации ФМНH2 при активирующих и ингибирующих концентрациях растворителей.  Определение типов взаимодействия показало, что ацетон, этанол, метанол и ДМСО проявляют неконкурентный тип активации и ингибирования, то есть эти эффекторы не могут конкурировать с ФМНH2 за центр связывания на люциферазе (для активирующих концентраций растворителей данные приведены на рис.3.6.4 и 3.6.5).  Константа Михаэлиса по ФМНH2 при этом меняется незначительно.
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 Рисунок 3.6.4 - Зависимость интенсивности свечения люциферазы P.leiognathi от концентрации ФМН при активирующих концентрациях органических растворителей представляет собой кривую насыщения по субстрату
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 Рисунок 3.6.5 - Графический анализ неконкурентного типа активации 5% метанолом (1), этанолом (2) и 2% ацетоном (3) относительно контроля (4) люциферазы P.leiognathi с тетрадеканалем в координатах Хейнса

Далее, при фиксированных насыщающих концентрациях ФМНH2 регистрировали кинетику реакции при разных концентрациях альдегида в активирующих и денатурирующих концентрациях ацетона, метанола и этанола. Тип ингибирования, так же как и значения кинетических констант, обычно определяет графически. При графическом представлении Vo обозначает начальную скорость реакции с нативным ферментом, Vi – начальную скорость реакции, катализируемой ингибированным ферментом.

При определении типов как активации, так и ингибирования обе люциферазы демонстрируют различные типы взаимодействия с органическими растворителями, которые зависят от природы фермента, от длины цепи используемого альдегида, а также от природы растворителя и его концентрации. Использование различных графических методов позволяет более достоверно определить как тип взаимодействия, так и конкретные кинетические параметры, так как в ряде случаев из-за разброса экспериментальных данных определенные одним методом типы взаимодействия вызывают сомнения.

Пример типа взаимодействия, определенного как неполностью конкурентное ингибирование метанолом и этанолом по отношению к тетрадеканалю для люциферазы P. leiognathi представлен на рис. 3.6.6 -3.6.8 соответственно. В координатах Лайнуивера-Берка (рис.3.6.6) тип ингибирования определяется как конкурентный, но точка пересечения прямых, а значит и кинетические константы, определяется недостаточно точно. 

Построение графиков в координатах Хейнса (рис. 3.2.5, А и 3.2.6, А) дает приблизительно параллельные друг другу прямые, которые также соответствуют конкурентному типу ингибирования. Координаты Иди-Хофсти (рис. 3.2.5, Б и 3.2.6, Б) дают пересекающиеся вблизи оси ординат прямые, что также согласуется с конкурентным типом ингибирования. 
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Рисунок 3.6.6 - Графический анализ конкурентного ингибирования метанолом (А) и этанолом (Б) люциферазы P. leiognathi по отношению к тетрадеканалю в координатах Лайнуивера-Берка
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Рисунок 3.6.7 - Графический анализ конкурентного ингибирования метанолом люциферазы P. leiognathi по отношению к тетрадеканалю в координатах:  Хейнса (А) и Иди-Хофсти (Б)
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 Рисунок 3.6.8 - Графический анализ конкурентного ингибирования этанолом люциферазы Р.leiognathi по отношению к тетрадеканалю в координатах: Хейнса (А) и Иди-Хофсти (Б)
С кинетической точки зрения Диксон подразделил конкурентное ингибирование на два типа: полностью конкурентное ингибирование и неполностью конкурентное ингибирование. Как полностью, так и неполностью конкурентное ингибирование качественно дают одни и те же графики в перечисленных выше координатах. Тем не менее, эти типы ингибирования можно разделить с помощью графиков в координатах Диксона. Этот метод различает линейное конкурентное ингибирование (т.е. полностью конкурентное ингибирование), когда наклон прямых линий в координатах Лайнуивера-Берка является линейной функцией концентрации ингибитора [I], гиперболическое, параболическое и т.д. конкурентное ингибирование. 

Ингибирование люциферазы P. leiognathi спиртами – это параболическое конкурентное ингибирование или неполностью конкурентное ингибирование, поскольку координаты Диксона не дают  прямых линий: функции 1/Vo  от концентрации метанола и этанола являются параболами (рис. 3.6.9 и 3.6.10).

Выявить случаи нелинейного или неполностью конкурентного ингибирования позволяют также зависимости как угла наклонов, так и длины отрезков, отсекаемых на оси ординат, для графиков Лайнуивера-Берка от концентрации ингибитора. Зависимости этих величин для этанола и метанола, представленные на рис.3.2.9, близки к параболическим.  Подобный анализ, то есть построение вторичной зависимости ординат точек пересечения с вертикальной осью и наклонов прямых в координатах Лайнуивера-Берка, может дать новую информацию о механизме ингибирования. В этом случае параболического конкурентного ингибирования наклон прямой линии в прямых обратных координатах умножается на множитель (1+а[I] +b[I]2), что отвечает процессу, в котором с одной молекулой фермента связывается две молекулы метанола или этанола.
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Рисунок 3.6.9 - Графический анализ неполностью конкурентного ингибирования метанолом люциферазы P. leiognathi по отношению к С14 в координатах Диксона: при (0,47; 4,7; 11,75; 23,5; 47)·10-6, М С14
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Рисунок 3.6.10 - Графический анализ неполностью конкурентного ингибирования этанолом люциферазы P.leiognathi по отношению к С14 в координатах Диксона: при (0,47; 4,7; 11,75; 23,5; 47) ·10-6, М С14

Для люциферазы P.leiognathi с С14 активирующие концентрации спиртов проявляют неконкурентный тип активации, тогда как ацетон - конкурентный. Для люциферазы V.harveyi  с этим альдегидом ацетон, метанол и этанол конкурируют за место связывания на люциферазе. 

Коэффициенты а и b обозначают константы. В случае неполностью конкурентного ингибирования ингибитор лишь частично блокирует субстрат связывающие группы фермента. По этой причине ингибитор не способен полностью помешать присоединению субстрата. Подобный кинетический анализ с применением различных графических методов определения типов взаимодействия был использован и для других растворителей и альдегидов. Графически определенные типы активации и ингибирования  (табл. 3.6.1 и 3.6.2) дают хорошо согласующиеся между собой, а также с предложенной кинетической моделью результаты.

При увеличении концентрации органических растворителей типы их взаимодействия с люциферазой V.harveyi не меняются на другие с С14, а на люциферазе P.leiognathi спирты начинают конкурировать за место связывания с С14, в то время как с ацетоном взаимодействие становится неконкурентным.
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 Рисунок 3.6.11 - Зависимости ординат точек пересечения и тангенса угла наклона (tga) прямых в координатах Лайнуивера-Берка от концентрации метанола (А) и этанола (Б) для люциферазы P.leiognathi с тетрадеканалем
Для люциферазы P.leiognathi с С10 этанол и ацетон - бесконкурентные активаторы, а метанол – неконкурентный. Для люциферазы V.harveyi с этим альдегидом ацетон и метанол – неконкурентные активаторы, этанол – смешанный. 

С С12 при увеличении концентрации органических растворителей ингибирование является бесконкурентным для люциферазы P.leiognathi и смешанным для люциферазы V.harveyi. 

Типы ингибирования позволяют судить о последовательности связывания лигандов с люциферазой. В случаях конкурентного и неконкурентного ингибирования люциферазы могут образовывать комплекс фермент-ингибитор или фермент-активатор с растворителями при использовании тетрадеканаля. Этанол и метанол являются неполностью конкурентными ингибиторами люциферазы P. leiognathi по отношению к тетрадеканалю (табл.3.6.1).  Это значит, что спирты, являясь аналогами альдегида, могут конкурировать за группы связывания тетрадеканаля на люциферазе, но лишь частично блокируют субстрат связывающие группы фермента и не способны полностью помешать присоединению субстрата. 

Неполностью конкурентное ингибирование спиртами характеризуется параболической зависимостью обратной величины скорости ферментативной реакции от концентрации спиртов и позволяет предположить, что с одной субъединицей фермента могут связываться две молекулы метанола или  этанола. Ацетон, не являясь аналогом альдегида, не конкурирует за группы связывания тетрадеканаля с люциферазой P. leiognathi и является неполностью неконкурентным ингибитором. Аналогичные результаты получены и для ДМСО, глицерина, этиленгликоля. В отличии от люциферазы Р.leiognathi люцифераза V.harveyi при формировании комплекса с тетрадеканалем может, по-видимому, присоединить, как показывает параболический характер зависимостей в координатах Диксона, или две молекулы какого-либо спирта  или 2 молекулы ацетона. 

При замене С14 на С12 и С10 изменяются и типы конкуренции. При полностью бесконкурентном типе ингибирования люциферазы Р.leiognathi все растворители с деканалем, и ацетон и метанол с додеканалем способны присоединяться только к комплексу фермент-субстрат - образования фермент-ингибиторного комплекса не происходит. Образующийся при этом третичный комплекс полностью неактивен. При этом типе ингибирования растворитель действует и на участок связывания, и на каталитический центр фермента, независимо от того, перекрываются они или нет. Ингибитор снижает и константу диссоциации субстрата, и максимальную скорость реакции.

Как при бесконкурентном, так и при смешанном ингибировании ингибитор действует и на участок связывания, и на каталитический центр фермента, независимо от того, перекрываются они или нет, но увеличивает константу диссоциации субстрата и уменьшает начальную скорость. В данном случае образуется как двойной комплекс фермент-ингибитор, так и тройной комплекс ингибитор-фермент-субстрат, и оба комплекса каталитически неактивны. 

 Таблица 3.6.1.

Типы взаимодействия органических растворителей с люциферазой P.leiognathi по отношению к альдегидам с разной длиной цепи: С14 – тетрадеканаль, С12 – додеканаль, С10 – деканаль.

	Типы ингибирования:

	растворитель
	C14
	C12
	C10

	метанол
	конкурентное

(неполностью)
	бесконкурентное
	бесконкурентное

	этанол
	конкурентное

(неполностью)
	неконкурентное
	бесконкурентное

(неполностью)

	ацетон

ДМСО

глицерин

ЭТГЛ
	неконкурентное  (неполностью)

неконкурентное

неконкурентное

неконкурентное
	бесконкурентное

----------------------


	бесконкурентное

--------------------



	Типы активации:

	метанол
	неконкурентная
	нет
	неконкурентная

	этанол
	неконкурентная  (неполностью)
	нет
	бесконкурентная (неполностью)

	ацетон
	конкурентная
	нет
	бесконкурентная


Таблица 3.6.2. 

Типы взаимодействия органических растворителей с люциферазой V.harveyi  по отношению к альдегидам с разной длиной цепи: С14 – тетрадеканаль, С12 – додеканаль, С10 – деканаль.

	                                      Типы ингибирования:

	растворитель
	C14
	C10

	метанол
	конкурентное

 (неполностью)
	смешанное

(неполностью)

	этанол
	конкурентное

(неполностью)
	смешанное

(неполностью)



	ацетон
	конкурентное 

(неполностью)
	смешанное

(неполностью)

	
	Типы активации:
	

	метанол
	конкурентная 

(неполностью)
	неконкурентная

	этанол
	конкурентная 

(неполностью)
	смешанная

	ацетон
	конкурентная 

(неполностью)
	неконкурентная

(неполностью)


Отличительной чертой взаимодействия (как активации, так и ингибирования) люцифераз с тетрадеканалем является то, что  возможно формирование комплексов с растворителем, которые проявляют ферментативную активность. Комплексы люцифераз с ингибиторами при использовании додеканаля и деканаля – полностью неактивны.

Т.о., тип взаимодействия  люцифераз каким-либо растворителем (активны или нет комплексы ферментов с ингибитором или активатором) определяется в большей мере тем, какой из альдегидов используется в качестве субстрата, а различная структура и физико-химические свойства растворителей должны оказывать влияние на скорости образования или распада каталитически активных комплексов ферментов.

3.6.2.3. Константа Михаэлиса и природа взаимодействия субстратов и люцифераз в водно-органических средах.
Изменение константы Михаэлиса (Км) по альдегиду для обеих люцифераз в водно-органических средах зависит главным образом от длины цепи альдегида. Используемые концентрации органических растворителей изменяют величину Км в пределах одного порядка. Км по тетрадеканалю для люциферазы P.leiognathi линейно увеличивается во всех растворителях: в ацетоне и этаноле значения Км по этому субстрату приблизительно равны и растут быстрее по сравнению с метанолом (рис.3.6.12, С14). При использовании С12 Км уменьшается с увеличением концентрации органического растворителя. Наименьшие значения Км по этим альдегидам наблюдали в ацетоне, наибольшие - в этаноле. При использовании С10 Км уменьшается в большей степени, чем с С12.  С С10 наименьшие значения Км  для него в метаноле, а наибольшие – в этаноле. Исходя из известных представлений о влиянии органических растворителей на Км по субстрату, можно заключить, что с С14 реализуются преимущественно гидрофобные, а с С12 и С10 – электростатические взаимодействия между люциферазой и альдегидными субстратами. Возрастающие концентрации растворителей увеличивают сродство С12 и С10  к люциферазе, тогда как  максимальное сродство фермента к субстрату С14 достигается при нулевой концентрации ацетона и спиртов.

Для люциферазы V.harveyi Км по С14 и С10 увеличивается с увеличением концентраций органического растворителя (рис.3.6.13). Причем, величина Км по С14 значительно увеличивается в этаноле, а в ацетоне увеличение Км минимально, тогда как по С10 наблюдается обратная ситуация.  Исходя из зависимости Км по субстрату от концентрации органических растворителей, можно заключить, что связывание люциферазы V.harveyi с альдегидными субстратами имеет гидрофобную природу. 

Известно, что в водной среде ферменты характеризуются различными величинами констант Михаэлиса по отношению к соответствующим субстратам (или их аналогам). Эти различия часто превышают несколько порядков. При проведении катализа в водно-органических средах значения Км некоторых ферментов становятся приблизительно равными, то есть происходит потеря ими ферментативной специфичности. Поскольку для люцифераз величины Км в водно-органических средах изменяются в пределах одного порядка, это значит, что изменение микроокружения люцифераз не влияет на их специфичность.
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Рисунок 3.6.12 - Зависимость константы Михаэлиса по тетрадеканалю (С14), додеканалю (С12) и деканалю (С10) от концентрации ацетона (1), метанола (2) и этанола (3) для люциферазы Р.leiognathi

[image: image108.wmf]ac

et

met

Kм 

.

10

-6

,М

0

5

10

15

20

25

30

35

0

5

10

15

20

[растворитель],об%

1

3

Kм 

.

10

-3

,M

0

20

40

60

80

100

120

0

5

10

[растворитель],об.%

3

1

 Рисунок 3.6.13 - Зависимость константы Михаэлиса по тетрадеканалю (С14) и деканалю (С10) от концентрации ацетона (1), метанола (2) и этанола (3) для люциферазы V.harveyi.

Формально-кинетический анализ влияния органических растворителей на люциферазы дал согласующие с предложенной моделью результаты и показал следующее:

1. Эффект введения органических растворителей эквивалентен различным типам связывания люцифераз с эффектором и зависит от его концентрации.

2. Ацетон, этанол, метанол и ДМСО проявляют неконкурентный тип активации и ингибирования по отношению к ФМН.

3. Для люциферазы P.leiognathi с С14 органические растворители, концентрации которых увеличивают интенсивность свечения, являются  неконкурентными активаторами по отношению к этому альдегиду, тогда как в их ингибирующих концентрациях –  это конкурентные ингибиторы. С С12 метанол и ацетон являются бесконкурентными ингибиторами, этанол – неконкурентным. С С10 метанол, в его активирующих интенсивность свечения концентрациях, является  неконкурентным активатором, а ацетон и этанол - бесконкурентными активаторами, тогда как в их ингибирующих концентрациях эти растворители -  конкурентные ингибиторы. 

4. Для люциферазы V.harveyi  с С14 тип взаимодействия конкурентный как при активирующих, так и ингибирующих интенсивность свечения концентрациях растворителей. С С10 все исследуемые растворители проявляют смешанный тип ингибирования, этанол активирует по смешанному типу, тогда как метанол и ацетон – неконкурентные активаторы.

5. Поскольку часть ингибиторов неконкурентна по природе (для обеих люцифераз конкурентные взаимодействия органические растворители проявляют только по отношению к С14 и не конкурируют за связывание на люциферазе с другими альдегидами), то вполне вероятно, что по крайней мере некоторые из сайтов связывания эффекторов находятся не в пределах участка связывания альдегида. 

6. Тип ингибирования (активны или нет комплексы ферментов с ингибитором или активатором) люцифераз каким-либо растворителем определяется в большей мере тем, какой из альдегидов используется в качестве субстрата. 

7. Поскольку Км по альдегиду для люциферазы P.leiognathi с С14 увеличивается в водно-органических растворителях, а с С12 и С10 –  уменьшается, то в первом случае реализуются преимущественно гидрофобные, а во втором электростатические взаимодействия между люциферазой и альдегидными субстратами. 

8. Для люциферазы P.leiognathi с С12 и С10 возрастающие концентрации растворителей увеличивают сродство этих альдегидов к люциферазе, тогда как с С14 максимальное сродство фермента к субстрату достигается при нулевой концентрации ацетона и спиртов.

9. Для люциферазы V.harveyi Км с С14 и С10 увеличивается с увеличением концентраций органического растворителя и, следовательно, связывание этого фермента  с альдегидными субстратами имеет гидрофобную природу.

10. Для люциферазы V.harveyi Км с С14 и С10 увеличивается с увеличением концентрации органического растворителя и максимальное сродство фермента к субстратам достигается при нулевой концентрации ацетона и спиртов.
3.6.3 Анализ кинетики реакции бактериальной люциферазы, как ферментативной системы с нестабильным субстратом.
Бактериальные люциферазы – флавинзависимые монооксигеназы, катализирующие окисление длинно-цепочечного алифатического альдегида до соответствующей жирной кислоты и испусканием квантов света в сине-зеленой области спектра. 

Особенности функционирования люцифераз состоят в следующем:

1) При одном и том же химическом механизме реакции люциферазы из разных видов светящихся бактерий в зависимости от структуры фермента варьируются кинетические параметры реакции: I, k, Q. 

2) Разное сродство люцифераз из разных видов светящихсябактерий к альдегидом с разной длиной цепи, при этом константа спада k варьирует как от длины цепи альдегида, так и от его концентрации.

Кинетический механизм и элементарные скорости промежуточных стадий биолюминесцентной реакции, так же как и их число, определены только гипотетически. Формально-кинетический анализ – хороший метод для исследования ферментативных реакций, который позволяет получить информацию:

- о субстратном сродстве фермента,

- о природе взаимодействий при связывании субстрата и фермента,

- ингибировании фермента продуктом или субстратами.

В реакции, катализируемой люциферазой,  один из субстратов – ФМН нестабилен, так как восстановленный ФМН окисляется молекулярным кислородом с высокой скоростью. Итак, мы имеем ферментативную систему, содержащую как минимум один нестабильный субстрат, но реально, неустойчивыми могут оказаться и интермедиаты люминесцентной реакции. 

Анализ биолюминесцентной реакции как ферментативного процесса с нестабильными субстратами и интермедиатами реакции позволит также получить дополнительную информацию о механизмах функционирования бактериальных биолюминесцентных систем. Данный подход приобретает все большую популярность. Многие общие особенности реакций с участием в ферментативных реакциях нестабильных соединений описаны в литературе и теоретически обоснованы. Ферментативные реакции, включающие неустойчивые субстраты предварительно анализировались в литературе.

Анализ ферментативных процессов часто осложняется  комплексными алгебраическими выражениями, которые используются при составлении и решении систем дифференциальных уравнений. Кроме того, существование неустойчивых компонент реакции значительно усложняет расчет кинетических параметров реакции. 

Компьютерная алгебра - мощный метод для анализа кинетики ферментативных систем, особенно если имеется ферментативная система, содержащая один или несколько неустойчивых участников реакции или промежуточных соединений, образующихся в ходе реакции. 

Построение модели биолюминесцентной реакции и установление взаимосвязи между регистрируемой нами суммарной константой скорости и  элементарными скоростями реакции представляется возможным с помощью методов компьютерной алгебры в среде Mathcad.

Схема биолюминесцентной реакции как ферментативного процесса с нестабильными субстратами и интермедиатами реакции может быть представлена следующим образом:
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Рисунок 3.6.14 - Схема биолюминесцентной реакции как ферментативного процесса с нестабильными субстратами и интермедиатами реакции

Условные обозначения:

 E – люцифераза

А   - альдегид

 F   - ФМН
EF - фермент- ФМН комплекс

EFА - фермент- ФМН-альдегид комплекс

P   -    продукт: жирная кислота и свет

[ ki] - постоянные скорости различных стадий процесса (i = 1; 2; 3; 4)

[ j] -  постоянная инактивации для ФМН, равная константе автоокисления восстановленного ФМН.
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Начальные условия

F(0) = F0,    E(0) = E0,   EF(0) = 0, EFA(0) = 0, P(0) = 0                                                     (3.6.8)

Условные обозначения:

[ E] - концентрация фермента

[ E0] - начальная концентрация фермента

[ А]   - концентрация альдегида

[ А0] - начальная концентрация альдегида

[ F]   - концентрация ФМН
[ F0] - начальная концентрация ФМН
[ ES] - концентрация фермент-субстратного комплекса

[ P]   - концентрация продукта

[ ki] - постоянные скорости различных стадий процесса (i = 1; 2; 3; 4)

[ j] – константа автоокисления восстановленного ФМН.

 В уравнениях (3.6.7) введем обозначения:
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    (3.6.9)
Выберем значения констант реакции:

j    = 102  c -1
k1 = 102·c -1
k2 = 109·c -1
k3 = 2,8 c -1
Выберем концентрации фермента и субстратов реакции:

E0 = 1,5 ·10-7 M
А = 47·10-5M
F0 = 7,6 ·10-7 M
Зададим решение системы дифференциальных уравнений адаптивным методом Рунге-Курта (с применением функции Rkadapt):
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где Y0- вектор начальных условий,

       D – символьный вектор, в котором записаны правые части уравнений, 

        N – число шагов, 

       t0 - t1- интервал времени.

Вектор производных этих уравнений:
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Вектор начальных условий:
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Решения системы дифференциальных уравнений, при условии, что ФМН – нестабильное соединение, представлены следующими зависимостями:
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Рисунок 6.3.15 -  Кинетика автоокисления восстановленного ФМН
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Рисунок 6.3.16 -  Кинетика превращения интермедиата I.
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Рисунок 6.3.17 -  Кинетика световой вспышки (1) и образования продукта реакции (2), рассчитанные из найденных констант.

Таким образом, введение в систему уравнений автоокисление ФМН позволило получить численное решение на основе реальных значений констант и концентраций субстратов и фермента, а также подобрать константы скорости промежуточных стадий рассматриваемого процесса.

Этот подход представляется перспективным для моделирования биолюминесцентной реакции с учетом ингибирования субстратами и обратимости, для адекватного описания экспериментально полученных данных.
Раздел 4.  Разработка принципов обучения и форм организации научно-образовательного процесса.
В основу активности, способствующей повышению уровня знаний студентов положен принцип интеграции науки и образования. Этот принцип реализуется на основе тесного взаимодействия кафедры с Институтом биофизики СО РАН, Институтом леса им. В.Н.Сукачева СО РАН, Красноярским региональным радиологическим центром и другими НИИ и организациями. Эта интеграция поддерживается также за счет функционирующих на кафедре биофизики  Научно-образовательного центра «Енисей», организованноого по программе «Фундаментальные исследования и высшее образование»  Министерства образования и науки Российской Федерации и Американского фонда гражданских исследований и развития (CRDF), и НОЦ «Исследовательская кафедра биофизики», организованного в рамках гранта Федеральной Целевой программы “Интеграция высшего образования и фундаментальной науки».

Повышение уровня знаний и качества научных работ студентов на кафедре физико-химической биологии ИФБ и БТ СФУ происходит за счет того, что практически все студенты кафедры вовлечены в работу этих Научно-образовательных центров. В рамках настоящего проекта происходит концентрирование на исследовательских задачах, относящихся к развитию биолюминесцентного аналитического направления и биолюминесцентных биосенсоров.

Образовательный план работ по проекту базируется на программе научных исследований, проводимых преподавателями кафедры, и включает следующие взаимосвязанные элементы, способствующие повышению уровня знаний студентов:

1. Выполнение студентами –участниками проекта курсовых и дипломных работ по темам проекта.

2. Постоянно действующие объединенные научные семинары для студентов, аспирантов, преподавателей университета и научных сотрудников с привлечением специалистов из других вузов и исследовательских институтов по теме проекта

3. Чтение оригинальных курсов лекций с включением  результатов исследований по проекту. 

4. Разработка специальных практикумов по темам проекта  
5. Подготовка учебно-методических комплексов дисциплин

6. Организация студенческих конференций.
7. Участие студентов и молодых ученых в научных конференциях и стажировки.


8. Открытие новых направлений обучения, переход на двухуровневое высшее образование. 

9. Разработка концепции создания Молодежной Международной Открытой Лаборатории Перспективных Исследований и Технологий (МОЛПИТ)

4.1. Выполнение студентами – участниками проекта курсовых и дипломных работ по темам проекта.

Самой эффективной формой привлечения студентов к исследованиям являлось выполнение студентами – участниками проекта курсовых и дипломных работ по темам проекта. Студенты, выполняющие научные исследования по проекту обучаются на 1-3 курсах специальности «Биохимическая физика», а также в магистратуре по направлению «Физика», магистерские программы «Биофизика» и «Окружающая среда и человек: основы контроля и надзора». Открыта новая магистерская программа «Устойчивое развитие и экологическая безопасность», в рамках которой реализуется взаимодействие  с вузами стран Шанхайской организации сотрудничества по направлению «Экология», в 2010-2011 учебном году планируется первый набор на эту программу. Состав студентов, выполняющих научные исследования, пополнился студентами 3 курса специальности «Биохимическая физика». 
Результаты, полученные в студенческих работах, вошли в отчет по проекту либо будут представлены на следующих этапах выполнения проекта. 

В  2010г. было успешно защищено 3 дипломных работы по теме проекта (Табл 4.1.1):

Таблица 4.1.1.

 Дипломные работы по теме проекта

	№
	Ф.И.О.

студента
	Тема диплома
	Научный руководитель

Ф.И.О., степень, звание, должность

	1. 2
	Васюнькина Елена Владимировна
	Действие радионуклидов на биолюминесцентные системы: роль перекисных соединений.
	Кудряшева Надежда Степановна, д.ф.-м.н., профессор, профессор кафедры физической и неорганической  химии, институт цветных металлов и материаловедения, СФУ



	2. 
	Гульнов Дмитрий Валерьевич
	Исследование конформации компонентов биолюминесцентной реакции бактерий в вязких средах методами оптической спектроскопии.
	Немцева Елена Владимировна к.ф.-м.н., доцент, доцент кафедры биофизики, Институт фундаментальной биологии и биотехнологии, СФУ

	3. 
	Орлова Анна Валерьевна
	Влияние микроокружения на характеристики биферментной системы светящихся бактерий НАДН:ФМН-оксидоредуктаза -люцифераза.
	Есимбекова Елена Николаевна, к.б.н., с.н.с., лаборатории фотобиофизики ИБФ СО РАН


Кроме того, были успешно защищено 9 курсовых работ по теме проекта (табл. 4.1.2. и 4.1.3):

Таблица 4.1.2.

Курсовые работы студентов 3 курса по теме проекта
	№
	Ф.И.О.
	Тема научной работы
	Научный руководитель

	1. 
	Авсиевич Татьяна Игоревна
	«Анализ влияния дезинфицирующих средств на бактериальную биолюминесценцию in vivo и in vitro» 


	 к.ф.-м.н., 

Немцева Е.В.

	2
	Туманян Артур Геворкиевич
	Разработка электронного модуля для микрофлюидного биочипа.


	д.ф.-м.н., проф.

Белобров П.И.

	3
	Черняев Вячеслав Андреевич
	Определение функционального состояния организма детей с заболеваниями ДЦП и сколиоза до и после занятия иппотерапией.


	д.б.н., проф. 

В.А. Кратасюк

	4
	Якимов Антон Сергеевич
	«Проблемы создания ацетилхолинового биосенсора на основе люцифераз: теория и экспериментальные реализации биочипов»
	д.ф.-м.н. Белобров П.И.


Таблица 4.1.3.

Курсовые работы студентов 4 курса по теме проекта
	№
	Ф.И.О.
	Тема научной работы
	Научный руководитель

	1. 
	Арбузов Вячеслав Александрович
	«Изучение структуры и свойств наноалмаза  в композите»
	Д. ф. -м. н. ,проф. Белобров П.И.

	2. 
	Архипова Валерия 

Владимировна
	Влияние тритиевой воды (НТО) на свечение бактерий в присутствии гуминовых веществ.
	Д. ф. -м. н. ,проф. Кудряшева  Н.С.

	3. 
	Безруких Анна Евгеньевна
	Термостабильность и термоинактивация биферментной системы  светящихся бактерий НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза в желатине.
	К. б. н.,

Есимбекова Е.Н.

	4. 
	Кудряшева Галина Александровна
	Влияние галоид-производных  антрацена на биохимические реакции.
	К.ф.–м .н. доцент ИФБиБТ Немцева Е.В. 

	5. 
	Сутормин Олег Сергеевич


	Влияние глицерина и сахарозы на стабильность сопряженной ферментной системы НАД(Ф)H:ФМН-оксидоредуктаза -люцифераза.
	к.б.н., доцент

 И.Е. Суковатая, 


4.2.  Научно-образовательные семинары как способ  формирования современного научно-образовательного пространства по биохимической физике.

Форма постоянно действующих объединенных научных семинаров для студентов, аспирантов, преподавателей университета и научных сотрудников с привлечением специалистов из других вузов и исследовательских институтов как способ увеличения роли науки в образовании хорошо зарекомендовал себя еще в НОЦ «Енисей» и НОЦ «Исследовательская кафедра биофизики», а также как способ  формирования современного научно-образовательного пространства по биохимической физике в образовательном процессе кафедры биофизики. К таким семинарам относится регулярно действующие семинары «Избранные главы биофизики», «Биофизические методы контактного мониторинга» «Семинар по биохимической физике» и др. На семинарах заслушиваются научные доклады преподавателей, научных работников, молодых ученых и студентов и аспирантов разных специальностей, а также курсовые и дипломные работы студентов, магистерские и аспирантские работы магистрантов и аспирантов.   
В  2010 году продолжил работу семинар по теме «Избранные главы биофизики», который проходит в рамках запланированного в нагрузке курса «Избранные главы биофизики» под руководством проф. Р.Г. Хлебопроса. На его еженедельных заседаниях заслушивают лекции ведущих ученых-биофизиков, молодых ученых, аспирантов, магистрантов и студентов кафедры биофизики, в том числе по теме проекта. Состоялось 7 заседаний семинаров. 
В 2009 году для расширения научно-образовательного пространства, включающего преподавателей, научных работников, молодых ученых и студентов и аспирантов разных специальностей был организован Научно-образовательный семинар по биохимической физике. За отчетный период было проведено 8 заседаний семинара. Тематика семинара определялась в первую очередь задачами настоящего проекта,  необходимо было посвятить не только участников проекта в суть проблемы, но и привлечь талантливую молодежь к участию в выполнении научно-исследовательских задач. 

Основные темы семинаров в 2009-2010 учебном году были связаны с научной работой студентов, выполняемой ими в рамках курсовых и дипломных работ.  Так в этом году мы не ограничились предзащитами и защитами курсовых и дипломныхработ, а рассматривали в течение всего года работы дипломников и   курсовиков на семинаре. 
Так как объявление о семинаре помещалось на сайте Института фундаментальной биологии и биотехнологии СФУ, семинар проводился в удобное время (пятница, 16:00),  то доступ на семинары был открыт для студентов и сотрудников других Институтов СФУ. 

Специфика специальности «Биохимическая физика» состоит в том, что научные результаты разбросаны по огромному количеству узко специализированных изданий и подготовка учебных пособий не может обойтись без интернет-технологий. Поэтому кроме традиционной формы семинара мы провели подготовку «Вэбинара», т.е. интернет семинара с сопровождением технологией Google «Образовании 2.0». Предварительные эксперименты показали эффективность этого подхода для формирования современного научно-образовательного пространства по биохимической физике.

Взрывное внедрения бесплатных служб и сервисов Google в образовательный процесс произошло так быстро и незаметно, что уже говорится о неком «Образовании 2.0». Как технология, сервисы Google постоянно используются в данном проекте. На кафедре биофизики  накоплен успешный опыт создания удобного электронного пространства для занятий со студентами, творческих лабораторий и коллективных  проектов с помощью инструментов служб Google. Студенты и преподаватели, использующие эту технологию, не только применяют этот мощный инструмент для совместной учебной и исследовательской работы, но и ведут подготовительную работу для реализации следующего международного этапа данного проекта. Наша апробация Google «Образование 2.0» показала эффективность этой технологии при формировании современного пространства для образования и науки.

Основные результаты работы семинара:

1. Привлечены студенты всех курсов по специальности «Биохимическая физика».

2. Информация о новых достижениях по предмету стала доступной всем участникам проекта.

3. Разработана концепции и организована научная работа в Молодежной Международной Открытой Лаборатории Перспективных Исследований и Технологий (МОЛПИТ).
4.3. Чтение оригинальных курсов лекций с включением  результатов исследований по проекту. 

Так как практически все преподаватели кафедры активно занимаются научными исследованиями по темам проекта, то происходит постоянное усовершенствование разработанных  курсов лекций на основе новых научных результатов, полученных по проекту. Это курсы «Основы биологии» (Кратасюк В.А.), «Методология научного творчества» (Кратасюк В.А, Белобров П.И., Свидерская И.В.), «Современные проблемы биофизики, биологии и биотехнологии» (Кратасюк В.А, Белобров П.И.),  «Экология» (Кратасюк В.А.), «Нанотехнологии в медицине и биологии» (Белобров П.И.),  «Физико-химические механизмы ферментативного катализа» (Межевикин В.В.), «Биотехнологии в электронном приборостроении» (Белобров П.И.),  «Физика и химия биолюминесценции» (Суковатая И.Е.), «Фотобиофизика» (Суковатая И.Е.), «Биофизика» (Барцев С.И., Немцева Е.В.), «Физико-химические методы анализа в биофизике» (Межевикин В.В.), «Прикладная и инженерная биофизика» (Немцева Е.В.) и др. Ежегодно программы курсов перерабатываются на основе новых научных результатов.
Происходит также и обновление лекций, читаемых студентам других специальностей. 
Обновление программ дисциплин позволяет отражать последние научно-технические достижения и/или тенденции в развитии каждой дисциплины, что позволяет студенту получать современную новейшую информацию, связанную с  развитием профессиональной  области знаний. Особое внимание при обновлении и утверждении программ дисциплин уделяется перечню учебной литературы, который не должен содержать учебники и учебные пособия, изданные более 5 лет назад. Большинство учебных программ дисциплин специализации помимо перечня учебной литературы содержат перечень дополнительной учебной литературы, включающей современные учебники и учебные пособия на английском языке, оригиналы учебников и учебных пособий на языке автора (чаще на английском языке), а также обзорные научные статьи, которые печатаются ведущими мировыми научными издательствами. Анализ перечней основной и дополнительной литературы, указанной в рабочих учебных программах, показывает, что подготовка студентов осуществляется на основе современных информационных источников - год издания рекомендуемых в рабочих учебных программах учебников и учебных пособий не превышает пятилетней давности. Учебная литература, рекомендуемая в программах дисциплин и практик, отражает современные тенденции развития науки и практики определенной области профессиональной деятельности. При актуализации программ учитываются изменения и тенденции в развитии современных научно-технических исследований в области естественных наук и биофизики в частности. 

Обновление лекционных курсов проводилось также на основе материалов, оставленных визит-профессорами, а также полученных во время стажировок преподавателей кафедры в другие ВУЗы России и других стран.
4.4. Разработка специальных практикумов по темам проекта.  

На основе новых результатов, полученных по проекту, продолжается  усовершенствование разработанных ранее практикумов путем введения новых разделов. К разработке и проведению Биофизического практикума и Спецпрактикума привлечены не только преподаватели кафедры, но и аспиранты и магистры кафедры, стажеры-исследователи и даже студенты. Новые лабораторные работы выполняются  на новом современном оборудовании Центра коллективного пользования приборами НОЦ «Енисей», а также на современном оборудовании, закупленном  в СФУ.  Кроме того, был использован инновационный подход  при выполнении студентами лабораторных работ, состоящий в том, что занятия представляли собой  не  упражнения на приборах, а строились как полное научное исследование с соблюдением научной методологии и научного метода, обязательной формулировкой проблемы, целей, задач работы, гипотезы, а также выводов по результатам проведенного исследования, чтение научных статей по теме работы для обсуждения полученных результатов, оформления каждой лабораторной работы как мини-статьи в научный журнал. Оборудование ЦКПП используется при проведении производственной и преддипломной практик, сбора материала для курсовых и дипломных работ студентами кафедра биофизики. В 2010 году начались и проводятся работы по созданию виртуального практикума на основе оборудования и программ фирмы National Instruments.

4.5. Внедрение в учебный процесс учебно-методических комплексов дисциплин. 


Неотъемлемой частью образовательного процесса является в настоящее время использование в учебном процессе разработанных ранее  учебно-методических комплексов дисциплин (УМКД), в которых зафиксированы все модификации учебных курсов, подготовленных на базе научных результатов проекта. В 2010 году в процессе активного использования УМКД проведена существенная переработка учебного материала на основе результатов, полученных при выполнении настоящего проекта. Это коснулось следующих УМКД [44-47]:
· «Физическая химия» (бакалавр, 010701.62 – физика; специалист/интегрированный магистр 010701.65 – физика, 010708.65 – биохимическая физика). 

· История и методология биологии и биофизики (магистр, 010701.68 – физика);

· Биофизика (бакалавр, 010701.62 – физика);

· Информационно-коммуникационные технологии в естественнонаучных исследованиях (магистр, 010701.68 – физика);

· «Фотобиофизика» (магистр, 010701.68 – физика; специалист/интегрированный магистр 010708.65 – биохимическая физика).


4.6. Организация студенческих конференций. 

В рамках межвузовской региональной научной конференции студентов, аспирантов и молодых учёных-физиков НКСФ-XXXIX, которая проходила 13-17 апреля в Институте Инженерной физики и радиоэлектроники СФУ, на кафедре биофизики  Института фундаментальной биологии и биотехнологии участниками проекта была организована традиционная секция «Биофизика». В конференции приняли участие  студенты 3-5 курсов и магистранты, в том числе по теме проекта было представлено 5 докладов:
1. Безруких А.Е. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 4 курс), Термостабильность и термоинактивация биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза в желатине  (2 место).

2. Орлова А.В. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 5 курс), Разработка стабильного многокомпонентного иммобилизованного реагента для биолюминесцентного анализа.
3. Бука Н.С. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики,  магистр) Кинетика бактериальной биферментной биолюминесцентной системы в вязких средах.

4. Кудряшева Г. А. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 4 курс)  Влияние на биохимические реакции и взаимодействие с белками галоид-производных антрацена.

5. Сутормин О.С. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 4 курс) Влияние глицерина и сахарозы на стабильность сопряженной ферментной системы НАД(Ф)H:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза 

6. Тарасова А. С. (кафедра физической и неорганической химии ИЦМиМ, аспирант) Изучение влияния гуминовых веществ на общую и окислительную токсичность растворов окислителя. 
1 – 4 июня в Институте Фундаментальной биологии и биотехнологии Сибирского Федерального университета состоялась летная школа для студентов на тему «Биотехнология – основа устойчивого развития и научно-технического прогресса общества». Программа Школы включала цикл лекций по новейшим направлениям биотехнологии, включая информацию о мировых достижения и тенденциях в области биотехнологии и результаты пионерных разработок Института биофизики СО РАН и Научно-образовательного центра «Енисей» СФУ в области биотехнологии микробных популяций и управляемого биосинтеза, биолюминесцентного микроанализа, исследованиям в области генной и тканевой инженерии, новым материалам и экологической биотехнологии. 

Студенты с интересом прослушали лекции преподавателей Института фундаментальной биологии и биотехнологии СФУ – докторов наук М.И. Гладышева, Т.Г. Воловой, П.И. Белоброва, В.С. Бондаря, Н.Н. Сущик, Л.А. Франк, Н.В. Зобовой; ведущего молекулярного генетика С.В. Марковой и зав. лабораторией ОАО «Полюс» А.В. Белого. 

Удачной находкой Школа стала стендовая сессия, в которой приняли активное участие студенты кафедр биофизики, биотехнологии и медицинской биологии. Свыше 20 участников Школы сделали краткие сообщения и представили свои стендовые доклады. Лучшие работы были отмечены призами, все выступившие получили поощрительные награды. 

 
Среди победителей –студенты, выполнявшие работы по теме настоящего проекта. 

Абсолютным победителем постерной сессии стал Иван Денисов (5 курс, специальность «Биохимическая физика»). Кроме того, во всех пяти номинациях стендовой сессии жюри определило призёров. В номинации Биотехнология награждены  Тарновский Максим (3 курс, диплом 3 степени), Авсиевич Татьяна (3 курс, диплом 3 степени). В номинации Коммерциализация победили Зайцева Наталья (2 курс, диплом 1 степени),  Шманько Надежда (стажер-исследователь, диплом 2 степени), Александрова Мария (аспирант, диплом 2 степени).

В номинации Количественная биология награждены Шманько Надежда (стажер-исследователь, диплом 1 степени, Безруких Анна (4 курс, диплом 2 степени),  Сутормин Олег (4 курс, диплом 2 степени), Архипова Валерия (4 курс, диплом 3 степени), Кудряшева Галина (4 курс, диплом 3 степени), Бука Нина  (1 год  магистратуры, грамота). 

 
В номинации Биомедицина награждены Сумарокова Мария (3 курс, диплом 1 степени), Черняев Вячеслав (3 курс, диплом 2 степени), Гребнев Ярослав (3 курс, диплом 2 степени). 
 
В Номинации Конструирование и изобретение  победили Туманян Артур (3 курс, диплом 1 степени), Якимов Антон (3 курс, диплом 2 степени). 

Студентам очень понравилось это мероприятие, и они выступили с предложением проводить студенческие научные сессии ежегодно. 

 
4.7. Участие студентов и молодых ученых с докладами на научных, образовательных конференциях и других форумах и стажировках. 
Более 15 студентов и молодых ученых участвовали в более 10 международных и российских конференциях различного уровня, на конференциях докладывались работы,  выполненные по учебному плану в виде курсовых и дипломных работ,а именно:

1) на Международном симпозиуме по биолюминесценции и хемилюминесценции (г.Лион, Франция), 19-22 апреля 2010 г. (Гульнов Д., Александрова М.,  Денисов И.)

2)  XVI Всероссийской научной конференции студентов физиков и молодых ученых ВНКСФ-16, г.Волгоград, 22-29 апреля 2010 г.

· Безруких А.Е.,  Термостабильность и термоинактивация биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза в желатине. Получен диплом за лучший доклад среди студентов младших курсов. 

· Орлова А.В., Стабилизация многокомпонентного иммобилизованного реагента для биолюминесцентного анализа

· Тарасова А.С., Биолюминесцентный мониторинг процессов детоксикации редокс-активных соединений гуаминовыми веществами 
3). Международный молодежный научный форум «Ломоносов-2010»  

C 12 по 14 апреля 2010 г. в Московском государственном университете имени М.В. Ломоносова проходила XVI Международная научная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов-2010». В нем было представлено 28 секций и более чем 200 подсекций, отражающих основные направления современной науки. В этом году  студенты и аспиранты кафедра биофизики - Александрова М. А., Кудряшева Г.А. представляли на конференции Сибирский Федеральный Университет. 

4). Международная конференция научно-образовательных центров

 С 22-23 апреля 2010 в г. Воронеже прошла международная конференция научно-образовательных центров. В ней приняли участие студент 4 курса Сутормин Олег и инженер кафедры биофизики Тарасова Анна.
5). X Международная научно-практическая конференция «Интеллект и наука», 
В городе  Железногорске с 28 по 29 апреля 2010 г. прошла  X Международная научно-практическая конференция «Интеллект и наука». В ней приняли участие 1 студент и 1 аспирант кафедры биофизики. А именно: 

Архипова Валерия. Награждена сертификатом и дипломом 2й степени
Александрова Мария. Награждена сертификатом.

6).Молодые участники проекта участвовали в работе Практикума по коммерциализации технологий (г. Владивосток 25-27 мая), который проходил впервые в России на базе и при содействии Дальневосточного государственного университета в рамках международной программы «Фундаментальные исследования и высшее образование» (BRHE) Американский фонд гражданских исследований и развития (АФГИР). В работе приняли участие сотрудники АФГИР из американского и российского офисов, ведущие американские эксперты в области трансфера технологий, пять топовых университетов Сибирского и Дальневосточного федеральных округов: Сибирский федеральный университет, Томский государственный университет, Новосибирский государственный университет, Иркутский государственный университет, дальневосточный госуниверситет. 

В делегации от СФУ участвовали 4 участника настоящего проекта:  Александрова Мария  (аспирант),  Зайцева Наталья  (студентка 2-го курса), Кузнецов Станислав (начальник отдела ОРГиП ЦГП НИЧ) и Шманько Надежда (стажер- исследователь кафедры биофизики). 

Главная задача встреч — оказание помощи и содействия базовым университетам в становлении их как преуспевающих центров развития и коммерциализации передовых технологий. Молодым российским ученым, создавшим уникальные технологии или реализовавшим научные проекты, опытные тренеры из США, специалисты в области передачи технологий, успешные предприниматели и практикующие инвесторы, помогали советами и рекомендациями, передавали опыт по созданию новых малых предприятий и инвестирования. 

Трехдневная программа развития технологических возможностей включала проведение семинаров по развитию профессиональных навыков для специалистов, занимающихся передачей технологий, семинары для студентов и профессорско-преподавательского состава, а также конкурса бизнес проектов и получение 2-х грантов по 10 000 долларов США для дальнейшего обучения и приобретения дополнительного опыта в США. 

Участники выступали с презентацией своих проектов, по окончании тренинга, проекты были доработаны и представлены снова. Задача наших участников состояла в том, чтобы подготовить презентации по темам нашего проекта для коммерциализации. Проекты Шманько Надежды «Разработка биолюминесцентного экспресс-метода для определения интегральной токсичности почвы  «LumiSoil», Александровой Марии «Разработка биолюминесцентного сенсора для определения радиотоксичности растворов»,  и Зайцевой Натальи «Серия развивающих продуктов для детей “Жизнь рассказывает о себе светом” были представлены на этом тренинге.
7). Два студента кафедры биофизики Денисов Иван и Туманян Артур прошли 3-месячную стажировку в Центре геномных регуляций Университета Помпеи Фабра, где они выполняли свои исследования. Было заключено Соглашение между СФУ и Центром геномных регуляций на проведение совместных исследований.

Денисов И.А. в течение стажировки производил исследование по теме «Сравнение эволюционной истории паралогов и ортологов» в лаборатории сравнительной геномики Тони Габалдона. Гены в составе генома каждого вида имеют различное происхождение. Два гомологичных гена разошедшихся в результате видообразования называют ортологами, а в результате дупликации – паралогами. Изучение характеристик этих типов генов имеет большое значение в эволюционной биологии. На основе составленной вероятностной модели возникновения дупликации показаны схожие свойства паралогов и ортологов по отношению к приобретению новой функции, создан алгоритм генерации филогенетических деревьев гена в заданном паттерне специализаций. Показано, что скорость эволюции и вероятность дупликации значительно варьируется на протяжении эволюции. На основе этого предположения построена модель возникновения дупликаций под воздействием внешних факторов. Проанализирована база данных законченных наборов филогении генов и обнаружены ряд отличий паралогичных и ортологичных генов. На основе базы данных онтологии генов проанализированы отличия паралогов и ортологов по отношению к вероятности смены компартментализации и функции белка. Установлено, что паралогичные и ортологичные гены имеют одинаковую вероятность смены функции в течении эволюции. Сделан вклад в увеличение функционала веб-интерфейса филогенетической базы данных (http://phylomdb.org).

Туманян А.Г. проходил стажировку в лаборатории эволюционной геномики Кондрашова Ф.А., где выполнил исследование по теме «Использование компенсаторных эволюционных методов в изучении болезни Паркинсона». Проанализированы 4 типа белков у 13 высших приматов на предмет компенсаторных мутаций. Найден белоки с важными компенсаторными заменами. Известно, что обезьяны Нового Света не подвержены болезни Паркинсона, тогда как обезьяны Старого Света, в том числе люди, болеют этим заболеванием. Болезнь Паркинсона возникает из-за мутаций в белке, который называется альфа-синуклеин. Функция его до сих пор не установлена, но известно, что его содержится около 1% от общего количества белков в нейронах мозга. Было высказано предположение, что некая компенсаторная замена в аминокислотной последовательности взаимодействующего с альфа-синукленином белка способна нормализовать мутантный синуклеин, и тем самым превратить взаимодействие, которое вызывает болезнь в нормальное взаимодействие двух белков. Придерживаясь этой точки зрения, был найден белок, содержавший 3 точечных мутаций, которые были наивероятнейшими на роль сайтов компенсации. Результаты исследования направлены в экспериментальную лабораторию для дальнейшего исследования.

Эти исследования являются подготовительными для использования разработанных в проекте экспериментальных моделей для решения задач биологии и медицины. 
4.8. Молодежная Международная Открытая Лаборатория Перспективных Исследований и Технологий (МОЛПИТ).
Новым в инновационной инфраструктуре является  создание и развитие Молодежной Международной Открытой Лаборатории Перспективных Исследований и Технологий (МОЛПИТ), где сконцентрированы силы молодых ученых и студентов на развитии биолюминесцентных методов и биосенсоров для экологического и медицинского мониторинга. Создание лаборатории направлено на повышение качества образовательного процесса, так как молодым исследователям предоставляется возможность совершенствовать свой интеллектуальный уровень в процессе научной деятельности при выполнении курсовых, дипломных, магистерских и аспирантских работ по теме проекта. Лаборатория обеспечивает  поддержку научных и научно-технических проектов студентов, аспирантов и молодых ученых, направленных на вовлечение молодежи в научную деятельность, поддержку творческой и образовательной активности молодежи, генерацию, выявление и защиту объектов интеллектуальной собственности. Целью МОЛПИТа является вовлечение молодежи в научную и инновационную деятельность в области экологического и медицинского мониторинга, разработки и созданию биолюминесцентных биосенсоров. Сотрудники лаборатории не только проводить самостоятельные научные исследования, но и оказывать услуги сотрудникам СФУ и других организаций Красноярска и Красноярского края по использованию современного оборудования, имеющегося в СФУ и в Институте фундаментальной биологии и биотехнологии СФУ. Реальной продуктом коммерческой активности МОЛПИТа - производство реагентов для биолюминесцентных методов биотестирования токсичности окружающей среды, оказание услуг по проведению биотестирования, разработка и сертификация новых методов экологического мониторинга и пр.
4.9. Развитие совместных научных и научно-образовательных программ и проектов с зарубежными партнерами.
Одной из важных задач современной образовательной реформы в России является развитие совместных научных и научно-образовательных программ и проектов с зарубежными партнерами, научной и академической мобильности в рамках международного сотрудничества, научно-методическое обеспечение подготовки научных кадров в высшей школе и развития научно-исследовательской работы студентов и аспирантов.

В отчете  представлены исследования, в рамках которых развиваются  совместные научные и научно-образовательные программы и проекты с российскими и зарубежными партнерами:  Университетом Флориды (США), Университетом Болоньи и Университетом Падовы (Италия), Центром геномных регуляций (Барселона, Испания),  Университетом Лиона (Франция), Университетом Парижа Сад 11 (Франция), Университетом Лази и Университетом Александра Иоанна Куза (Румыния), Томским госуниверситетом, Новосибирским госуниверситетом, университетами стран Шанхайской организации сотрудничеств и др. 

Главной целью международного направления развития этого проекта является попытка создать совместную магистерскую программу между СФУ и зарубежными ВУЗами. Этому посвящен проект в программу ТЕМПУС, участниками которого являются Сибирский федеральный университет, Университет Парижа Сад 11 (Франция), Университет Лази и Университет Александра Иоанна Куза (Румыния), Томский госуниверситет и Новосибирский госуниверситет.
На повышение уровня знаний студентов кафедры биофизики существенно влияет международная образовательная деятельность сотрудников кафедры, приходит понимание, что они, являясь студентами СФУ,  обучаются по программам мирового уровня. Примером тому является стажировка двух студентов кафедры биофизики Денисова Ивана и Туманяна Артура в Центре геномных регуляций Университета Помпеи Фабра в соответствии с Соглашением между СФУ и Центром геномных регуляций на проведение совместных исследований .

В рамках подписанного Соглашения между Университетом Флориды и СФУ продолжается обмен информацией в области науки и образования, обсуждаются возможности совместного обучения студентов, проводится сравнительный анализ роли науки в образовании в американских и российских университетах, обсуждаются возможности дистанционного образования. 

В качестве мероприятий, которые призваны обеспечить международное сотрудничество, следует назвать приглашение профессоров ведущих российских и зарубежных вузов для чтения лекций в СФУ,  участие в программе Шанхайской организации сотрудничества (ШОС) по направлению «Экология» с магистерской программой «Окружающая среда и человек: основы контроля и надзора».

Раздел 5. Отчет о патентных исследованиях

Подготовлен отчет о патентных исследованиях по теме: «Биолюминесцентный анализ молекулярных процессов в клетках и их физико-химических моделях; создание на их основе нового поколения биолюминесцентных сенсоров для биологии и медицины».

Основная аналитическая часть патентного отчета содержит описание биолюминесцентных методов мониторинга  окружающей среды, биологических методов тестирования окружающей среды, возможностей использования биолюминесцентных методов в биотестировании, исследований механизмов биолюминесценции, применения светляковой и бактериальной биолюминесценции,  методов получения иммобилизованных клеток микроорганизмов, применения биолюминесценции грибов и ферментов в биоиндикации и биотестировании. Особое внимание уделено применению  биолюминесцентных реакций светящихся бактерий, их использованию при биотестировании,  для оценки радиотоксичности растворов и эффективности детоксикации природными гуминовыми веществами. Отдельный раздел посвящен способам  стабилизации ферментов светящихся организмов.
На основе анализа  патентной и научно-технической литературы, относящихся к методам мониторинга биологических объектов, способам получения биосенсоров на основе природных и трансгенных микроорганизмов,  светящегося мицелия грибов, иммобилизованных биосенсоров, можно сделать следующие выводы: биолюминесцентные системы могут использоваться для разработки биосенсоров и биолюминесцентных аналитических технологий для применения  в экологическом мониторинге и медицинской диагностике. 

Использование биолюминесцентных методов позволяет создать систему, включающую биотесты, основанные на разных уровнях организации живого: биохимические (ферментативные) и тесты, основанные на живых организмах. Методы, основанные на светляковой биолюминесценции, не пригодны для создания интегральных тестов оценки токсичности, т.к. позволяют оценить только общее содержание микроорганизмов в исследуемых образцах, не различая патогенные и непатогенные. Кроме того, чувствительность этой биолюминесцентной системы к поллютантам слабо изучена. 

Наиболее перспективными для создания биолюминесцентных тестов для экологического мониторинга следует признать светящиеся грибы, светящиеся бактерии и выделенные из них ферментативные системы. 

Полученный штамм бактерий Escherichia coli – продуцент бактериальной люциферазы (RU2073714), содержание которой составляет до 50 % от растворимого белка, может полностью заменить природные штаммы в получении фермента в качестве реагента для биолюминесцентного тестирования.

Известные способы определения концентрации ингибиторов биологической активности (в частности 2,4-динитрофторбензола, металлов платиновой группы, и других, являющихся компонентами сточных вод и воздушной среды промышленных предприятий) по ингибированию биолюминесценции биферментной системы светящихся бактерий (АС 865904, SU1204639) дают возможность быстро определить степень загрязнения исследуемого образца токсическими веществами. Однако эти способы имеют ряд недостатков, не позволяющих рекомендовать его экологическим службам и лабораториям, ответственным за контроль степени загрязнения сточных вод промышленных предприятий. При использовании этих способов в качестве биотеста возникают сложности, связанные с точным дозированием 5 компонентов ферментативной реакции, обеспечением специальных условий хранения ферментов. Используемый в анализе растворимый ферментный препарат сохраняет свою активность в течение не более 3-х суток при 40С, хранение при комнатной температуре вызывает быструю инактивацию ферментов.

 Поэтому для биолюминесцентного ферментативного биотестирования необходимо использовать методы стабилизации ферментов. Наиболее перспективными являются методы стабилизации ферментов путем их иммобилизации в нейтральные гели (RU2252963). 

Реагенты на основе стабильных ферментов светящихся бактерий идеально подходят для определения острой токсичности среды, рассчитаны на дискретные измерения. Для непрерывного мониторинга с целью обнаружения неизвестных заранее токсических веществ необходимо создание систем постоянного слежения на основе методов непрерывного измерения биолюминесцентного сигнала - «ждущая система» с длительным постоянным излучением, внезапное изменение интенсивности которого служит сигналом тревоги. Подобная система предназначена для выявления внезапно появляющегося токсического агента и сигнализации его присутствия в воде и воздухе и перспективна для использования в случае длительного мониторинга окружающей среды, в случае предупреждения последствий террористических актов и в медицинской диагностике. Наиболее перспективным тест-объектом для непрерывного мониторинга газовой фазы среды, не требующий использования жидкой фазы при регистрации сигнала с помощью биолюминометра, являются светящиеся культуры грибов, поскольку именно они обладают пролонгированной длительностью свечения и расширенным диапазоном условий его применения. 
В процессе выполнения НИР разработаны:

- биолюминесцентный биомодуль для анализа токсичности различных сред и способ его приготовления,

- экспресс-способ биотестирования токсичности природных, сточных вод и водных растворов,

- флуоресцентный способ определения концентрации кальция на основе разряженных фотопротеинов. 

Все перечисленные выше объекты интеллектуальной собственности обладают патентной чистотой на территории Российской Федерации на 27.08.2010г. (табл. Д.3.1.1 – Д.3.1.3). В том случае, когда появиться возможность экспорта продукции, продажи лицензии или экспонирование ее на международных выставках, ярмарках и т.п., то для обеспечения возможности беспрепятственных поставок данных объектов интеллектуальной собственности в другие страны будет проведена дополнительная проверка патентной чистоты по фондам этих стран.

Проводятся исследования по разработкам:

- способа создания «ждущего» сенсора для непрерывного мониторинга токсичности газовой фазы среды на основе фунгальных биолюминесцентных систем, 

- способа стабилизации биолюминесцентного ферментативного реагента, обеспечивающего высокую активность ферментов при сохранении их высокой чувствительности к анализируемым веществам,

- способов применения  биолюминесцентных ферментативных тестов в экологии и медицине,

-    внедрения результатов исследований в образовательный процесс. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Заявленная программа работы за отчетный период успешно выполнена. 

Получены следующие основные результаты: 

1. С использованием растворов различной вязкости, подобрано микроокружение,  близкое к условиям работы ферментов in vivo, в котором сохраняется активность и субстратная специфичность бактериальных биолюминесцентных систем, функционирующих в стационарном и нестационарном режиме. Показано, что интенсивность свечения биферментной биолюминесцентной системы уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды и не зависит от природы растворителя. Квантовый же выход и константа спада биолюминесценции подвержены влиянию не только вязкости реакционной среды, моделируемой введением глицерина и сахарозы, но и природы растворителя.
2. Показано, что оптимальным микроокружением для биферментной системы является 3 % крахмальный гель, при использовании которого не происходит инактивации ферментов, функциональная активность ферментов сохраняется. Биферментная система, иммобилизованная в крахмальный гель, сохраняет свою активность в течение длительного времени и не требует специальных условий хранения. 

3. Подобран температурный и временной режимы высушивания иммобилизованных препаратов. Оптимальным режимом высушивания дисков является 40С - в этом случае диски обладают высокой активностью и целостностью, что упрощает использование их в биолюминесцентном анализе. Оптимальным временем высушивания иммобилизованных препаратов является 15-20 часов. При меньшем времени высушивания диски недостаточно высыхают и при помещении их в реакционную смесь быстро разрушаются.

4. В качестве подложки для высушивания иммобилизованной биферментной системы необходимо использовать лавсановую пленку. Дозирование и последующее высушивание иммобилизованных ферментов непосредственно в лунках планшета, приводит к существенному снижению выхода активности, который составляет не более 3,5 %.  При проведении измерений в планшетном биолюминометре с использованием дисков, предварительно высушенных на лавсане, выход активности в 2 раза выше.

5. Максимальный выход активности иммобилизованных ферментов - 60 % - достигался при проведении измерений с использованием кюветного биолюминометра и содержании люциферазы в диске 0,33 мкг. Минимальное содержание люциферазы, при котором наблюдалось значительное по сравнению с фоновым свечение биферментной системы,  составило 0,2 мкг при использовании как кюветного, так и планшетного биолюминометров. 

6. Сравнительный анализ физико-химических характеристик (рН- и температурный оптимум активности, энергия активации, константы скорости термоинактивации и Михаэлиса) растворимых и иммобилизованных ферментов продемонстрировал преимущества иммобилизованных ферментов.

7. Показано, что иммобилизация в крахмальный и желатиновый гели приводит к значительной стабилизации биферментной системы по отношению к денатурирующим воздействиям: рН-оптимум расширяется, как в кислую, так и щелочную области, сохраняется высокая активность ферментов при увеличении концентрации солей, повышается термостабильность. Наибольшей термостабильностью отличается  иммобилизованная в крахмальный гель биферментная система.

8. Описано влияние процесса иммобилизации и вязкости среды  на субстратную специфичность ферментов. Показано, что при использовании желатинового геля выход активности существенно ниже, а значения Km каж для ФМН и НАДН, а также величина энергии активации более высоки, чем в случае крахмального геля. Полученные закономерности объясняются различиями в физико-химических характеристиках и природе гелеобразующих полимеров. 
9. Проведен сравнительный анализ эффективности применения препаратов растворимых и иммобилизованных ферментов с целью создания биодатчика для экологического биотестирования. Показано, что для большинства исследуемых поллютантов чувствительность растворимой биферментной системы и иммобилизованных реагентов не различалась. Кроме того, чувствительность биферментной системы, в том числе и иммобилизованной на исследуемых носителях  выше, либо сравнима с ПДК некоторых хинонов для питьевой воды. Однако для фенолов чувствительность как иммобилизованной так и растворимой биферментной системы меньше указанных ПДК. Для разработки биотеста на основе иммобилизованной биферментной системы необходимо оптимизация методики проведения тестирования.

10. Исследовано влияние процессов диффузии на кинетические параметры биолюминесцентной биферментной реакции. Показано, что процесс диффузии непосредственно не влияет на динамику и интенсивность светоизлучения в реакции, происходящей при совместной иммобилизации субстратов и ферментов. Полученный иммобилизованный препарат может быть использован в качестве реагента  для ферментативного биотестирования, так как при этом регистрируется  величина максимума интенсивности свечения, в реакции биолюминесценции, происходящей с участием только молекул, расположенных на поверхности диска. Чувствительность к анализируемым токсикантам при этом не уменьшается по сравнению с растворимым реагентом в силу отсутствия препятствий их взаимодействия с компонентами биолюминесцентных реакций. 

11. Разработана теоретическая модель описания работы биолюминесцентных систем в разном микроокружении, позволяющая оценить вклад различных механизмов и стадий реакции в кинетику свечения.

12. Разработана и экспериментально проверена кинетическая модель взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами. Показано, что тип взаимодействия  люцифераз с каким-либо эффектором (ингибитором или активатором) определяется в большей мере тем, какой из альдегидов используется в качестве субстрата, а различная структура и физико-химические свойства растворителей оказывают влияние на скорости образования или распада каталитически активных комплексов ферментов. Экспериментально определена природа взаимодействия (гидрофобная или электростатическая) с эффекторами различной природы, подтверждающая предсказательную силу предлагаемой модели.

Работа имеет высокую практическую значимость: иммобилизованные ферменты являются основой для создания стабильного реагента для биолюминесцентного анализа и биологического модуля биосенсора. Способ получения и использования реагента оформлены в виде заявок на патенты РФ: № 2009110636 «Биолюминесцентный биомодуль и способ его приготовления» и № 2009113656 «Экспресс-способ биотестирования природных, сточных вод и водных растворов». «Методика определения интегральной токсичности проб поверхностных, пресных, грунтовых, питьевых, сточных и очищенных сточных вод по интенсивности биолюминесценции иммобилизованных ферментов светящихся бактерий» направлена для аттестации в Федеральное государственное унитарное предприятие «Уральский научно-исследовательский институт метрологии». 

Для создания научно-образовательного пространства, включающего преподавателей, научных работников, молодых ученых, студентов и аспирантов разных специальностей развивается инновационный образовательный процесс на основе новых полученных результатов.  Развиваются новые принципы ведения научных исследований со студентами, магистрантами и аспирантами при выполнении   курсовых и дипломных работ, а также магистерских и кандидатских диссертаций  по темам проекта, внедряются  в учебный процесс разработанные ранее Учебно-методические комплексы дисциплин,  активно развивается научно-исследовательская и инновационная деятельность в рамках Молодежной Международной Открытой Лаборатории Перспективных Исследований и Технологий (МОЛПИТ),  регулярно проводятся заседания Научно-образовательного семинара по биохимической физике.

На следующем этапе будут проведены исследования по теме «Изучение молекулярно-клеточного механизма биолюминесценции грибов», работа будет происходить по следующим направлениям:
1. Разработка оптимальной среды для поддержания длительного стабильного излучения грибных систем.

2. Исследование условия выделения компонентов грибной биолюминесцентной системы из мицелия и плодовых тел.

3. Изучение клеточной организации биолюминесцентной системы грибов. 

4. Изучение биофизических параметров  грибной биолюминесценции.
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		21.2		21.2		21.2		21.2		21.2

		21.3666666667		21.3666666667		21.3666666667		21.3666666667		21.3666666667

		21.5333333333		21.5333333333		21.5333333333		21.5333333333		21.5333333333

		21.7		21.7		21.7		21.7		21.7

		21.8666666667		21.8666666667		21.8666666667		21.8666666667		21.8666666667

		22.0333333333		22.0333333333		22.0333333333		22.0333333333		22.0333333333

		22.2		22.2		22.2		22.2		22.2

		22.3666666667		22.3666666667		22.3666666667		22.3666666667		22.3666666667

		22.5333333333		22.5333333333		22.5333333333		22.5333333333		22.5333333333

		22.7		22.7		22.7		22.7		22.7

		22.8666666667		22.8666666667		22.8666666667		22.8666666667		22.8666666667

		23.0333333333		23.0333333333		23.0333333333		23.0333333333		23.0333333333

		23.2		23.2		23.2		23.2		23.2

		23.3666666667		23.3666666667		23.3666666667		23.3666666667		23.3666666667

		23.5333333333		23.5333333333		23.5333333333		23.5333333333		23.5333333333

		23.7		23.7		23.7		23.7		23.7

		23.8666666667		23.8666666667		23.8666666667		23.8666666667		23.8666666667

		24.0333333333		24.0333333333		24.0333333333		24.0333333333		24.0333333333

		24.2		24.2		24.2		24.2		24.2

		24.3666666667		24.3666666667		24.3666666667		24.3666666667		24.3666666667

		24.5333333333		24.5333333333		24.5333333333		24.5333333333		24.5333333333

		24.7		24.7		24.7		24.7		24.7

		24.8666666667		24.8666666667		24.8666666667		24.8666666667		24.8666666667

		25.0333333333		25.0333333333		25.0333333333		25.0333333333		25.0333333333

		25.2		25.2		25.2		25.2		25.2

		25.3666666667		25.3666666667		25.3666666667		25.3666666667		25.3666666667

		25.5333333333		25.5333333333		25.5333333333		25.5333333333		25.5333333333

		25.7		25.7		25.7		25.7		25.7

		25.8666666667		25.8666666667		25.8666666667		25.8666666667		25.8666666667

		26.0333333333		26.0333333333		26.0333333333		26.0333333333		26.0333333333

		26.2		26.2		26.2		26.2		26.2

		26.3666666667		26.3666666667		26.3666666667		26.3666666667		26.3666666667

		26.5333333333		26.5333333333		26.5333333333		26.5333333333		26.5333333333

		26.7		26.7		26.7		26.7		26.7

		26.8666666667		26.8666666667		26.8666666667		26.8666666667		26.8666666667

		27.0333333333		27.0333333333		27.0333333333		27.0333333333		27.0333333333

		27.2		27.2		27.2		27.2		27.2

		27.3666666667		27.3666666667		27.3666666667		27.3666666667		27.3666666667

		27.5333333333		27.5333333333		27.5333333333		27.5333333333		27.5333333333

		27.7		27.7		27.7		27.7		27.7

		27.8666666667		27.8666666667		27.8666666667		27.8666666667		27.8666666667

		28.0333333333		28.0333333333		28.0333333333		28.0333333333		28.0333333333

		28.2		28.2		28.2		28.2		28.2

		28.3666666667		28.3666666667		28.3666666667		28.3666666667		28.3666666667

		28.5333333333		28.5333333333		28.5333333333		28.5333333333		28.5333333333

		28.7		28.7		28.7		28.7		28.7

		28.8666666667		28.8666666667		28.8666666667		28.8666666667		28.8666666667

		29.0333333333		29.0333333333		29.0333333333		29.0333333333		29.0333333333

		29.2		29.2		29.2		29.2		29.2

		29.3666666667		29.3666666667		29.3666666667		29.3666666667		29.3666666667

		29.5333333333		29.5333333333		29.5333333333		29.5333333333		29.5333333333

		29.7		29.7		29.7		29.7		29.7

		29.8666666667		29.8666666667		29.8666666667		29.8666666667		29.8666666667

		30.0333333333		30.0333333333		30.0333333333		30.0333333333		30.0333333333

		30.2		30.2		30.2		30.2		30.2

		30.3666666667		30.3666666667		30.3666666667		30.3666666667		30.3666666667

		30.5333333333		30.5333333333		30.5333333333		30.5333333333		30.5333333333

		30.7		30.7		30.7		30.7		30.7

		30.8666666667		30.8666666667		30.8666666667		30.8666666667		30.8666666667

		31.0333333333		31.0333333333		31.0333333333		31.0333333333		31.0333333333

		31.2		31.2		31.2		31.2		31.2

		31.3666666667		31.3666666667		31.3666666667		31.3666666667		31.3666666667

		31.5333333333		31.5333333333		31.5333333333		31.5333333333		31.5333333333

		31.7		31.7		31.7		31.7		31.7

		31.8666666667		31.8666666667		31.8666666667		31.8666666667		31.8666666667

		32.0333333333		32.0333333333		32.0333333333		32.0333333333		32.0333333333

		32.2		32.2		32.2		32.2		32.2

		32.3666666667		32.3666666667		32.3666666667		32.3666666667		32.3666666667

		32.5333333333		32.5333333333		32.5333333333		32.5333333333		32.5333333333

		32.7		32.7		32.7		32.7		32.7

		32.8666666667		32.8666666667		32.8666666667		32.8666666667		32.8666666667

		33.0333333333		33.0333333333		33.0333333333		33.0333333333		33.0333333333

		33.2		33.2		33.2		33.2		33.2

		33.3666666667		33.3666666667		33.3666666667		33.3666666667		33.3666666667

		33.5333333333		33.5333333333		33.5333333333		33.5333333333		33.5333333333

		33.7		33.7		33.7		33.7		33.7

		33.8666666667		33.8666666667		33.8666666667		33.8666666667		33.8666666667

		34.0333333333		34.0333333333		34.0333333333		34.0333333333		34.0333333333

		34.2		34.2		34.2		34.2		34.2

		34.3666666667		34.3666666667		34.3666666667		34.3666666667		34.3666666667

		34.5333333333		34.5333333333		34.5333333333		34.5333333333		34.5333333333

		34.7		34.7		34.7		34.7		34.7

		34.8666666667		34.8666666667		34.8666666667		34.8666666667		34.8666666667

		35.0333333333		35.0333333333		35.0333333333		35.0333333333		35.0333333333

		35.2		35.2		35.2		35.2		35.2

		35.3666666667		35.3666666667		35.3666666667		35.3666666667		35.3666666667

		35.5333333333		35.5333333333		35.5333333333		35.5333333333		35.5333333333

		35.7		35.7		35.7		35.7		35.7

		35.8666666667		35.8666666667		35.8666666667		35.8666666667		35.8666666667

		36.0333333333		36.0333333333		36.0333333333		36.0333333333		36.0333333333

		36.2		36.2		36.2		36.2		36.2

		36.3666666667		36.3666666667		36.3666666667		36.3666666667		36.3666666667

		36.5333333333		36.5333333333		36.5333333333		36.5333333333		36.5333333333

		36.7		36.7		36.7		36.7		36.7

		36.8666666667		36.8666666667		36.8666666667		36.8666666667		36.8666666667

		37.0333333333		37.0333333333		37.0333333333		37.0333333333		37.0333333333

		37.2		37.2		37.2		37.2		37.2

		37.3666666667		37.3666666667		37.3666666667		37.3666666667		37.3666666667

		37.5333333333		37.5333333333		37.5333333333		37.5333333333		37.5333333333

		37.7		37.7		37.7		37.7		37.7

		37.8666666667		37.8666666667		37.8666666667		37.8666666667		37.8666666667

		38.0333333333		38.0333333333		38.0333333333		38.0333333333		38.0333333333

		38.2		38.2		38.2		38.2		38.2

		38.3666666667		38.3666666667		38.3666666667		38.3666666667		38.3666666667

		38.5333333333		38.5333333333		38.5333333333		38.5333333333		38.5333333333

		38.7		38.7		38.7		38.7		38.7

		38.8666666667		38.8666666667		38.8666666667		38.8666666667		38.8666666667

		39.0333333333		39.0333333333		39.0333333333		39.0333333333		39.0333333333

		39.2		39.2		39.2		39.2		39.2

		39.3666666667		39.3666666667		39.3666666667		39.3666666667		39.3666666667

		39.5333333333		39.5333333333		39.5333333333		39.5333333333		39.5333333333

		39.7		39.7		39.7		39.7		39.7

		39.8666666667		39.8666666667		39.8666666667		39.8666666667		39.8666666667

		40.0333333333		40.0333333333		40.0333333333		40.0333333333		40.0333333333

		40.2		40.2		40.2		40.2		40.2

		40.3666666667		40.3666666667		40.3666666667		40.3666666667		40.3666666667

		40.5333333333		40.5333333333		40.5333333333		40.5333333333		40.5333333333

		40.7		40.7		40.7		40.7		40.7

		40.8666666667		40.8666666667		40.8666666667		40.8666666667		40.8666666667

		41.0333333333		41.0333333333		41.0333333333		41.0333333333		41.0333333333

		41.2		41.2		41.2		41.2		41.2

		41.3666666667		41.3666666667		41.3666666667		41.3666666667		41.3666666667

		41.5333333333		41.5333333333		41.5333333333		41.5333333333		41.5333333333

		41.7		41.7		41.7		41.7		41.7

		41.8666666667		41.8666666667		41.8666666667		41.8666666667		41.8666666667

		42.0333333333		42.0333333333		42.0333333333		42.0333333333		42.0333333333

		42.2		42.2		42.2		42.2		42.2

		42.3666666667		42.3666666667		42.3666666667		42.3666666667		42.3666666667

		42.5333333333		42.5333333333		42.5333333333		42.5333333333		42.5333333333

		42.7		42.7		42.7		42.7		42.7

		42.8666666667		42.8666666667		42.8666666667		42.8666666667		42.8666666667

		43.0333333333		43.0333333333		43.0333333333		43.0333333333		43.0333333333

		43.2		43.2		43.2		43.2		43.2

		43.3666666667		43.3666666667		43.3666666667		43.3666666667		43.3666666667

		43.5333333333		43.5333333333		43.5333333333		43.5333333333		43.5333333333

		43.7		43.7		43.7		43.7		43.7

		43.8666666667		43.8666666667		43.8666666667		43.8666666667		43.8666666667

		44.0333333333		44.0333333333		44.0333333333		44.0333333333		44.0333333333

		44.2		44.2		44.2		44.2		44.2

		44.3666666667		44.3666666667		44.3666666667		44.3666666667		44.3666666667

		44.5333333333		44.5333333333		44.5333333333		44.5333333333		44.5333333333

		44.7		44.7		44.7		44.7		44.7

		44.8666666667		44.8666666667		44.8666666667		44.8666666667		44.8666666667

		45.0333333333		45.0333333333		45.0333333333		45.0333333333		45.0333333333

		45.2		45.2		45.2		45.2		45.2

		45.3666666667		45.3666666667		45.3666666667		45.3666666667		45.3666666667

		45.5333333333		45.5333333333		45.5333333333		45.5333333333		45.5333333333

		45.7		45.7		45.7		45.7		45.7

		45.8666666667		45.8666666667		45.8666666667		45.8666666667		45.8666666667

		46.0333333333		46.0333333333		46.0333333333		46.0333333333		46.0333333333

		46.2		46.2		46.2		46.2		46.2

		46.3666666667		46.3666666667		46.3666666667		46.3666666667		46.3666666667

		46.5333333333		46.5333333333		46.5333333333		46.5333333333		46.5333333333

		46.7		46.7		46.7		46.7		46.7

		46.8666666667		46.8666666667		46.8666666667		46.8666666667		46.8666666667

		47.0333333333		47.0333333333		47.0333333333		47.0333333333		47.0333333333

		47.2		47.2		47.2		47.2		47.2

		47.3666666667		47.3666666667		47.3666666667		47.3666666667		47.3666666667

		47.5333333333		47.5333333333		47.5333333333		47.5333333333		47.5333333333

		47.7		47.7		47.7		47.7		47.7

		47.8666666667		47.8666666667		47.8666666667		47.8666666667		47.8666666667

		48.0333333333		48.0333333333		48.0333333333		48.0333333333		48.0333333333

		48.2		48.2		48.2		48.2		48.2

		48.3666666667		48.3666666667		48.3666666667		48.3666666667		48.3666666667

		48.5333333333		48.5333333333		48.5333333333		48.5333333333		48.5333333333

		48.7		48.7		48.7		48.7		48.7

		48.8666666667		48.8666666667		48.8666666667		48.8666666667		48.8666666667

		49.0333333333		49.0333333333		49.0333333333		49.0333333333		49.0333333333

		49.2		49.2		49.2		49.2		49.2

		49.3666666667		49.3666666667		49.3666666667		49.3666666667		49.3666666667

		49.5333333333		49.5333333333		49.5333333333		49.5333333333		49.5333333333

		49.7		49.7		49.7		49.7		49.7

		49.8666666667		49.8666666667		49.8666666667		49.8666666667		49.8666666667

		50.0333333333		50.0333333333		50.0333333333		50.0333333333		50.0333333333

		50.2		50.2		50.2		50.2		50.2

		50.3666666667		50.3666666667		50.3666666667		50.3666666667		50.3666666667

		50.5333333333		50.5333333333		50.5333333333		50.5333333333		50.5333333333

		50.7		50.7		50.7		50.7		50.7

		50.8666666667		50.8666666667		50.8666666667		50.8666666667		50.8666666667

		51.0333333333		51.0333333333		51.0333333333		51.0333333333		51.0333333333

		51.2		51.2		51.2		51.2		51.2

		51.3666666667		51.3666666667		51.3666666667		51.3666666667		51.3666666667

		51.5333333333		51.5333333333		51.5333333333		51.5333333333		51.5333333333

		51.7		51.7		51.7		51.7		51.7

		51.8666666667		51.8666666667		51.8666666667		51.8666666667		51.8666666667

		52.0333333333		52.0333333333		52.0333333333		52.0333333333		52.0333333333

		52.2		52.2		52.2		52.2		52.2

		52.3666666667		52.3666666667		52.3666666667		52.3666666667		52.3666666667

		52.5333333333		52.5333333333		52.5333333333		52.5333333333		52.5333333333

		52.7		52.7		52.7		52.7		52.7

		52.8666666667		52.8666666667		52.8666666667		52.8666666667		52.8666666667

		53.0333333333		53.0333333333		53.0333333333		53.0333333333		53.0333333333

		53.2		53.2		53.2		53.2		53.2

		53.3666666667		53.3666666667		53.3666666667		53.3666666667		53.3666666667

		53.5333333333		53.5333333333		53.5333333333		53.5333333333		53.5333333333

		53.7		53.7		53.7		53.7		53.7

		53.8666666667		53.8666666667		53.8666666667		53.8666666667		53.8666666667

		54.0333333333		54.0333333333		54.0333333333		54.0333333333		54.0333333333

		54.2		54.2		54.2		54.2		54.2

		54.3666666667		54.3666666667		54.3666666667		54.3666666667		54.3666666667

		54.5333333333		54.5333333333		54.5333333333		54.5333333333		54.5333333333

		54.7		54.7		54.7		54.7		54.7

		54.8666666667		54.8666666667		54.8666666667		54.8666666667		54.8666666667

		55.0333333333		55.0333333333		55.0333333333		55.0333333333		55.0333333333

		55.2		55.2		55.2		55.2		55.2

		55.3666666667		55.3666666667		55.3666666667		55.3666666667		55.3666666667

		55.5333333333		55.5333333333		55.5333333333		55.5333333333		55.5333333333

		55.7		55.7		55.7		55.7		55.7

		55.8666666667		55.8666666667		55.8666666667		55.8666666667		55.8666666667

		56.0333333333		56.0333333333		56.0333333333		56.0333333333		56.0333333333

		56.2		56.2		56.2		56.2		56.2

		56.3666666667		56.3666666667		56.3666666667		56.3666666667		56.3666666667

		56.5333333333		56.5333333333		56.5333333333		56.5333333333		56.5333333333

		56.7		56.7		56.7		56.7		56.7

		56.8666666667		56.8666666667		56.8666666667		56.8666666667		56.8666666667

		57.0333333333		57.0333333333		57.0333333333		57.0333333333		57.0333333333

		57.2		57.2		57.2		57.2		57.2

		57.3666666667		57.3666666667		57.3666666667		57.3666666667		57.3666666667

		57.5333333333		57.5333333333		57.5333333333		57.5333333333		57.5333333333

		57.7		57.7		57.7		57.7		57.7

		57.8666666667		57.8666666667		57.8666666667		57.8666666667		57.8666666667

		58.0333333333		58.0333333333		58.0333333333		58.0333333333		58.0333333333

		58.2		58.2		58.2		58.2		58.2

		58.3666666667		58.3666666667		58.3666666667		58.3666666667		58.3666666667

		58.5333333333		58.5333333333		58.5333333333		58.5333333333		58.5333333333

		58.7		58.7		58.7		58.7		58.7

		58.8666666667		58.8666666667		58.8666666667		58.8666666667		58.8666666667

		59.0333333333		59.0333333333		59.0333333333		59.0333333333		59.0333333333

		59.2		59.2		59.2		59.2		59.2

		59.3666666667		59.3666666667		59.3666666667		59.3666666667		59.3666666667

		59.5333333333		59.5333333333		59.5333333333		59.5333333333		59.5333333333

		59.7		59.7		59.7		59.7		59.7

		59.8666666667		59.8666666667		59.8666666667		59.8666666667		59.8666666667

		60.0333333333		60.0333333333		60.0333333333		60.0333333333		60.0333333333

		60.2		60.2		60.2		60.2		60.2

		60.3666666667		60.3666666667		60.3666666667		60.3666666667		60.3666666667

		60.5333333333		60.5333333333		60.5333333333		60.5333333333		60.5333333333

		60.7		60.7		60.7		60.7		60.7

		60.8666666667		60.8666666667		60.8666666667		60.8666666667		60.8666666667

		61.0333333333		61.0333333333		61.0333333333		61.0333333333		61.0333333333

		61.2		61.2		61.2		61.2		61.2

		61.3666666667		61.3666666667		61.3666666667		61.3666666667		61.3666666667

		61.5333333333		61.5333333333		61.5333333333		61.5333333333		61.5333333333

		61.7		61.7		61.7		61.7		61.7

		61.8666666667		61.8666666667		61.8666666667		61.8666666667		61.8666666667

		62.0333333333		62.0333333333		62.0333333333		62.0333333333		62.0333333333

		62.2		62.2		62.2		62.2		62.2

		62.3666666667		62.3666666667		62.3666666667		62.3666666667		62.3666666667

		62.5333333333		62.5333333333		62.5333333333		62.5333333333		62.5333333333

		62.7		62.7		62.7		62.7		62.7

		62.8666666667		62.8666666667		62.8666666667		62.8666666667		62.8666666667

		63.0333333333		63.0333333333		63.0333333333		63.0333333333		63.0333333333

		63.2		63.2		63.2		63.2		63.2

		63.3666666667		63.3666666667		63.3666666667		63.3666666667		63.3666666667

		63.5333333333		63.5333333333		63.5333333333		63.5333333333		63.5333333333

		63.7		63.7		63.7		63.7		63.7

		63.8666666667		63.8666666667		63.8666666667		63.8666666667		63.8666666667

		64.0333333333		64.0333333333		64.0333333333		64.0333333333		64.0333333333

		64.2		64.2		64.2		64.2		64.2

		64.3666666667		64.3666666667		64.3666666667		64.3666666667		64.3666666667

		64.5333333333		64.5333333333		64.5333333333		64.5333333333		64.5333333333

		64.7		64.7		64.7		64.7		64.7

		64.8666666667		64.8666666667		64.8666666667		64.8666666667		64.8666666667

		65.0333333333		65.0333333333		65.0333333333		65.0333333333		65.0333333333

		65.2		65.2		65.2		65.2		65.2

		65.3666666667		65.3666666667		65.3666666667		65.3666666667		65.3666666667

		65.5333333333		65.5333333333		65.5333333333		65.5333333333		65.5333333333

		65.7		65.7		65.7		65.7		65.7

		65.8666666667		65.8666666667		65.8666666667		65.8666666667		65.8666666667

		66.0333333333		66.0333333333		66.0333333333		66.0333333333		66.0333333333

		66.2		66.2		66.2		66.2		66.2

		66.3666666667		66.3666666667		66.3666666667		66.3666666667		66.3666666667

		66.5333333333		66.5333333333		66.5333333333		66.5333333333		66.5333333333

		66.7		66.7		66.7		66.7		66.7

		66.8666666667		66.8666666667		66.8666666667		66.8666666667		66.8666666667

		67.0333333333		67.0333333333		67.0333333333		67.0333333333		67.0333333333

		67.2		67.2		67.2		67.2		67.2

		67.3666666667		67.3666666667		67.3666666667		67.3666666667		67.3666666667

		67.5333333333		67.5333333333		67.5333333333		67.5333333333		67.5333333333

		67.7		67.7		67.7		67.7		67.7

		67.8666666667		67.8666666667		67.8666666667		67.8666666667		67.8666666667

		68.0333333333		68.0333333333		68.0333333333		68.0333333333		68.0333333333

		68.2		68.2		68.2		68.2		68.2

		68.3666666667		68.3666666667		68.3666666667		68.3666666667		68.3666666667

		68.5333333333		68.5333333333		68.5333333333		68.5333333333		68.5333333333

		68.7		68.7		68.7		68.7		68.7

		68.8666666667		68.8666666667		68.8666666667		68.8666666667		68.8666666667

		69.0333333333		69.0333333333		69.0333333333		69.0333333333		69.0333333333

		69.2		69.2		69.2		69.2		69.2

		69.3666666667		69.3666666667		69.3666666667		69.3666666667		69.3666666667

		69.5333333333		69.5333333333		69.5333333333		69.5333333333		69.5333333333

		69.7		69.7		69.7		69.7		69.7

		69.8666666667		69.8666666667		69.8666666667		69.8666666667		69.8666666667

		70.0333333333		70.0333333333		70.0333333333		70.0333333333		70.0333333333

		70.2		70.2		70.2		70.2		70.2

		70.3666666667		70.3666666667		70.3666666667		70.3666666667		70.3666666667

		70.5333333333		70.5333333333		70.5333333333		70.5333333333		70.5333333333

		70.7		70.7		70.7		70.7		70.7

		70.8666666667		70.8666666667		70.8666666667		70.8666666667		70.8666666667

		71.0333333333		71.0333333333		71.0333333333		71.0333333333		71.0333333333

		71.2		71.2		71.2		71.2		71.2

		71.3666666667		71.3666666667		71.3666666667		71.3666666667		71.3666666667

		71.5333333333		71.5333333333		71.5333333333		71.5333333333		71.5333333333

		71.7		71.7		71.7		71.7		71.7

		71.8666666667		71.8666666667		71.8666666667		71.8666666667		71.8666666667

		72.0333333333		72.0333333333		72.0333333333		72.0333333333		72.0333333333

		72.2		72.2		72.2		72.2		72.2

		72.3666666667		72.3666666667		72.3666666667		72.3666666667		72.3666666667

		72.5333333333		72.5333333333		72.5333333333		72.5333333333		72.5333333333

		72.7		72.7		72.7		72.7		72.7

		72.8666666667		72.8666666667		72.8666666667		72.8666666667		72.8666666667

		73.0333333333		73.0333333333		73.0333333333		73.0333333333		73.0333333333

		73.2		73.2		73.2		73.2		73.2

		73.3666666667		73.3666666667		73.3666666667		73.3666666667		73.3666666667

		73.5333333333		73.5333333333		73.5333333333		73.5333333333		73.5333333333

		73.7		73.7		73.7		73.7		73.7

		73.8666666667		73.8666666667		73.8666666667		73.8666666667		73.8666666667

		74.0333333333		74.0333333333		74.0333333333		74.0333333333		74.0333333333

		74.2		74.2		74.2		74.2		74.2

		74.3666666667		74.3666666667		74.3666666667		74.3666666667		74.3666666667

		74.5333333333		74.5333333333		74.5333333333		74.5333333333		74.5333333333

		74.7		74.7		74.7		74.7		74.7

		74.8666666667		74.8666666667		74.8666666667		74.8666666667		74.8666666667

		75.0333333333		75.0333333333		75.0333333333		75.0333333333		75.0333333333

		75.2		75.2		75.2		75.2		75.2

		75.3666666667		75.3666666667		75.3666666667		75.3666666667		75.3666666667

		75.5333333333		75.5333333333		75.5333333333		75.5333333333		75.5333333333

		75.7		75.7		75.7		75.7		75.7

		75.8666666667		75.8666666667		75.8666666667		75.8666666667		75.8666666667

		76.0333333333		76.0333333333		76.0333333333		76.0333333333		76.0333333333

		76.2		76.2		76.2		76.2		76.2

		76.3666666667		76.3666666667		76.3666666667		76.3666666667		76.3666666667

		76.5333333333		76.5333333333		76.5333333333		76.5333333333		76.5333333333

		76.7		76.7		76.7		76.7		76.7

		76.8666666667		76.8666666667		76.8666666667		76.8666666667		76.8666666667

		77.0333333333		77.0333333333		77.0333333333		77.0333333333		77.0333333333

		77.2		77.2		77.2		77.2		77.2

		77.3666666667		77.3666666667		77.3666666667		77.3666666667		77.3666666667

		77.5333333333		77.5333333333		77.5333333333		77.5333333333		77.5333333333

		77.7		77.7		77.7		77.7		77.7

		77.8666666667		77.8666666667		77.8666666667		77.8666666667		77.8666666667

		78.0333333333		78.0333333333		78.0333333333		78.0333333333		78.0333333333

		78.2		78.2		78.2		78.2		78.2

		78.3666666667		78.3666666667		78.3666666667		78.3666666667		78.3666666667

		78.5333333333		78.5333333333		78.5333333333		78.5333333333		78.5333333333

		78.7		78.7		78.7		78.7		78.7

		78.8666666667		78.8666666667		78.8666666667		78.8666666667		78.8666666667

		79.0333333333		79.0333333333		79.0333333333		79.0333333333		79.0333333333

		79.2		79.2		79.2		79.2		79.2

		79.3666666667		79.3666666667		79.3666666667		79.3666666667		79.3666666667

		79.5333333333		79.5333333333		79.5333333333		79.5333333333		79.5333333333

		79.7		79.7		79.7		79.7		79.7

		79.8666666667		79.8666666667		79.8666666667		79.8666666667		79.8666666667

		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333

		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333

		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333

		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333

		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333		80.0333333333



10-4 М

2*10-4 М

3*10-4 М

4*10-4 М

5*10-4 М

t,мин

I,отн.ед.

36370.6666666667

26177.6666666667

21646

22494.75

19978.3333333333

41641

30782.6666666667

25952.3333333333

26613.25

23103.3333333333

44169

32430.6666666667

27275.6666666667

27684.5

23968

45728.6666666667

33274.6666666667

27859.6666666667

28230

24414

46735.6666666667

33836.6666666667

28100.6666666667

28552.5

24640.3333333333

47437

34116.3333333333

28276

28716.75

24690.6666666667

47793.6666666667

34243

28463.6666666667

28870.25

24694.3333333333

48042.6666666667

34312

28421.3333333333

28881

24692.6666666667

48184

34355.6666666667

28366.3333333333

28818.25

24605.6666666667

48049.6666666667

34200.6666666667

28294.6666666667

28678.5

24449

47988

34143.6666666667

28177.3333333333

28504.5

24338.3333333333

47788.6666666667

34072.6666666667

28071.3333333333

28470

24157.6666666667

47629

33844.3333333333

27934.6666666667

28254

24071.3333333333

47457

33720.3333333333

27742.6666666667

28232

23923.6666666667

47156.3333333333

33514.6666666667

27597.6666666667

28111

23736

46870

33364

27471.3333333333

28004

23634

46583

33180

27295.3333333333

27740

23471.3333333333

46164.3333333333

32972

27110.3333333333

27606

23356.3333333333

45789.6666666667

32855

26974.3333333333

27618

23192

45445.6666666667

32541.3333333333

26855

27324

22981

45123.6666666667

32371

26661.3333333333

27249

22864

44791.3333333333

32161.3333333333

26449.6666666667

27129

22732.6666666667

44425

31947.3333333333

26326.6666666667

26941

22589.6666666667

44071.3333333333

31733.3333333333

26210

26823

22436.6666666667

43762

31546.6666666667

25989

26791

22343.6666666667

43363

31431.6666666667

25844.6666666667

26564

22160.3333333333

43070.3333333333

31242

25729

26518

21992.3333333333

42800

31061.6666666667

25518.3333333333

26337

21876.6666666667

42456.3333333333

30854

25381

26157

21765.3333333333

42085.6666666667

30686.3333333333

25214.3333333333

26085

21601.6666666667

41806

30479

25048

25965

21501.6666666667

41531.6666666667

30295.6666666667

24944

25772

21353.3333333333

41239.6666666667

30101.6666666667

24794.3333333333

25694

21234.3333333333

40894

29927.3333333333

24664.6666666667

25499

21072

40554.6666666667

29733.6666666667

24472.6666666667

25471

20995

40279.6666666667

29612.6666666667

24321

25319

20818.6666666667

39952.3333333333

29377.3333333333

24198.6666666667

25180

20721.6666666667

39626

29196.6666666667

24123.3333333333

25074

20606

39417

29043.6666666667

23946

24889

20438.6666666667

39158

28899

23785.3333333333

24831

20313.3333333333

38904.3333333333

28690.3333333333

23691.3333333333

24633

20268.6666666667

38540.6666666667

28551

23551.3333333333

24596

20103.3333333333

38303.6666666667

28360

23423

24473

19984.3333333333

38015.3333333333

28261.6666666667

23286.6666666667

24434

19929.6666666667

37774

28074

23153.6666666667

24155

19749

37532

27957.6666666667

22997

24091

19653.6666666667

37273

27702

22892.3333333333

23947

19516

36950.6666666667

27574.6666666667

22767.3333333333

23847

19381.3333333333

36781.3333333333

27355.3333333333

22665.3333333333

23757

19286.6666666667

36482

27324.6666666667

22465

23579

19197.6666666667

36251

27122.6666666667

22387.6666666667

23514

19083.6666666667

35986.6666666667

26914.3333333333

22274.6666666667

23564

18952.6666666667

35747.3333333333

26806

22132.6666666667

23230

18823.6666666667

35549

26547

22005

23186

18746.6666666667

35334.6666666667

26446

21857.3333333333

23140

18617

35064.6666666667

26178.6666666667

21767

23020

18455.3333333333

34852.3333333333

26077

21658.6666666667

22822

18356.3333333333

34628.3333333333

25923

21524

22733

18276

34421

25788.3333333333

21436.3333333333

22626

18175.3333333333

34187.3333333333

25638.6666666667

21283.3333333333

22486

18060

33958.6666666667

25487.6666666667

21184.3333333333

22410

17938.6666666667

33821.6666666667

25395.3333333333

21061.3333333333

22379

17839.6666666667

33581.3333333333

25237.6666666667

20914

22236

17761

33406.3333333333

25088

20845.6666666667

22116

17676

33168.6666666667

24963.3333333333

20665.3333333333

21943

17577.3333333333

32941.3333333333

24863

20600.3333333333

21964

17445.6666666667

32759.3333333333

24705

20512.3333333333

21790

17375

32572.6666666667

24576.3333333333

20366

21745

17239.6666666667

32349.6666666667

24451.3333333333

20259.6666666667

21508

17201

32173.3333333333

24315.6666666667

20104

21424

17083.6666666667

32046

24220.3333333333

20047

21357

17031.6666666667

31828.3333333333

24014.6666666667

19951.6666666667

21239

16887.3333333333

31669

23929

19825.3333333333

21154

16778.3333333333

31470.6666666667

23802.6666666667

19734.3333333333

21092

16717.3333333333

31258.3333333333

23605.6666666667

19668.6666666667

21051

16620.3333333333

31128.6666666667

23564.6666666667

19580

20852

16481.3333333333

30947

23432

19436.5

20845

16422

30725.6666666667

23379.3333333333

19288.5

20676

16333.3333333333

30493

23236

19215

20518

16223.3333333333

30458

23102.6666666667

19101

20550

16154.3333333333

30216.6666666667

22956.6666666667

18980

20361

16064.6666666667

30083

22847.3333333333

18875

20268

15969.6666666667

29886.6666666667

22780.6666666667

18783.5

20252

15883.6666666667

29740.6666666667

22626.6666666667

18778

20090

15794

29586.6666666667

22536.3333333333

18628

20045

15707.6666666667

29472.6666666667

22446.6666666667

18579

19969

15639.3333333333

29214.6666666667

22285

18428

19853

15504.3333333333

29087.3333333333

22201.3333333333

18354.5

19767

15486

28930

22070.6666666667

18175.5

19703

15359.6666666667

28844.6666666667

21981.6666666667

18129.5

19575

15259

28589

21935

17975

19462

15171.6666666667

28482.3333333333

21743.3333333333

17978.5

19386

15126.3333333333

28331.6666666667

21664.3333333333

17845

19263

15014

28201

21560

17743

19255

14936.3333333333

28052.3333333333

21473

17703.5

19085

14856.6666666667

27972

21331.3333333333

17535

18999

14787

27735

21263

17491.5

18951

14681.6666666667

27668.3333333333

21130

17385.5

18831

14574.3333333333

27423

21073

17350

18835

14531

27260.3333333333

20998

17320

18704

14441

27206

20857

17303

18582

14322.3333333333

27093.6666666667

20745.3333333333

17237

18505

14314.3333333333

26935.3333333333

20649.6666666667

17157

18475

14199

26799.6666666667

20554.6666666667

17034

18438

14189.3333333333

26672

20490.3333333333

16947

18319

14052.6666666667

26534.3333333333

20357

16952

18226

14042

26412.3333333333

20252.6666666667

16793

18114

13901.6666666667

26216.3333333333

20183.3333333333

16721

18047

13876.6666666667

26139

20139.6666666667

16627

17994

13749.6666666667

26078.3333333333

20008.3333333333

16565

17900

13722

25888.6666666667

19908.3333333333

16512

17787

13636.6666666667

25794

19851.3333333333

16377

17734

13555.3333333333

25663.3333333333

19678.3333333333

16315

17621

13501

25539

19585

16171

17501

13457

25492

19516.6666666667

16130

17497

13336.6666666667

25282.6666666667

19458.3333333333

16069

17357

13283

25234.6666666667

19329.6666666667

15973

17302

13247

25009.6666666667

19314

15852

17187

13225

24949

19184.6666666667

15844

17100

13211

24863.3333333333

19113.3333333333

15734

16918

13138

24721.6666666667

18993.3333333333

15604

16902

13074

24647.3333333333

18948

15561

16834

13009

24463.6666666667

18829.3333333333

15545

16631

12974

24319.6666666667

18739.3333333333

15504

16636

12848

24281.6666666667

18654.3333333333

15363

16502

12822

24171.3333333333

18571

15270

16387

12708

23994.6666666667

18485

15206

16300

12678

23895.6666666667

18427.3333333333

15153

16118

12539

23796

18328.6666666667

15154

16102

12587

23600

18251

15071

16034

12440

23702

18211.3333333333

14936

15831

12391

23358

18106.6666666667

14865

15799

12262

23193

18115

14861

15691

12223

23209

17989.6666666667

14721

15540

12160

23091

17932

14717

15462

12125

22911

17834

14651

15404

12076

22727

17716

14521

15288

11945

22777

17532

14432

15163

11919

22707

17400

14340

15096

11873

22550

17352

14373

15047

11823

22392

17326

14279

14881

11769

22261

17241

14189

14771

11676

22157

17118

14122

14708

11628

22183

17089

14060

14659

11592

22047

17143

13977

14559

11537

21889

16917

13916

14476

11489

21748

16897

13906

14389

11332

21712

16854

13823

14268

11433

21521

16731

13710

14216

11304

21551

16684

13645

14073

11261

21446

16631

13595

13981

11198

21313

16572

13553

13952

11088

21226

16409

13455

13809

11079

21155

16463

13371

13789

10932

21022

16370

13414

13683

10862

21005

16303

13350

13583

10891

20777

16203

13192

13447

10844

20755

16146

13129

13287

10799

20697

16100

13054

13365

10763

20585

16011

12983

13237

10604

20544

15907

12956

13125

10586

20374

15794

12994

13159

10565

20236

15697

12817

12985

10512

20306

15693

12861

12918

10431

20108

15569

12687

12781

10371

19971

15572

12664

12711

10364

19991

15444

12664

12592

10252

19992

15356

12573

12563

10249

19873

15352

12505

12400

10219

19798

15282

12414

12387

10128

19724

15251

12390

12273

10051

19642

15109

12325

12239

9980

19526

15160

12255

12118

9987

19352

15018

12306

12121

9894

19291

14936

12179

12034

9829

19253

14894

12102

11852

9829

19139

14862

12074

11883

9789

19150

14817

11988

11763

9726

19060

14760

11933

11643

9707

19000

14673

11863

11566

9623

18806

14604

11805

11438

9605

18780

14612

11726

11424

9464

18702

14466

11773

11250

9438

18596

14456

11579

11266

9427

18565

14461

11633

11141

9381

18464

14332

11496

11093

9280

18336

14332

11494

11130

9265

18355

14232

11502

10941

9240

18281

14208

11383

10903

9117

18139

14135

11329

10841

9175

18146

14061

11330

10632

9072

17996

14067

11230

10650

8998

17978

13907

11096

10621

8939

17887

13924

11129

10487

8949

17825

13845

11060

10472

8928

17747

13779

10971

10436

8869

17717

13712

10988

10329

8801

17677

13658

10911

10197

8797

17555

13657

10864

10134

8714

17484

13634

10749

10109

8678

17395

13542

10663

10050

8601

17388

13549

10683

9965

8588

17219

13378

10674

9878

8598

17158

13284

10623

9790

8522

17023

13346

10582

9746

8449

16977

13296

10526

9645

8419

16967

13220

10411

9639

8345

16853

13142

10398

9551

8339

16790

13200

10368

9467

8319

16706

13111

10338

9369

8222

16656

13073

10247

9343

8152

16644

13033

10232

9301

8129

16525

12961

10193

9253

8099

16428

12893

10114

9198

8005

16430

12768

10058

9144

8011

16350

12865

9979

8969

8040

16291

12754

9946

8861

7965

16227

12738

9944

8842

7923

16125

12670

9924

8871

7863

16022

12594

9793

8736

7829

16002

12514

9845

8651

7882

15912

12490

9727

8672

7731

15893

12534

9596

8607

7725

15860

12482

9628

8515

7594

15784

12404

9559

8461

7640

15646

12345

9520

8358

7589

15588

12294

9468

8357

7564

15514

12260

9458

8238

7500

15462

12205

9460

8298

7516

15314

12121

9339

8133

7460

15286

12098

9304

8136

7441

15182

12096

9231

8083

7336

15240

12121

9255

7972

7342

15138

11985

9205

7841

7239

15081

11921

9158

7822

7249

15019

11916

9067

7764

7254

14986

11910

9024

7670

7230

14929

11853

9005

7584

7130

14735

11802

8973

7623

7134

14779

11780

8915

7514

7019

14700

11750

8800

7300

6950

14650

11720

8771

7167

6890

14600

11700

8738

7226

6822

14541

11688

8717

7235

6842

14457

11635

8667

7205

6858

14407

11559

8576

7124

6790

14357

11543

8520

7058

6747

14272

11513

8387

6947

6778

14175

11456

8391

6892

6675

14072

11460

8291

6860

6655

14019

11345

8312

6856

6574

13966

11337

8278

6755

6591

13904

11362

8259

6697

6507

13805

11205

8134

6599

6487

13775

11192

8125

6515

6423

13720

11231

8129

6478

6394

13685

11155

8034

6415

6362

13579

11121

8057

6397

6366

13540

11077

7977

6335

6281

13522

11064

7892

6321

6308

13409

10928

7923

6236

6222

13365

11048

7882

6186

6247

13365

10919

7852

6138

6162

13298

10856

7811

6048

6166

13292

10887

7712

6040

6134

13175

10830

7706

6027

13119

10765

7577

5949

13112

10637

7616

5860

12978

10589

7573

5819

13007

10599

7560

5792

12923

10528

7541

5704

12910

10478

7509

5668

12838

10489

7463

5592

12754

10432

7402

5558

12770

10429

7344

5490

12745

10365

7367

5407

12682

10334

7351

5417

12574

10236

7293

5285

12585

10242

7223

5290

12586

10233

7197

5247

12423

10164

7132

5177

12468

10156

7134

5167

12426

10180

7128

5177

12348

10069

7077

5081

12303

10030

7066

5017

12241

10023

7014

5012

12178

9992

6959

4967

12140

9987

6994

4875

12125

9937

6964

4899

12147

9876

6898

4792

12082

9899

6865

4756

12032

9869

6882

4670

12010

9825

6806

4718

11996

9750

6782

4669

11918

9690

6768

4582

11885

9714

6697

4609

11845

9675

6706

4547

11820

9640

6655

4485

11818

9601

6680

4437

11785

9573

4368

11738

9570

4342

11666

9541

4299

11717

9545

4212

11586

9506

4205

11555

9495

4123

11476

9460

4149

11491

9401

4085

11470

9336

4039

11373

9357

4030

11414

9335

3958

11352

9287

3978

11386

9245

3855

11240

9251

3851

11224

9287

3877

11185

9183

3784

11142

9128

3783

11107

9123

3690

11122

9089

3694

11034

3609

11031

3602

10981

3566

10975

3528

10942

3496

10854

3486

10858

3428

10788

10762

10715

10677

10683

10660

10574

10577

10480

10466

10428

10377

10350

10373

10302

10205

10214

10121

10136

10153

10044

10031

10028

10009

9975

9954

9917

9943

9867

9853

9815

9784

9699

9715

9670

9607

9619

9573

9548

9487

9476

9415

9421

9301

9289

9324

9270

9233

9235

9211

9083

9157

9147

9066

9099

9038

8975

8959

8908

8918

8910

8901

8857

8813

8796

8723

8711

8707

8658

8673

8644

8583

8545

8581

8501

8397

8453

8418

8407

8376

8310

8301

8290

8283

8288

8177

8200

8202

8139

8110

8111

8059

8040

8016

7900

7972

7947

7899

7869

7829

7835

7800

7775

7837

7723

7692

7653

7711

7667

7645

7652

7618

7519

7554

7559

7556

7523

7443

7421

7445

7418

7406

7382

7340

7354

7309

7266

7313

7228

7249

7212

7184

7161

7145

7173

7109

7078

7064

7073

7028

6996

7048

6938

6907

6922

6881

6897

6882

6820

6818

6825

6780

6774

6732

6769

6707

6665

6764



общее растворы

				10-4 М		2*10-4 М		3*10-4 М		4*10-4 М		5*10-4 М

		0.0333333333		36370.6666666667		26177.6666666667		21646		22494.75		19978.3333333333		0.0005555556		0.0333333333

		0.2		41641		30782.6666666667		25952.3333333333		26613.25		23103.3333333333		0.0033333333		0.2

		0.3666666667		44169		32430.6666666667		27275.6666666667		27684.5		23968		0.0061111111		0.3666666667

		0.5333333333		45728.6666666667		33274.6666666667		27859.6666666667		28230		24414		0.0088888889		0.5333333333

		0.7		46735.6666666667		33836.6666666667		28100.6666666667		28552.5		24640.3333333333		0.0116666667		0.7

		0.8666666667		47437		34116.3333333333		28276		28716.75		24690.6666666667		0.0144444444		0.8666666667

		1.0333333333		47793.6666666667		34243		28463.6666666667		28870.25		24694.3333333333		0.0172222222		1.0333333333

		1.2		48042.6666666667		34312		28421.3333333333		28881		24692.6666666667		0.02		1.2

		1.3666666667		48184		34355.6666666667		28366.3333333333		28818.25		24605.6666666667		0.0227777778		1.3666666667

		1.5333333333		48049.6666666667		34200.6666666667		28294.6666666667		28678.5		24449		0.0255555556		1.5333333333

		1.7		47988		34143.6666666667		28177.3333333333		28504.5		24338.3333333333		0.0283333333		1.7

		1.8666666667		47788.6666666667		34072.6666666667		28071.3333333333		28470		24157.6666666667		0.0311111111		1.8666666667

		2.0333333333		47629		33844.3333333333		27934.6666666667		28254		24071.3333333333		0.0338888889		2.0333333333

		2.2		47457		33720.3333333333		27742.6666666667		28232		23923.6666666667		0.0366666667		2.2

		2.3666666667		47156.3333333333		33514.6666666667		27597.6666666667		28111		23736		0.0394444444		2.3666666667

		2.5333333333		46870		33364		27471.3333333333		28004		23634		0.0422222222		2.5333333333

		2.7		46583		33180		27295.3333333333		27740		23471.3333333333		0.045		2.7

		2.8666666667		46164.3333333333		32972		27110.3333333333		27606		23356.3333333333		0.0477777778		2.8666666667

		3.0333333333		45789.6666666667		32855		26974.3333333333		27618		23192		0.0505555556		3.0333333333

		3.2		45445.6666666667		32541.3333333333		26855		27324		22981		0.0533333333		3.2

		3.3666666667		45123.6666666667		32371		26661.3333333333		27249		22864		0.0561111111		3.3666666667

		3.5333333333		44791.3333333333		32161.3333333333		26449.6666666667		27129		22732.6666666667		0.0588888889		3.5333333333

		3.7		44425		31947.3333333333		26326.6666666667		26941		22589.6666666667		0.0616666667		3.7

		3.8666666667		44071.3333333333		31733.3333333333		26210		26823		22436.6666666667		0.0644444444		3.8666666667

		4.0333333333		43762		31546.6666666667		25989		26791		22343.6666666667		0.0672222222		4.0333333333

		4.2		43363		31431.6666666667		25844.6666666667		26564		22160.3333333333		0.07		4.2

		4.3666666667		43070.3333333333		31242		25729		26518		21992.3333333333		0.0727777778		4.3666666667

		4.5333333333		42800		31061.6666666667		25518.3333333333		26337		21876.6666666667		0.0755555556		4.5333333333

		4.7		42456.3333333333		30854		25381		26157		21765.3333333333		0.0783333333		4.7

		4.8666666667		42085.6666666667		30686.3333333333		25214.3333333333		26085		21601.6666666667		0.0811111111		4.8666666667

		5.0333333333		41806		30479		25048		25965		21501.6666666667		0.0838888889		5.0333333333

		5.2		41531.6666666667		30295.6666666667		24944		25772		21353.3333333333		0.0866666667		5.2

		5.3666666667		41239.6666666667		30101.6666666667		24794.3333333333		25694		21234.3333333333		0.0894444444		5.3666666667

		5.5333333333		40894		29927.3333333333		24664.6666666667		25499		21072		0.0922222222		5.5333333333

		5.7		40554.6666666667		29733.6666666667		24472.6666666667		25471		20995		0.095		5.7

		5.8666666667		40279.6666666667		29612.6666666667		24321		25319		20818.6666666667		0.0977777778		5.8666666667

		6.0333333333		39952.3333333333		29377.3333333333		24198.6666666667		25180		20721.6666666667		0.1005555556		6.0333333333

		6.2		39626		29196.6666666667		24123.3333333333		25074		20606		0.1033333333		6.2

		6.3666666667		39417		29043.6666666667		23946		24889		20438.6666666667		0.1061111111		6.3666666667

		6.5333333333		39158		28899		23785.3333333333		24831		20313.3333333333		0.1088888889		6.5333333333

		6.7		38904.3333333333		28690.3333333333		23691.3333333333		24633		20268.6666666667		0.1116666667		6.7

		6.8666666667		38540.6666666667		28551		23551.3333333333		24596		20103.3333333333		0.1144444444		6.8666666667

		7.0333333333		38303.6666666667		28360		23423		24473		19984.3333333333		0.1172222222		7.0333333333

		7.2		38015.3333333333		28261.6666666667		23286.6666666667		24434		19929.6666666667		0.12		7.2

		7.3666666667		37774		28074		23153.6666666667		24155		19749		0.1227777778		7.3666666667

		7.5333333333		37532		27957.6666666667		22997		24091		19653.6666666667		0.1255555556		7.5333333333

		7.7		37273		27702		22892.3333333333		23947		19516		0.1283333333		7.7

		7.8666666667		36950.6666666667		27574.6666666667		22767.3333333333		23847		19381.3333333333		0.1311111111		7.8666666667

		8.0333333333		36781.3333333333		27355.3333333333		22665.3333333333		23757		19286.6666666667		0.1338888889		8.0333333333

		8.2		36482		27324.6666666667		22465		23579		19197.6666666667		0.1366666667		8.2

		8.3666666667		36251		27122.6666666667		22387.6666666667		23514		19083.6666666667		0.1394444444		8.3666666667

		8.5333333333		35986.6666666667		26914.3333333333		22274.6666666667		23564		18952.6666666667		0.1422222222		8.5333333333

		8.7		35747.3333333333		26806		22132.6666666667		23230		18823.6666666667		0.145		8.7

		8.8666666667		35549		26547		22005		23186		18746.6666666667		0.1477777778		8.8666666667

		9.0333333333		35334.6666666667		26446		21857.3333333333		23140		18617		0.1505555556		9.0333333333

		9.2		35064.6666666667		26178.6666666667		21767		23020		18455.3333333333		0.1533333333		9.2

		9.3666666667		34852.3333333333		26077		21658.6666666667		22822		18356.3333333333		0.1561111111		9.3666666667

		9.5333333333		34628.3333333333		25923		21524		22733		18276		0.1588888889		9.5333333333

		9.7		34421		25788.3333333333		21436.3333333333		22626		18175.3333333333		0.1616666667		9.7

		9.8666666667		34187.3333333333		25638.6666666667		21283.3333333333		22486		18060		0.1644444444		9.8666666667

		10.0333333333		33958.6666666667		25487.6666666667		21184.3333333333		22410		17938.6666666667		0.1672222222		10.0333333333

		10.2		33821.6666666667		25395.3333333333		21061.3333333333		22379		17839.6666666667		0.17		10.2

		10.3666666667		33581.3333333333		25237.6666666667		20914		22236		17761		0.1727777778		10.3666666667

		10.5333333333		33406.3333333333		25088		20845.6666666667		22116		17676		0.1755555556		10.5333333333

		10.7		33168.6666666667		24963.3333333333		20665.3333333333		21943		17577.3333333333		0.1783333333		10.7

		10.8666666667		32941.3333333333		24863		20600.3333333333		21964		17445.6666666667		0.1811111111		10.8666666667

		11.0333333333		32759.3333333333		24705		20512.3333333333		21790		17375		0.1838888889		11.0333333333

		11.2		32572.6666666667		24576.3333333333		20366		21745		17239.6666666667		0.1866666667		11.2

		11.3666666667		32349.6666666667		24451.3333333333		20259.6666666667		21508		17201		0.1894444444		11.3666666667

		11.5333333333		32173.3333333333		24315.6666666667		20104		21424		17083.6666666667		0.1922222222		11.5333333333

		11.7		32046		24220.3333333333		20047		21357		17031.6666666667		0.195		11.7

		11.8666666667		31828.3333333333		24014.6666666667		19951.6666666667		21239		16887.3333333333		0.1977777778		11.8666666667

		12.0333333333		31669		23929		19825.3333333333		21154		16778.3333333333		0.2005555556		12.0333333333

		12.2		31470.6666666667		23802.6666666667		19734.3333333333		21092		16717.3333333333		0.2033333333		12.2

		12.3666666667		31258.3333333333		23605.6666666667		19668.6666666667		21051		16620.3333333333		0.2061111111		12.3666666667

		12.5333333333		31128.6666666667		23564.6666666667		19580		20852		16481.3333333333		0.2088888889		12.5333333333

		12.7		30947		23432		19436.5		20845		16422		0.2116666667		12.7

		12.8666666667		30725.6666666667		23379.3333333333		19288.5		20676		16333.3333333333		0.2144444444		12.8666666667

		13.0333333333		30493		23236		19215		20518		16223.3333333333		0.2172222222		13.0333333333

		13.2		30458		23102.6666666667		19101		20550		16154.3333333333		0.22		13.2

		13.3666666667		30216.6666666667		22956.6666666667		18980		20361		16064.6666666667		0.2227777778		13.3666666667

		13.5333333333		30083		22847.3333333333		18875		20268		15969.6666666667		0.2255555556		13.5333333333

		13.7		29886.6666666667		22780.6666666667		18783.5		20252		15883.6666666667		0.2283333333		13.7

		13.8666666667		29740.6666666667		22626.6666666667		18778		20090		15794		0.2311111111		13.8666666667

		14.0333333333		29586.6666666667		22536.3333333333		18628		20045		15707.6666666667		0.2338888889		14.0333333333

		14.2		29472.6666666667		22446.6666666667		18579		19969		15639.3333333333		0.2366666667		14.2

		14.3666666667		29214.6666666667		22285		18428		19853		15504.3333333333		0.2394444444		14.3666666667

		14.5333333333		29087.3333333333		22201.3333333333		18354.5		19767		15486		0.2422222222		14.5333333333

		14.7		28930		22070.6666666667		18175.5		19703		15359.6666666667		0.245		14.7

		14.8666666667		28844.6666666667		21981.6666666667		18129.5		19575		15259		0.2477777778		14.8666666667

		15.0333333333		28589		21935		17975		19462		15171.6666666667		0.2505555556		15.0333333333

		15.2		28482.3333333333		21743.3333333333		17978.5		19386		15126.3333333333		0.2533333333		15.2

		15.3666666667		28331.6666666667		21664.3333333333		17845		19263		15014		0.2561111111		15.3666666667

		15.5333333333		28201		21560		17743		19255		14936.3333333333		0.2588888889		15.5333333333

		15.7		28052.3333333333		21473		17703.5		19085		14856.6666666667		0.2616666667		15.7

		15.8666666667		27972		21331.3333333333		17535		18999		14787		0.2644444444		15.8666666667

		16.0333333333		27735		21263		17491.5		18951		14681.6666666667		0.2672222222		16.0333333333

		16.2		27668.3333333333		21130		17385.5		18831		14574.3333333333		0.27		16.2

		16.3666666667		27423		21073		17350		18835		14531		0.2727777778		16.3666666667

		16.5333333333		27260.3333333333		20998		17320		18704		14441		0.2755555556		16.5333333333

		16.7		27206		20857		17303		18582		14322.3333333333		0.2783333333		16.7

		16.8666666667		27093.6666666667		20745.3333333333		17237		18505		14314.3333333333		0.2811111111		16.8666666667

		17.0333333333		26935.3333333333		20649.6666666667		17157		18475		14199		0.2838888889		17.0333333333

		17.2		26799.6666666667		20554.6666666667		17034		18438		14189.3333333333		0.2866666667		17.2

		17.3666666667		26672		20490.3333333333		16947		18319		14052.6666666667		0.2894444444		17.3666666667

		17.5333333333		26534.3333333333		20357		16952		18226		14042		0.2922222222		17.5333333333

		17.7		26412.3333333333		20252.6666666667		16793		18114		13901.6666666667		0.295		17.7

		17.8666666667		26216.3333333333		20183.3333333333		16721		18047		13876.6666666667		0.2977777778		17.8666666667

		18.0333333333		26139		20139.6666666667		16627		17994		13749.6666666667		0.3005555556		18.0333333333

		18.2		26078.3333333333		20008.3333333333		16565		17900		13722		0.3033333333		18.2

		18.3666666667		25888.6666666667		19908.3333333333		16512		17787		13636.6666666667		0.3061111111		18.3666666667

		18.5333333333		25794		19851.3333333333		16377		17734		13555.3333333333		0.3088888889		18.5333333333

		18.7		25663.3333333333		19678.3333333333		16315		17621		13501		0.3116666667		18.7

		18.8666666667		25539		19585		16171		17501		13457		0.3144444444		18.8666666667

		19.0333333333		25492		19516.6666666667		16130		17497		13336.6666666667		0.3172222222		19.0333333333

		19.2		25282.6666666667		19458.3333333333		16069		17357		13283		0.32		19.2

		19.3666666667		25234.6666666667		19329.6666666667		15973		17302		13247		0.3227777778		19.3666666667

		19.5333333333		25009.6666666667		19314		15852		17187		13225		0.3255555556		19.5333333333

		19.7		24949		19184.6666666667		15844		17100		13211		0.3283333333		19.7

		19.8666666667		24863.3333333333		19113.3333333333		15734		16918		13138		0.3311111111		19.8666666667

		20.0333333333		24721.6666666667		18993.3333333333		15604		16902		13074		0.3338888889		20.0333333333

		20.2		24647.3333333333		18948		15561		16834		13009		0.3366666667		20.2

		20.3666666667		24463.6666666667		18829.3333333333		15545		16631		12974		0.3394444444		20.3666666667

		20.5333333333		24319.6666666667		18739.3333333333		15504		16636		12848		0.3422222222		20.5333333333

		20.7		24281.6666666667		18654.3333333333		15363		16502		12822		0.345		20.7

		20.8666666667		24171.3333333333		18571		15270		16387		12708		0.3477777778		20.8666666667

		21.0333333333		23994.6666666667		18485		15206		16300		12678		0.3505555556		21.0333333333

		21.2		23895.6666666667		18427.3333333333		15153		16118		12539		0.3533333333		21.2

		21.3666666667		23796		18328.6666666667		15154		16102		12587		0.3561111111		21.3666666667

		21.5333333333		23600		18251		15071		16034		12440		0.3588888889		21.5333333333

		21.7		23702		18211.3333333333		14936		15831		12391		0.3616666667		21.7

		21.8666666667		23358		18106.6666666667		14865		15799		12262		0.3644444444		21.8666666667

		22.0333333333		23193		18115		14861		15691		12223		0.3672222222		22.0333333333

		22.2		23209		17989.6666666667		14721		15540		12160		0.37		22.2

		22.3666666667		23091		17932		14717		15462		12125		0.3727777778		22.3666666667

		22.5333333333		22911		17834		14651		15404		12076		0.3755555556		22.5333333333

		22.7		22727		17716		14521		15288		11945		0.3783333333		22.7

		22.8666666667		22777		17532		14432		15163		11919		0.3811111111		22.8666666667

		23.0333333333		22707		17400		14340		15096		11873		0.3838888889		23.0333333333

		23.2		22550		17352		14373		15047		11823		0.3866666667		23.2

		23.3666666667		22392		17326		14279		14881		11769		0.3894444444		23.3666666667

		23.5333333333		22261		17241		14189		14771		11676		0.3922222222		23.5333333333

		23.7		22157		17118		14122		14708		11628		0.395		23.7

		23.8666666667		22183		17089		14060		14659		11592		0.3977777778		23.8666666667

		24.0333333333		22047		17143		13977		14559		11537		0.4005555556		24.0333333333

		24.2		21889		16917		13916		14476		11489		0.4033333333		24.2

		24.3666666667		21748		16897		13906		14389		11332		0.4061111111		24.3666666667

		24.5333333333		21712		16854		13823		14268		11433		0.4088888889		24.5333333333

		24.7		21521		16731		13710		14216		11304		0.4116666667		24.7

		24.8666666667		21551		16684		13645		14073		11261		0.4144444444		24.8666666667

		25.0333333333		21446		16631		13595		13981		11198		0.4172222222		25.0333333333

		25.2		21313		16572		13553		13952		11088		0.42		25.2

		25.3666666667		21226		16409		13455		13809		11079		0.4227777778		25.3666666667

		25.5333333333		21155		16463		13371		13789		10932		0.4255555556		25.5333333333

		25.7		21022		16370		13414		13683		10862		0.4283333333		25.7

		25.8666666667		21005		16303		13350		13583		10891		0.4311111111		25.8666666667

		26.0333333333		20777		16203		13192		13447		10844		0.4338888889		26.0333333333

		26.2		20755		16146		13129		13287		10799		0.4366666667		26.2

		26.3666666667		20697		16100		13054		13365		10763		0.4394444444		26.3666666667

		26.5333333333		20585		16011		12983		13237		10604		0.4422222222		26.5333333333

		26.7		20544		15907		12956		13125		10586		0.445		26.7

		26.8666666667		20374		15794		12994		13159		10565		0.4477777778		26.8666666667

		27.0333333333		20236		15697		12817		12985		10512		0.4505555556		27.0333333333

		27.2		20306		15693		12861		12918		10431		0.4533333333		27.2

		27.3666666667		20108		15569		12687		12781		10371		0.4561111111		27.3666666667

		27.5333333333		19971		15572		12664		12711		10364		0.4588888889		27.5333333333

		27.7		19991		15444		12664		12592		10252		0.4616666667		27.7

		27.8666666667		19992		15356		12573		12563		10249		0.4644444444		27.8666666667

		28.0333333333		19873		15352		12505		12400		10219		0.4672222222		28.0333333333

		28.2		19798		15282		12414		12387		10128		0.47		28.2

		28.3666666667		19724		15251		12390		12273		10051		0.4727777778		28.3666666667

		28.5333333333		19642		15109		12325		12239		9980		0.4755555556		28.5333333333

		28.7		19526		15160		12255		12118		9987		0.4783333333		28.7

		28.8666666667		19352		15018		12306		12121		9894		0.4811111111		28.8666666667

		29.0333333333		19291		14936		12179		12034		9829		0.4838888889		29.0333333333

		29.2		19253		14894		12102		11852		9829		0.4866666667		29.2

		29.3666666667		19139		14862		12074		11883		9789		0.4894444444		29.3666666667

		29.5333333333		19150		14817		11988		11763		9726		0.4922222222		29.5333333333

		29.7		19060		14760		11933		11643		9707		0.495		29.7

		29.8666666667		19000		14673		11863		11566		9623		0.4977777778		29.8666666667

		30.0333333333		18806		14604		11805		11438		9605		0.5005555556		30.0333333333

		30.2		18780		14612		11726		11424		9464		0.5033333333		30.2

		30.3666666667		18702		14466		11773		11250		9438		0.5061111111		30.3666666667

		30.5333333333		18596		14456		11579		11266		9427		0.5088888889		30.5333333333

		30.7		18565		14461		11633		11141		9381		0.5116666667		30.7

		30.8666666667		18464		14332		11496		11093		9280		0.5144444444		30.8666666667

		31.0333333333		18336		14332		11494		11130		9265		0.5172222222		31.0333333333

		31.2		18355		14232		11502		10941		9240		0.52		31.2

		31.3666666667		18281		14208		11383		10903		9117		0.5227777778		31.3666666667

		31.5333333333		18139		14135		11329		10841		9175		0.5255555556		31.5333333333

		31.7		18146		14061		11330		10632		9072		0.5283333333		31.7

		31.8666666667		17996		14067		11230		10650		8998		0.5311111111		31.8666666667

		32.0333333333		17978		13907		11096		10621		8939		0.5338888889		32.0333333333

		32.2		17887		13924		11129		10487		8949		0.5366666667		32.2

		32.3666666667		17825		13845		11060		10472		8928		0.5394444444		32.3666666667

		32.5333333333		17747		13779		10971		10436		8869		0.5422222222		32.5333333333

		32.7		17717		13712		10988		10329		8801		0.545		32.7

		32.8666666667		17677		13658		10911		10197		8797		0.5477777778		32.8666666667

		33.0333333333		17555		13657		10864		10134		8714		0.5505555556		33.0333333333

		33.2		17484		13634		10749		10109		8678		0.5533333333		33.2

		33.3666666667		17395		13542		10663		10050		8601		0.5561111111		33.3666666667

		33.5333333333		17388		13549		10683		9965		8588		0.5588888889		33.5333333333

		33.7		17219		13378		10674		9878		8598		0.5616666667		33.7

		33.8666666667		17158		13284		10623		9790		8522		0.5644444444		33.8666666667

		34.0333333333		17023		13346		10582		9746		8449		0.5672222222		34.0333333333

		34.2		16977		13296		10526		9645		8419		0.57		34.2

		34.3666666667		16967		13220		10411		9639		8345		0.5727777778		34.3666666667

		34.5333333333		16853		13142		10398		9551		8339		0.5755555556		34.5333333333

		34.7		16790		13200		10368		9467		8319		0.5783333333		34.7

		34.8666666667		16706		13111		10338		9369		8222		0.5811111111		34.8666666667

		35.0333333333		16656		13073		10247		9343		8152		0.5838888889		35.0333333333

		35.2		16644		13033		10232		9301		8129		0.5866666667		35.2

		35.3666666667		16525		12961		10193		9253		8099		0.5894444444		35.3666666667

		35.5333333333		16428		12893		10114		9198		8005		0.5922222222		35.5333333333

		35.7		16430		12768		10058		9144		8011		0.595		35.7

		35.8666666667		16350		12865		9979		8969		8040		0.5977777778		35.8666666667

		36.0333333333		16291		12754		9946		8861		7965		0.6005555556		36.0333333333

		36.2		16227		12738		9944		8842		7923		0.6033333333		36.2

		36.3666666667		16125		12670		9924		8871		7863		0.6061111111		36.3666666667

		36.5333333333		16022		12594		9793		8736		7829		0.6088888889		36.5333333333

		36.7		16002		12514		9845		8651		7882		0.6116666667		36.7

		36.8666666667		15912		12490		9727		8672		7731		0.6144444444		36.8666666667

		37.0333333333		15893		12534		9596		8607		7725		0.6172222222		37.0333333333

		37.2		15860		12482		9628		8515		7594		0.62		37.2

		37.3666666667		15784		12404		9559		8461		7640		0.6227777778		37.3666666667

		37.5333333333		15646		12345		9520		8358		7589		0.6255555556		37.5333333333

		37.7		15588		12294		9468		8357		7564		0.6283333333		37.7

		37.8666666667		15514		12260		9458		8238		7500		0.6311111111		37.8666666667

		38.0333333333		15462		12205		9460		8298		7516		0.6338888889		38.0333333333

		38.2		15314		12121		9339		8133		7460		0.6366666667		38.2

		38.3666666667		15286		12098		9304		8136		7441		0.6394444444		38.3666666667

		38.5333333333		15182		12096		9231		8083		7336		0.6422222222		38.5333333333

		38.7		15240		12121		9255		7972		7342		0.645		38.7

		38.8666666667		15138		11985		9205		7841		7239		0.6477777778		38.8666666667

		39.0333333333		15081		11921		9158		7822		7249		0.6505555556		39.0333333333

		39.2		15019		11916		9067		7764		7254		0.6533333333		39.2

		39.3666666667		14986		11910		9024		7670		7230		0.6561111111		39.3666666667

		39.5333333333		14929		11853		9005		7584		7130		0.6588888889		39.5333333333

		39.7		14735		11802		8973		7623		7134		0.6616666667		39.7

		39.8666666667		14779		11780		8915		7514		7019		0.6644444444		39.8666666667

		40.0333333333		14700		11750		8800		7300		6950		0.6672222222		40.0333333333

		40.2		14650		11720		8771		7167		6890		0.67		40.2

		40.3666666667		14600		11700		8738		7226		6822		0.6727777778		40.3666666667

		40.5333333333		14541		11688		8717		7235		6842		0.6755555556		40.5333333333

		40.7		14457		11635		8667		7205		6858		0.6783333333		40.7

		40.8666666667		14407		11559		8576		7124		6790		0.6811111111		40.8666666667

		41.0333333333		14357		11543		8520		7058		6747		0.6838888889		41.0333333333

		41.2		14272		11513		8387		6947		6778		0.6866666667		41.2

		41.3666666667		14175		11456		8391		6892		6675		0.6894444444		41.3666666667

		41.5333333333		14072		11460		8291		6860		6655		0.6922222222		41.5333333333

		41.7		14019		11345		8312		6856		6574		0.695		41.7

		41.8666666667		13966		11337		8278		6755		6591		0.6977777778		41.8666666667

		42.0333333333		13904		11362		8259		6697		6507		0.7005555556		42.0333333333

		42.2		13805		11205		8134		6599		6487		0.7033333333		42.2

		42.3666666667		13775		11192		8125		6515		6423		0.7061111111		42.3666666667

		42.5333333333		13720		11231		8129		6478		6394		0.7088888889		42.5333333333

		42.7		13685		11155		8034		6415		6362		0.7116666667		42.7

		42.8666666667		13579		11121		8057		6397		6366		0.7144444444		42.8666666667

		43.0333333333		13540		11077		7977		6335		6281		0.7172222222		43.0333333333

		43.2		13522		11064		7892		6321		6308		0.72		43.2

		43.3666666667		13409		10928		7923		6236		6222		0.7227777778		43.3666666667

		43.5333333333		13365		11048		7882		6186		6247		0.7255555556		43.5333333333

		43.7		13365		10919		7852		6138		6162		0.7283333333		43.7

		43.8666666667		13298		10856		7811		6048		6166		0.7311111111		43.8666666667

		44.0333333333		13292		10887		7712		6040		6134		0.7338888889		44.0333333333

		44.2		13175		10830		7706		6027				0.7366666667		44.2

		44.3666666667		13119		10765		7577		5949				0.7394444444		44.3666666667

		44.5333333333		13112		10637		7616		5860				0.7422222222		44.5333333333

		44.7		12978		10589		7573		5819				0.745		44.7

		44.8666666667		13007		10599		7560		5792				0.7477777778		44.8666666667

		45.0333333333		12923		10528		7541		5704				0.7505555556		45.0333333333

		45.2		12910		10478		7509		5668				0.7533333333		45.2

		45.3666666667		12838		10489		7463		5592				0.7561111111		45.3666666667

		45.5333333333		12754		10432		7402		5558				0.7588888889		45.5333333333

		45.7		12770		10429		7344		5490				0.7616666667		45.7

		45.8666666667		12745		10365		7367		5407				0.7644444444		45.8666666667

		46.0333333333		12682		10334		7351		5417				0.7672222222		46.0333333333

		46.2		12574		10236		7293		5285				0.77		46.2

		46.3666666667		12585		10242		7223		5290				0.7727777778		46.3666666667

		46.5333333333		12586		10233		7197		5247				0.7755555556		46.5333333333

		46.7		12423		10164		7132		5177				0.7783333333		46.7

		46.8666666667		12468		10156		7134		5167				0.7811111111		46.8666666667

		47.0333333333		12426		10180		7128		5177				0.7838888889		47.0333333333

		47.2		12348		10069		7077		5081				0.7866666667		47.2

		47.3666666667		12303		10030		7066		5017				0.7894444444		47.3666666667

		47.5333333333		12241		10023		7014		5012				0.7922222222		47.5333333333

		47.7		12178		9992		6959		4967				0.795		47.7

		47.8666666667		12140		9987		6994		4875				0.7977777778		47.8666666667

		48.0333333333		12125		9937		6964		4899				0.8005555556		48.0333333333

		48.2		12147		9876		6898		4792				0.8033333333		48.2

		48.3666666667		12082		9899		6865		4756				0.8061111111		48.3666666667

		48.5333333333		12032		9869		6882		4670				0.8088888889		48.5333333333

		48.7		12010		9825		6806		4718				0.8116666667		48.7

		48.8666666667		11996		9750		6782		4669				0.8144444444		48.8666666667

		49.0333333333		11918		9690		6768		4582				0.8172222222		49.0333333333

		49.2		11885		9714		6697		4609				0.82		49.2

		49.3666666667		11845		9675		6706		4547				0.8227777778		49.3666666667

		49.5333333333		11820		9640		6655		4485				0.8255555556		49.5333333333

		49.7		11818		9601		6680		4437				0.8283333333		49.7

		49.8666666667		11785		9573				4368				0.8311111111		49.8666666667

		50.0333333333		11738		9570				4342				0.8338888889		50.0333333333

		50.2		11666		9541				4299				0.8366666667		50.2

		50.3666666667		11717		9545				4212				0.8394444444		50.3666666667

		50.5333333333		11586		9506				4205				0.8422222222		50.5333333333

		50.7		11555		9495				4123				0.845		50.7

		50.8666666667		11476		9460				4149				0.8477777778		50.8666666667

		51.0333333333		11491		9401				4085				0.8505555556		51.0333333333

		51.2		11470		9336				4039				0.8533333333		51.2

		51.3666666667		11373		9357				4030				0.8561111111		51.3666666667

		51.5333333333		11414		9335				3958				0.8588888889		51.5333333333

		51.7		11352		9287				3978				0.8616666667		51.7

		51.8666666667		11386		9245				3855				0.8644444444		51.8666666667

		52.0333333333		11240		9251				3851				0.8672222222		52.0333333333

		52.2		11224		9287				3877				0.87		52.2

		52.3666666667		11185		9183				3784				0.8727777778		52.3666666667

		52.5333333333		11142		9128				3783				0.8755555556		52.5333333333

		52.7		11107		9123				3690				0.8783333333		52.7

		52.8666666667		11122		9089				3694				0.8811111111		52.8666666667

		53.0333333333		11034						3609				0.8838888889		53.0333333333

		53.2		11031						3602				0.8866666667		53.2

		53.3666666667		10981						3566				0.8894444444		53.3666666667

		53.5333333333		10975						3528				0.8922222222		53.5333333333

		53.7		10942						3496				0.895		53.7

		53.8666666667		10854						3486				0.8977777778		53.8666666667

		54.0333333333		10858						3428				0.9005555556		54.0333333333

		54.2		10788										0.9033333333		54.2

		54.3666666667		10762										0.9061111111		54.3666666667

		54.5333333333		10715										0.9088888889		54.5333333333

		54.7		10677										0.9116666667		54.7

		54.8666666667		10683										0.9144444444		54.8666666667

		55.0333333333		10660										0.9172222222		55.0333333333

		55.2		10574										0.92		55.2

		55.3666666667		10577										0.9227777778		55.3666666667

		55.5333333333		10480										0.9255555556		55.5333333333

		55.7		10466										0.9283333333		55.7

		55.8666666667		10428										0.9311111111		55.8666666667

		56.0333333333		10377										0.9338888889		56.0333333333

		56.2		10350										0.9366666667		56.2

		56.3666666667		10373										0.9394444444		56.3666666667

		56.5333333333		10302										0.9422222222		56.5333333333

		56.7		10205										0.945		56.7

		56.8666666667		10214										0.9477777778		56.8666666667

		57.0333333333		10121										0.9505555556		57.0333333333

		57.2		10136										0.9533333333		57.2

		57.3666666667		10153										0.9561111111		57.3666666667

		57.5333333333		10044										0.9588888889		57.5333333333

		57.7		10031										0.9616666667		57.7

		57.8666666667		10028										0.9644444444		57.8666666667

		58.0333333333		10009										0.9672222222		58.0333333333

		58.2		9975										0.97		58.2

		58.3666666667		9954										0.9727777778		58.3666666667

		58.5333333333		9917										0.9755555556		58.5333333333

		58.7		9943										0.9783333333		58.7

		58.8666666667		9867										0.9811111111		58.8666666667

		59.0333333333		9853										0.9838888889		59.0333333333

		59.2		9815										0.9866666667		59.2

		59.3666666667		9784										0.9894444444		59.3666666667

		59.5333333333		9699										0.9922222222		59.5333333333

		59.7		9715										0.995		59.7

		59.8666666667		9670										0.9977777778		59.8666666667

		60.0333333333		9607										1.0005555556		60.0333333333

		60.2		9619										1.0033333333		60.2

		60.3666666667		9573										1.0061111111		60.3666666667

		60.5333333333		9548										1.0088888889		60.5333333333

		60.7		9487										1.0116666667		60.7

		60.8666666667		9476										1.0144444444		60.8666666667

		61.0333333333		9415										1.0172222222		61.0333333333

		61.2		9421										1.02		61.2

		61.3666666667		9301										1.0227777778		61.3666666667

		61.5333333333		9289										1.0255555556		61.5333333333

		61.7		9324										1.0283333333		61.7

		61.8666666667		9270										1.0311111111		61.8666666667

		62.0333333333		9233										1.0338888889		62.0333333333

		62.2		9235										1.0366666667		62.2

		62.3666666667		9211										1.0394444444		62.3666666667

		62.5333333333		9083										1.0422222222		62.5333333333

		62.7		9157										1.045		62.7

		62.8666666667		9147										1.0477777778		62.8666666667

		63.0333333333		9066										1.0505555556		63.0333333333

		63.2		9099										1.0533333333		63.2

		63.3666666667		9038										1.0561111111		63.3666666667

		63.5333333333		8975										1.0588888889		63.5333333333

		63.7		8959										1.0616666667		63.7

		63.8666666667		8908										1.0644444444		63.8666666667

		64.0333333333		8918										1.0672222222		64.0333333333

		64.2		8910										1.07		64.2

		64.3666666667		8901										1.0727777778		64.3666666667

		64.5333333333		8857										1.0755555556		64.5333333333

		64.7		8813										1.0783333333		64.7

		64.8666666667		8796										1.0811111111		64.8666666667

		65.0333333333		8723										1.0838888889		65.0333333333

		65.2		8711										1.0866666667		65.2

		65.3666666667		8707										1.0894444444		65.3666666667

		65.5333333333		8658										1.0922222222		65.5333333333

		65.7		8673										1.095		65.7

		65.8666666667		8644										1.0977777778		65.8666666667

		66.0333333333		8583										1.1005555556		66.0333333333

		66.2		8545										1.1033333333		66.2

		66.3666666667		8581										1.1061111111		66.3666666667

		66.5333333333		8501										1.1088888889		66.5333333333

		66.7		8397										1.1116666667		66.7

		66.8666666667		8453										1.1144444444		66.8666666667

		67.0333333333		8418										1.1172222222		67.0333333333

		67.2		8407										1.12		67.2

		67.3666666667		8376										1.1227777778		67.3666666667

		67.5333333333		8310										1.1255555556		67.5333333333

		67.7		8301										1.1283333333		67.7

		67.8666666667		8290										1.1311111111		67.8666666667

		68.0333333333		8283										1.1338888889		68.0333333333

		68.2		8288										1.1366666667		68.2

		68.3666666667		8177										1.1394444444		68.3666666667

		68.5333333333		8200										1.1422222222		68.5333333333

		68.7		8202										1.145		68.7

		68.8666666667		8139										1.1477777778		68.8666666667

		69.0333333333		8110										1.1505555556		69.0333333333

		69.2		8111										1.1533333333		69.2

		69.3666666667		8059										1.1561111111		69.3666666667

		69.5333333333		8040										1.1588888889		69.5333333333

		69.7		8016										1.1616666667		69.7

		69.8666666667		7900										1.1644444444		69.8666666667

		70.0333333333		7972										1.1672222222		70.0333333333

		70.2		7947										1.17		70.2

		70.3666666667		7899										1.1727777778		70.3666666667

		70.5333333333		7869										1.1755555556		70.5333333333

		70.7		7829										1.1783333333		70.7

		70.8666666667		7835										1.1811111111		70.8666666667

		71.0333333333		7800										1.1838888889		71.0333333333

		71.2		7775										1.1866666667		71.2

		71.3666666667		7837										1.1894444444		71.3666666667

		71.5333333333		7723										1.1922222222		71.5333333333

		71.7		7692										1.195		71.7

		71.8666666667		7653										1.1977777778		71.8666666667

		72.0333333333		7711										1.2005555556		72.0333333333

		72.2		7667										1.2033333333		72.2

		72.3666666667		7645										1.2061111111		72.3666666667

		72.5333333333		7652										1.2088888889		72.5333333333

		72.7		7618										1.2116666667		72.7

		72.8666666667		7519										1.2144444444		72.8666666667

		73.0333333333		7554										1.2172222222		73.0333333333

		73.2		7559										1.22		73.2

		73.3666666667		7556										1.2227777778		73.3666666667

		73.5333333333		7523										1.2255555556		73.5333333333

		73.7		7443										1.2283333333		73.7

		73.8666666667		7421										1.2311111111		73.8666666667

		74.0333333333		7445										1.2338888889		74.0333333333

		74.2		7418										1.2366666667		74.2

		74.3666666667		7406										1.2394444444		74.3666666667

		74.5333333333		7382										1.2422222222		74.5333333333

		74.7		7340										1.245		74.7

		74.8666666667		7354										1.2477777778		74.8666666667

		75.0333333333		7309										1.2505555556		75.0333333333

		75.2		7266										1.2533333333		75.2

		75.3666666667		7313										1.2561111111		75.3666666667

		75.5333333333		7228										1.2588888889		75.5333333333

		75.7		7249										1.2616666667		75.7

		75.8666666667		7212										1.2644444444		75.8666666667

		76.0333333333		7184										1.2672222222		76.0333333333

		76.2		7161										1.27		76.2

		76.3666666667		7145										1.2727777778		76.3666666667

		76.5333333333		7173										1.2755555556		76.5333333333

		76.7		7109										1.2783333333		76.7

		76.8666666667		7078										1.2811111111		76.8666666667

		77.0333333333		7064										1.2838888889		77.0333333333

		77.2		7073										1.2866666667		77.2

		77.3666666667		7028										1.2894444444		77.3666666667

		77.5333333333		6996										1.2922222222		77.5333333333

		77.7		7048										1.295		77.7

		77.8666666667		6938										1.2977777778		77.8666666667

		78.0333333333		6907										1.3005555556		78.0333333333

		78.2		6922										1.3033333333		78.2

		78.3666666667		6881										1.3061111111		78.3666666667

		78.5333333333		6897										1.3088888889		78.5333333333

		78.7		6882										1.3116666667		78.7

		78.8666666667		6820										1.3144444444		78.8666666667

		79.0333333333		6818										1.3172222222		79.0333333333

		79.2		6825										1.32		79.2

		79.3666666667		6780										1.3227777778		79.3666666667

		79.5333333333		6774										1.3255555556		79.5333333333

		79.7		6732										1.3283333333		79.7

		79.8666666667		6769										1.3311111111		79.8666666667

		80.0333333333		6707										1.3338888889		80.0333333333

		80.0333333333		6665										1.3338888889		80.0333333333

		80.0333333333		6764										1.3338888889		80.0333333333

		80.0333333333												1.3338888889		80.0333333333

		80.0333333333												1.3338888889		80.0333333333
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0



3,5%гель

				10FMN-3%		20FMN-3%		30FMN-3%		40FMN-3%		50FMN-3%

		2		6777		9175.3333333333		8719.3333333333		8266.5		16629

		12		8195		10194.3333333333		9727.6666666667		9162.25		18237

		22		9103.3333333333		10922.3333333333		10460.6666666667		9831		18915.75

		32		9591.3333333333		11429.3333333333		10846		10248.25		19206

		42		9917		11768		11071.6666666667		10546.25		19457.5

		52		10079.6666666667		11919		11167.3333333333		10734.25		19720.75

		62		10142.3333333333		12041		11262.6666666667		10846.75		19822

		72		10247		12109.6666666667		11267.6666666667		10934.75		19961

		82		10227		12123		11233.6666666667		11064.25		20034.25

		92		10238.3333333333		12133.6666666667		11223		11088		20094

		102		10222.6666666667		12121.6666666667		11132		11075.25		20065.25

		112		10181		12082.6666666667		11044		11083.25		20073.5

		122		10194.3333333333		11986		11014		11105.75		20022.75

		132		10153		11963.6666666667		10941.6666666667		11025.25		20014

		142		10104.6666666667		11844.6666666667		10847		11019.25		19962

		152		10092		11790.3333333333		10788.6666666667		11030.25		19871.75

		162		10073		11698		10660.6666666667		10954.25		19835.75

		172		9967		11651		10589		10939		19664.75

		182		9921.3333333333		11576		10508.6666666667		10903		19621

		192		9882		11478		10420.6666666667		10828.75		19510.25

		202		9805.3333333333		11442.6666666667		10328		10809.25		19420.25

		212		9763.6666666667		11312		10224.3333333333		10732.5		19291

		222		9720		11217		10174.3333333333		10692		19213

		232		9686		11129		10047.6666666667		10644.5		19098

		242		9589.6666666667		11063.6666666667		9991.3333333333		10625.5		18964.75

		252		9602.6666666667		10961.6666666667		9889.3333333333		10549.5		18890.5

		262		9517.6666666667		10957.3333333333		9779.3333333333		10502		18742.75

		272		9497		10860.6666666667		9722.3333333333		10425		18695

		282		9407.6666666667		10738		9671.3333333333		10409.75		18581.75

		292		9320		10675		9557.6666666667		10402.25		18477.5

		302		9342.6666666667		10627		9472		10313		18338

		312		9248		10515.6666666667		9402.6666666667		10252		18231.25

		322		9219.3333333333		10450.3333333333		9333.3333333333		10219.25		18174

		332		9155		10389.3333333333		9256		10209.25		18033.5

		342		9111		10285		9183.6666666667		10145.75		17974.25

		352		9066.3333333333		10233		9088.3333333333		10102.5		17875.75

		362		9013.3333333333		10189		9004.6666666667		10077.75		17765.25

		372		8943.3333333333		10118		8994.3333333333		9997		17673

		382		8922		10074		8865		9955.75		17576.75

		392		8865.6666666667		10002.3333333333		8842.3333333333		9908		17486.75

		402		8844		9912		8751		9906.75		17389.25

		412		8806.3333333333		9864		8701.3333333333		9834.25		17299.25

		422		8732.3333333333		9785.6666666667		8641		9805.5		17253.5

		432		8678.6666666667		9770		8541.3333333333		9761.75		17124.5

		442		8639.6666666667		9689.3333333333		8498.3333333333		9730.75		17034.75

		452		8591.6666666667		9638.3333333333		8449.3333333333		9662		16960.5

		462		8552		9586		8377.6666666667		9613.75		16911.25

		472		8480.6666666667		9553.6666666667		8292		9587.25		16774.75

		482		8455.3333333333		9471		8246		9558.25		16674

		492		8416		9425		8177.6666666667		9540		16631.25

		502		8355.3333333333		9386		8145		9495.75		16520.25

		512		8320.6666666667		9307.6666666667		8073		9445.5		16452.5

		522		8299.6666666667		9241		8042.3333333333		9387.5		16316.5

		532		8246.3333333333		9231.3333333333		7937.3333333333		9367.5		16254.75

		542		8226.3333333333		9158.3333333333		7909		9350.75		16128.25

		552		8187		9093.6666666667		7863.3333333333		9322		16080.25

		562		8140.3333333333		9035.3333333333		7776.6666666667		9270.25		16021

		572		8101.3333333333		9010.6666666667		7759.6666666667		9203.5		15925.75

		582		8026		8968		7688.3333333333		9195.5		15826.25

		592		8029		8899.3333333333		7637.3333333333		9139.75		15763.5

		602		7947.3333333333		8823		7586.6666666667		9119.5		15672.5

		612		7895		8787		7541.6666666667		9098.75		15573

		622		7841		8748.6666666667		7474.3333333333		9065.75		15521.75

		632		7853.3333333333		8683.6666666667		7448.6666666667		8984.75		15450

		642		7787.3333333333		8640.3333333333		7372.3333333333		8990.5		15299.75

		652		7747.3333333333		8608.3333333333		7327.3333333333		8904		15316.5

		662		7718		8575.3333333333		7285.6666666667		8901.5		15232

		672		7705		8524.6666666667		7223		8896.5		15182.25

		682		7597.3333333333		8451.6666666667		7215		8815		15075.25

		692		7619.3333333333		8426.3333333333		7156		8782.25		14966.75

		702		7523		8386.3333333333		7100.6666666667		8782.5		14915.25

		712		7521		8352.3333333333		7040		8733.75		14803.5

		722		7464.3333333333		8276		7013.6666666667		8689.5		14788.25

		732		7430.3333333333		8223		6971.3333333333		8659.75		14730

		742		7390.3333333333		8204.3333333333		6917		8632.25		14609.5

		752		7389.3333333333		8117.3333333333		6861.3333333333		8587.25		14591.25

		762		7328		8105.3333333333		6813		8564		14509.25

		772		7316		8044.6666666667		6783		8566		14408.75

		782		7245		8030.6666666667		6785.6666666667		8505.75		14398.75

		792		7232.3333333333		7968		6698.3333333333		8441.5		14274.5

		802		7166		7943.3333333333		6688.6666666667		8420.5		14195.75

		812		7148.3333333333		7888.3333333333		6591.3333333333		8404.25		14169.75

		822		7120.6666666667		7880		6570.6666666667		8385.75		14066.75

		832		7108		7794.3333333333		6527		8348.5		13988

		842		7014		7775.6666666667		6461.3333333333		8287		13959.75

		852		7005.3333333333		7716.6666666667		6435.6666666667		8266		13918.25

		862		6970.6666666667		7686		6404		8253.25		13821

		872		6975.3333333333		7667.6666666667		6359		8186.25		13769.75

		882		6932.3333333333		7578.6666666667		6317		8181.5		13673.5

		892		6866.3333333333		7564.3333333333		6266.6666666667		8117.5		13639.25

		902		6859.3333333333		7523		6213		8106.25		13613

		912		6805.6666666667		7494.3333333333		6197.3333333333		8096.5		13535

		922		6790		7459.3333333333		6169.3333333333		8037.25		13379

		932		6774		7428.6666666667		6140		8009.5		13440

		942		6704.3333333333		7374.6666666667		6127		7999.25		13373

		952		6685		7311.6666666667		6025		7969		13260

		962		6653		7290.3333333333		6022		7967.75		13194

		972		6623.6666666667		7258.3333333333		5993		7892.75		13106

		982		6601.6666666667		7224		5928		7871.75		13067

		992		6577		7159.3333333333		5885		7834.25		13014

		1002		6520.3333333333		7143		5850		7805		12954

		1012		6521		7089.6666666667		5792		7752		12918

		1022		6469		7054.6666666667		5757		7747		12800

		1032		6432		7036.3333333333		5721		7698		12731

		1042		6397		6962.6666666667		5708		7682		12615

		1052		6376.3333333333		6921.6666666667		5688		7657		12572

		1062		6374.3333333333		6892		5609		7554		12557

		1072		6328.6666666667		6826		5614		7594		12515

		1082		6295.6666666667		6793		5636		7540		12377

		1092		6261.3333333333		6760		5551		7530		12337

		1102		6242.6666666667		6714		5497		7480		12236

		1112		6206.3333333333		6678		5473		7424		12198

		1122		6163.6666666667		6664		5460		7396		12120

		1132		6144.6666666667		6615		5373		7332		12096

		1142		6109.3333333333		6621		5365		7359		12111

		1152		6111.3333333333		6530		5334		7306		11970

		1162		6047		6450		5279		7286		11940

		1172		6025.6666666667		6496		5258		7205		11937

		1182		6024.3333333333		6452		5227		7169		11699

		1192		5965.3333333333		6425		5224		7158		11687

		1202		5963		6381		5162		7086		11645

		1212		5916.6666666667		6359		5127		7116		11564

		1222		5935.3333333333		6294		5117		7051		11547

		1232		5882.3333333333		6312		5062		7036		11521

		1242		5871.3333333333		6271		5034		7005		11378

		1252		5829.6666666667		6231		4998		6922		11342

		1262		5805.3333333333		6268		4964		6953		11240

		1272		5760.3333333333		6181		4935		6919		11211

		1282		5775.3333333333		6177		4930		6886		11128

		1292		5724.6666666667		6087		4879		6841		11117

		1302		5690.6666666667		6102		4832		6860		11059

		1312		5686		6068		4803		6783		11013

		1322		5648		6003		4827		6791		10923

		1332		5614		6048		4717		6740		10882

		1342		5591.6666666667		6024		4734		6703		10843

		1352		5535.6666666667		5954		4704		6701		10803

		1362		5548		5932		4686		6660		10674

		1372		5550.3333333333		5879		4684		6654		10646

		1382		5488.6666666667		5823		4694		6598		10567

		1392		5467.3333333333		5857		4616		6537		10508

		1402		5438.6666666667		5777		4606		6497		10466

		1412		5435		5777		4560		6559		10430

		1422		5403.3333333333		5774		4510		6500		10405

		1432		5383.6666666667		5738		4507		6465		10381

		1442		5358		5709		4448		6431		10298

		1452		5342.3333333333		5699		4427		6413		10192

		1462		5309		5675		4427		6372		10186

		1472		5279.6666666667		5608		4363		6374		10073

		1482		5265		5562		4366		6324		10028

		1492		5223.6666666667		5526		4310		6311		10072

		1502		5207.6666666667		5501		4344		6298		9995

		1512		5181		5485		4297		6239		9918

		1522		5158		5432		4254		6212		9911

		1532		5115		5436		4246		6234		9778

		1542		5105.6666666667		5341		4213		6160		9790

		1552		5081		5300		4171		6159		9665

		1562		5098		5284		4147		6154		9684

		1572		5066.3333333333		5276		4167		6072		9650

		1582		5011.6666666667		5267		4101		6076		9543

		1592		5016.6666666667		5203		4068		6017		9491

		1602		4967.3333333333		5171		4049		6006		9487

		1612		4923.6666666667		5165		4031		5991		9447

		1622		4923		5129		4030		5952		9299

		1632		4910.6666666667		5092		3997		5922		9326

		1642		4878		5068		4004		5903		9227

		1652		4854.6666666667		5012		3944		5873		9187

		1662		4836		4992		3958		5880		9195

		1672		4795		4923		3896		5817		9101

		1682		4771.6666666667		4920		3875		5764		9034

		1692		4733.3333333333		4866		3870		5750		9070

		1702		4741.3333333333		4909		3891		5760		8916

		1712		4727.3333333333		4868		3854		5731		8921

		1722		4685.3333333333		4793		3820		5700		8893

		1732		4669.3333333333		4803		3811		5691		8785

		1742		4564		4714		3767		5655		8801

		1752		4549		4718		3764		5617		8759

		1762		4528		4667		3708		5623		8691

		1772		4494		4662		3681		5591		8679

		1782		4504		4661		3680		5537		8602

		1792		4484		4593		3673		5502		8552

		1802		4457		4578		3594		5499		8545

		1812		4470		4544		3639		5492		8408

		1822		4373		4569		3576		5453		8464

		1832		4363		4512		3579		5405		8369

		1842		4339		4456		3538		5399		8393

		1852		4341		4518		3527		5387		8342

		1862		4302		4409		3522		5325		8232

		1872		4299		4368		3494		5329		8249

		1882		4247		4324		3473		5329		8113

		1892		4261		4274		3485		5304		8107

		1902		4242		4338		3450		5272		8088

		1912		4197		4278		3407		5247		8021

		1922		4182		4288		3397		5247		8034

		1932		4168		4269		3403		5219		7978

		1942		4122		4211		3359		5171		7887

		1952		4133		4168		3370		5180		7854

		1962		4107		4171		3320		5159		7829

		1972		4088		4105		3325		5096		7776

		1982		4079		4106		3291		5076		7764

		1992		4029		4054		3299		5113		7703

		2002		3975		4037		3252		5094		7704

		2012		3985		4063		3263		5045		7588

		2022		3982		4009		3248		5024		7581

		2032		3976		3952		3185		4993		7553

		2042		3934		3928		3128		4983		7509

		2052		3924		3935		3185		4988		7504

		2062		3895		3864		3119		4923		7421

		2072		3867		3887		3140		4907		7404

		2082		3854		3848		3117		4910		7367

		2092		3846		3846		3087		4907		7350

		2102		3809		3785		3069		4867		7260

		2112		3761		3776		3074		4832		7259

		2122		3781		3759		3045		4812		7168

		2132		3791		3746		3048		4808		7175

		2142		3755		3700		3028		4774		7115

		2152		3727		3677		3021		4773		7125

		2162		3718		3668		3007		4758		7082

		2172		3686		3592		2991		4683		7019

		2182		3670		3598		2969		4697		7027

		2192		3667		3606		2956		4667		6974

		2202		3658		3573		2955		4684		6902

		2212		3628		3531		2898		4657		6860

		2222		3616		3526		2875		4656		6881

		2232		3600		3493		2887		4623		6817

		2242		3564		3491		2861		4626		6803

		2252		3565		3441		2847		4596		6751

		2262		3522		3451		2825		4554		6727

		2272		3534		3439		2808		4551		6671

		2282		3530		3377		2789		4509		6643

		2292		3483		3392		2814		4503		6610

		2302		3464		3345		2749		4514		6591

		2312		3443		3319		2755		4482		6535

		2322		3443		3304		2733		4464		6493

		2332		3401		3290		2746		4430		6456

		2342		3425		3285		2703		4411		6445

		2352		3413		3261		2730		4376		6399

		2362		3394		3243		2692		4376		6399

		2372		3363		3225		2680		4379		6320

		2382		3349		3158		2650		4320		6294

		2392		3364		3193		2647		4362		6279

		2402		3310		3140		2630		4320		6200

		2412		3297		3110		2616		4300		6246

		2422		3274		3072		2597		4284		6204

		2432		3245		3070		2581		4261		6182

		2442		3214		3054		2566		4257		6125

		2452		3214		2994		2564		4197		6090

		2462		3221		3000		2548		4214		6035

		2472		3220		2930		2511		4143		6060

		2482		3167		2947		2544		4120		6038

		2492		3145		2932		2476		4129		5965

		2502		3161		2913		2481		4083		5916

		2512		3135		2874		2452		4077		5934

		2522		3090		2877		2479		4065		5914

		2532		3094		2863		2420		4061		5848

		2542		3079		2819		2385		4033		5804

		2552		3057		2816		2397		4004		5780

		2562		3044		2777		2355		3982		5759

		2572		3072		2776		2381		3982		5762

		2582		3041		2761		2382		4004		5701

		2592		3000		2717		2341		3901		5680

		2602		2992		2744		2319		3899		5704

		2612		2979		2704		2347		3914		5609

		2622		2978		2718		2288		3890		5591

		2632		2961		2664		2280		3896		5577

		2642		2966		2656		2269		3885		5565

		2652		2957		2685		2261		3855		5496

		2662		2951		2595		2243		3787		5481

		2672		2923		2624		2245		3800		5421

		2682		2885		2604		2210		3808		5430

		2692		2880		2550		2189		3784		5436

		2702		2885		2594		2197		3769		5376

		2712		2864		2567		2191		3751		5380

		2722		2890		2539		2179		3728		5330

		2732		2831		2544		2155		3699		5309

		2742		2846		2490		2130		3706		5245

		2752		2832		2526		2126		3682		5240

		2762		2805		2431		2138		3659		5241

		2772		2780		2436		2116		3649		5177

		2782		2822		2405		2121		3643		5164

		2792		2774		2410		2090		3614		5109

		2802		2748		2387		2054		3576		5091

		2812		2742		2371		2077		3584		5103

		2822		2755		2384		2062		3608		5079

		2832		2722		2371		2039		3553		5024

		2842		2714		2343		2035		3553		4949

		2852		2699		2324		2024		3547		4995

		2862		2710		2310		1984		3505		5011

		2872		2690		2299		2000		3510		4960

		2882		2699		2308		1969		3518		4970

		2892		2632		2278		2015		3479		4851

		2902		2641		2236		1957		3485		4840

		2912		2628		2265		1971		3456		4797

		2922		2643		2242		1932		3420		4827

		2932		2627		2218		1944		3445		4802

		2942		2598		2227		1922		3403		4734

		2952		2598		2216		1915		3398		4727

		2962		2590		2182		1910		3390		4706

		2972		2603		2191		1899		3385		4712

		2982		2545		2153		1889		3344		4659

		2992		2561		2165		1888		3343		4645

		3002		2557		2122		1876		3335		4619

		3012		2511		2153		1843		3301		4585

		3022		2513		2147		1853		3311		4560

		3032		2542		2098		1819		3316		4519

		3042		2510		2121		1810		3266		4514

		3052		2493		2085		1815		3275		4512

		3062		2491		2087		1805		3264		4495

		3072		2473		2082		1808		3263		4464

		3082		2487		2037		1784		3234		4428

		3092		2469		2048		1778		3251		4429

		3102		2447		1991		1755		3253		4376

		3112		2451		2009		1782		3200		4461

		3122		2429		1994		1739		3190		4363

		3132		2434		1955		1723		3157		4333

		3142		2417		2016		1724		3169		4326

		3152		2416		1980		1713		3190		4316

		3162		2403		1972		1712		3142		4284

		3172		2393		1950		1710		3148		4237

		3182		2401		1957		1697		3108		4237

		3192		2391		1947		1655		3129		4225

		3202		2389		1975		1700		3091		4178

		3212		2365		1910		1636		3083		4142

		3222		2369		1915		1655		3087		4147

		3232		2348		1926		1642		3063		4140

		3242		2326		1890		1632		3076		4105

		3252		2321		1899		1640		3044		4082

		3262		2303		1893		1634		3007		4024

		3272		2322		1851		1612		3029		4021

		3282		2305		1864		1620		3027		3996

		3292		2316		1868		1605		2990		4019

		3302		2283		1848		1597		2978		3964

		3312		2274		1834		1611		2989		3943

		3322		2284		1837		1598		2949		3929

		3332		2308		1809		1559		2976		3955

		3342		2253		1813		1581		2958		3896

		3352		2234		1811		1550		2964		3906

		3362		2244		1772		1565		2952		3896

		3372		2230		1762		1551		2959		3804

		3382		2238		1758		1513		2929		3820

		3392		2227		1763		1535		2894		3827

		3402		2198		1739		1514		2888		3767

		3412		2203		1717		1499		2893		3746

		3422		2212		1706		1482		2873		3755

		3432		2179		1700		1492		2888		3737

		3442		2205		1696		1489		2837		3741

		3452		2187		1701		1477		2822		3678

		3462		2181		1695		1483		2850		3679

		3472		2174		1712		1482		2816		3662

		3482		2175		1665		1444		2807		3647

		3492		2163		1658		1445		2805		3617

		3502				1645		1431		2798		3636

		3512				1653		1455		2791		3606

		3522				1678		1454		2775		3578

		3532				1627		1434		2775		3567

		3542				1612		1432		2770		3537

		3552				1613		1416		2745		3514

		3562				1595		1445		2759		3532

		3572				1596		1400		2756		3511

		3582				1560		1382		2733		3463

		3592				1582		1394		2732		3476

		3602				1599		1392		2701		3440

		3612				1583		1400		2700		3420

		3622				1555		1378		2690		3400

		3632				1549		1379		2694		3380

		3642				1531		1351		2676		3292

		3652				1534		1364		2680		3278

		3662				1549		1336		2645		3304

		3672				1502		1337		2639		3248

		3682				1533		1313		2636		3247

		3692				1500		1350		2606		3210

		3702				1489		1340		2637		3233

		3712				1505		1324		2610		3192

		3722				1447		1319		2630		3189

		3732				1453		1319		2598		3139

		3742				1476		1303		2606		3165

		3752				1457				2559		3128

		3762				1449				2570		3100

		3772				1439				2558		3087
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4%гель

				10FMN-3,5%		20FMN-3,5%		30FMN-3,5%		40FMN-3,5%		50FMN-3,5%

		2		6781.75		9295.6666666667		8950		8854.6666666667		15517

		12		7815.25		10310.3333333333		9587		9144.3333333333		17680

		22		8449.25		11015.3333333333		10095.6666666667		9221		18795.3333333333

		32		8792.75		11404		10346		9260.3333333333		19183.3333333333

		42		8941.5		11567.6666666667		10412.3333333333		9273.6666666667		19301.3333333333

		52		9005.25		11628.6666666667		10434.3333333333		9309		19481.6666666667

		62		8974		11598		10376		9322		19621.6666666667

		72		8917.75		11535.6666666667		10340.3333333333		9328.3333333333		19658.3333333333

		82		8827.25		11503.3333333333		10262		9332.6666666667		19725.3333333333

		92		8764		11407.3333333333		10185		9327		19728.6666666667

		102		8673		11323.6666666667		10112		9320.6666666667		19759

		112		8615		11203		9985.3333333333		9340.3333333333		19720.3333333333

		122		8520.75		11143.3333333333		9900		9281		19714

		132		8446.75		11034.3333333333		9830		9275.6666666667		19648.6666666667

		142		8359.5		10930.3333333333		9735.6666666667		9245		19567.6666666667

		152		8296.75		10856.3333333333		9643.3333333333		9203.6666666667		19484

		162		8260.25		10741.6666666667		9582		9172.3333333333		19395.3333333333

		172		8207.5		10657.6666666667		9462.6666666667		9134.6666666667		19312

		182		8137.75		10562.6666666667		9390.3333333333		9127		19204.6666666667

		192		8061.75		10466.6666666667		9300.6666666667		9082.3333333333		19063

		202		8051		10410.6666666667		9217.3333333333		9069.3333333333		18987.6666666667

		212		8026.5		10262		9138		9018		18835

		222		7950		10235.6666666667		9066.3333333333		8992.3333333333		18677.3333333333

		232		7882.5		10144.6666666667		8984.6666666667		8947		18638

		242		7843		10098		8909.6666666667		8969.3333333333		18513.6666666667

		252		7835.5		9994.6666666667		8835.3333333333		8911.6666666667		18408.3333333333

		262		7791.5		9931.6666666667		8762		8873.3333333333		18290.6666666667

		272		7759.5		9877.6666666667		8663		8802.3333333333		18207.6666666667

		282		7695.25		9781.3333333333		8656.3333333333		8793		18023

		292		7650.5		9740.6666666667		8568.3333333333		8742.6666666667		18024.3333333333

		302		7634		9694.6666666667		8465.6666666667		8710.6666666667		17890.3333333333

		312		7591.25		9580.3333333333		8422.6666666667		8680		17758.6666666667

		322		7556.5		9543		8357.3333333333		8631.3333333333		17692.3333333333

		332		7537.75		9478.6666666667		8312		8623.6666666667		17598.6666666667

		342		7489.75		9405		8227		8588.3333333333		17495

		352		7449.75		9368.6666666667		8181.3333333333		8545.6666666667		17372

		362		7428.75		9343		8114.6666666667		8530.6666666667		17298.3333333333

		372		7391.5		9253.6666666667		8088		8477		17174.3333333333

		382		7347.75		9178		8007.6666666667		8459.3333333333		17107

		392		7333.75		9154.6666666667		7955		8388.6666666667		17003.6666666667

		402		7305		9078.3333333333		7896.3333333333		8377.3333333333		16908.6666666667

		412		7248		9038.3333333333		7824.3333333333		8354		16831.3333333333

		422		7217		8974.3333333333		7779.6666666667		8322.6666666667		16737

		432		7182.75		8918.3333333333		7726.3333333333		8255.6666666667		16667

		442		7148		8898.3333333333		7702.6666666667		8223.3333333333		16584

		452		7130.5		8850.6666666667		7661.6666666667		8177.6666666667		16469

		462		7093.75		8798		7584.6666666667		8175.6666666667		16392

		472		7081.5		8730		7534		8150.6666666667		16344.3333333333

		482		7033.5		8697		7539		8108.6666666667		16195

		492		7012.5		8645		7447.3333333333		8080.6666666667		16143.3333333333

		502		7013.75		8591		7403		8023.3333333333		16064.3333333333

		512		6942		8568.6666666667		7365.3333333333		8053.3333333333		15956.6666666667

		522		6930.5		8514		7312.6666666667		7975.6666666667		15912

		532		6907.5		8454		7252		7928		15798.6666666667

		542		6896		8406.3333333333		7187		7893		15769

		552		6838.5		8360		7159.3333333333		7873.6666666667		15689.3333333333

		562		6829		8351.6666666667		7154.3333333333		7819.3333333333		15582.3333333333

		572		6793.25		8276		7081.3333333333		7783.6666666667		15495

		582		6773.75		8197.3333333333		7057.6666666667		7770		15391.6666666667

		592		6719.75		8211		6999.6666666667		7706.3333333333		15391.3333333333

		602		6729.75		8167		6949		7719		15246.3333333333

		612		6675.5		8111		6899.6666666667		7682		15216.6666666667

		622		6664.75		8059.3333333333		6829.6666666667		7621		15112

		632		6618.25		8043		6826.3333333333		7577		15009.6666666667

		642		6580.75		7978.3333333333		6785.6666666667		7554		14939.3333333333

		652		6594.75		7944.3333333333		6764.6666666667		7543		14853.3333333333

		662		6565.75		7880		6748		7520		14812.6666666667

		672		6530.5		7857.3333333333		6680.3333333333		7486		14723

		682		6497.5		7817.3333333333		6613.3333333333		7459		14673.3333333333

		692		6483		7787		6604		7404.6666666667		14570.3333333333

		702		6458		7705.6666666667		6557		7389		14507

		712		6434.25		7629.6666666667		6522.6666666667		7359.6666666667		14483

		722		6412.75		7628.6666666667		6491		7308.3333333333		14383.3333333333

		732		6380.5		7610		6458.3333333333		7294		14352

		742		6354.5		7570.3333333333		6396.6666666667		7232		14264.6666666667

		752		6332.75		7547.6666666667		6370.3333333333		7253.6666666667		14111.3333333333

		762		6303.5		7475.3333333333		6327.6666666667		7242.6666666667		14043.3333333333

		772		6299.5		7450		6297.6666666667		7191.6666666667		13975.3333333333

		782		6262.5		7409.6666666667		6271.6666666667		7157		13887

		792		6236		7365		6218		7139.3333333333		13829.3333333333

		802		6200.5		7359.6666666667		6187.6666666667		7097		13775.6666666667

		812		6163.25		7307.6666666667		6149.6666666667		7074		13710.3333333333

		822		6150.25		7264.3333333333		6107		7048.3333333333		13632

		832		6118.5		7212.3333333333		6100		6976.6666666667		13574

		842		6129.75		7206.6666666667		6045.6666666667		6982.6666666667		13536.3333333333

		852		6086.5		7161.6666666667		6041		6972.6666666667		13482

		862		6056.5		7110		5960		6943		13404.3333333333

		872		6028.25		7072.6666666667		5964.3333333333		6918.3333333333		13351.3333333333

		882		6034.5		7072		5889.6666666667		6902		13246

		892		5966.5		7039		5898		6850		13208.6666666667

		902		5962.75		6984		5856.3333333333		6822.3333333333		13102

		912		5975.75		6963.3333333333		5814.3333333333		6767.3333333333		13097

		922		5915.75		6906		5778		6758		13044

		932		5905.75		6918.6666666667		5735		6760.6666666667		12963.3333333333

		942		5876.5		6835.3333333333		5701.3333333333		6726.3333333333		12948.6666666667

		952		5839.5		6816.3333333333		5669.3333333333		6705.6666666667		12837

		962		5816.75		6789.3333333333		5654		6680		12767.6666666667

		972		5811.25		6713.6666666667		5606.3333333333		6637		12706

		982		5788		6678.6666666667		5566		6598.6666666667		12689

		992		5765.75		6686.3333333333		5489		6585		12606

		1002		5744		6660.6666666667		5484		6566.3333333333		12531

		1012		5714.75		6623.3333333333		5410		6523		12426

		1022		5673.25		6560		5413		6489.3333333333		12423

		1032		5659.5		6549.3333333333		5377		6454.6666666667		12330

		1042		5653.75		6483.6666666667		5321		6432.3333333333		12205

		1052		5617.5		6472.3333333333		5265		6417.6666666667		12172

		1062		5605.5		6444.6666666667		5256		6389.6666666667		12165

		1072		5585.25		6422.6666666667		5250		6367		12120

		1082		5568.75		6393.6666666667		5213		6369		12006

		1092		5543.5		6343		5181		6350		11994

		1102		5517.25		6314.3333333333		5125		6249		11950

		1112		5486.75		6286.6666666667		5120		6225		11871

		1122		5492.25		6249.3333333333		5044		6258		11803

		1132		5473.75		6235.3333333333		5090		6249		11704

		1142		5436.5		6176		4991		6213		11679

		1152		5421.5		6173.3333333333		4963		6154		11633

		1162		5386.5		6156.6666666667		4914		6180		11554

		1172		5392.5		6117		4916		6075		11471

		1182		5372.25		6075		4890		6087		11480

		1192		5346.75		6041.6666666667		4894		6103		11363

		1202		5304.25		6040		4835		6014		11371

		1212		5308.5		6007.6666666667		4832		5987		11256

		1222		5272.75		5966		4807		6018		11258

		1232		5248.5		5939.3333333333		4758		6035		11184

		1242		5245.75		5882.3333333333		4702		5953		11101

		1252		5215.75		5866.6666666667		4695		5909		11020

		1262		5209.75		5857.6666666667		4667		5892		10983

		1272		5149.5		5811.3333333333		4662		5882		10954

		1282		5157.75		5778		4589		5876		10878

		1292		5143.5		5766.6666666667		4575		5859		10875

		1302		5130.5		5744		4567		5819		10790

		1312		5084		5725		4533		5810		10739

		1322		5110.25		5683		4517		5774		10645

		1332		5071.75		5658		4496		5757		10622

		1342		5032.75		5615.3333333333		4485		5708		10579

		1352		5015		5627.3333333333		4458		5715		10487

		1362		4986.5		5582		4420		5646		10400

		1372		4986		5559		4389		5628		10358

		1382		4971		5525		4372		5611		10407

		1392		4935.75		5511		4329		5636		10307

		1402		4915.75		5492		4323		5593		10227

		1412		4916.75		5433		4303		5497		10193

		1422		4914.25		5416		4263		5509		10150

		1432		4856.25		5400		4219		5556		10108

		1442		4862.75		5365		4203		5529		10108

		1452		4832		5329		4220		5458		10049

		1462		4795.75		5305		4193		5454		10010

		1472		4739		5297		4152		5405		9939

		1482		4700		5250		4188		5368		9885

		1492		4737		5217		4052		5373		9784

		1502		4708		5233		4077		5330		9798

		1512		4661		5223		4069		5315		9655

		1522		4660		5183		4013		5237		9617

		1532		4631		5195		4003		5303		9585

		1542		4629		5154		3985		5234		9554

		1552		4622		5105		3963		5244		9446

		1562		4574		5024		3904		5236		9481

		1572		4571		5056		3886		5213		9391

		1582		4543		5016		3915		5202		9387

		1592		4510		5029		3843		5141		9313

		1602		4482		4973		3848		5142		9241

		1612		4484		4979		3818		5131		9230

		1622		4511		4904		3796		5164		9180

		1632		4459		4909		3751		5080		9085

		1642		4444		4904		3784		5037		9083

		1652		4466		4884		3710		5048		9051

		1662		4406		4820		3720		5019		8917

		1672		4397		4796		3704		4967		8899

		1682		4404		4776		3675		4946		8848

		1692		4409		4780		3682		4959		8868

		1702		4392		4691		3626		4902		8796

		1712		4315		4720		3607		4875		8748

		1722		4304		4679		3601		4894		8687

		1732		4293		4662		3584		4868		8649

		1742		4273		4645		3556		4836		8641

		1752		4293		4639		3542		4835		8580

		1762		4227		4598		3541		4784		8536

		1772		4248		4560		3494		4796		8445

		1782		4260		4516		3444		4772		8434

		1792		4221		4547		3443		4771		8397

		1802		4179		4499		3447		4741		8359

		1812		4182		4484		3379		4691		8314

		1822		4169		4450		3401		4685		8269

		1832		4155		4389		3368		4639		8208

		1842		4112		4444		3345		4652		8157

		1852		4118		4381		3320		4613		8147

		1862		4113		4384		3319		4625		8109

		1872		4095		4381		3329		4583		8047

		1882		4084		4336		3270		4535		8081

		1892		4027		4366		3240		4553		7955

		1902		4057		4292		3240		4544		7951

		1912		3958		4251		3222		4467		7936

		1922		3998		4243		3161		4496		7827

		1932		4015		4206		3188		4446		7789

		1942		3989		4224		3161		4490		7779

		1952		3957		4199		3158		4442		7687

		1962		3923		4199		3091		4440		7685

		1972		3933		4132		3092		4426		7657

		1982		3894		4144		3095		4382		7592

		1992		3918		4146		3079		4391		7551

		2002		3913		4120		3089		4348		7500

		2012		3899		4064		3024		4298		7519

		2022		3845		4046		3009		4295		7487

		2032		3856		3985		2976		4266		7421

		2042		3826		3970		2956		4265		7349

		2052		3817		4011		2976		4265		7385

		2062		3797		3997		2946		4233		7277

		2072		3796		3924		2932		4206		7261

		2082		3779		3966		2891		4213		7172

		2092		3765		3915		2848		4176		7195

		2102		3732		3860		2907		4184		7153

		2112		3725		3902		2867		4126		7142

		2122		3739		3883		2836		4122		7043

		2132		3696		3806		2814		4091		7065

		2142		3654		3806		2771		4045		6998

		2152		3732		3783		2789		4067		6970

		2162		3665		3797		2769		4074		6973

		2172		3651		3766		2755		4036		6884

		2182		3616		3746		2749		4007		6795

		2192		3618		3705		2717		3977		6829

		2202		3596		3676		2704		3995		6850

		2212		3605		3693		2678		3939		6774

		2222		3634		3635		2695		3971		6773

		2232		3558		3637		2651		3975		6673

		2242		3598		3631		2639		3893		6674

		2252		3550		3601		2620		3938		6658

		2262		3516		3581		2622		3873		6585

		2272		3531		3610		2601		3854		6572

		2282		3527		3539		2597		3809		6531

		2292		3520		3533		2533		3822		6459

		2302		3448		3527		2537		3811		6513

		2312		3484		3521		2550		3843		6428

		2322		3460		3490		2532		3796		6364

		2332		3421		3460		2500		3726		6381

		2342		3443		3445		2487		3729		6343

		2352		3412		3410		2438		3679		6280

		2362		3389		3444		2421		3692		6349

		2372		3428		3398		2442		3659		6222

		2382		3391		3380		2417		3653		6264

		2392		3335		3352		2353		3640		6175

		2402		3300		3320		2352		3630		6140

		2412		3291		3295		2320		3620		6135

		2422		3234		3280		2307		3609		6130

		2432		3254		3256		2258		3546		6034

		2442		3248		3248		2230		3533		6053

		2452		3216		3236		2201		3524		6009

		2462		3189		3235		2185		3506		5968

		2472		3162		3206		2173		3503		5970

		2482		3123		3166		2186		3494		5893

		2492		3121		3138		2153		3435		5895

		2502		3157		3157		2126		3454		5925

		2512		3106		3149		2144		3439		5817

		2522		3099		3129		2116		3425		5783

		2532		3093		3105		2072		3447		5762

		2542		3094		3096		2082		3412		5755

		2552		3075		3092		2069		3349		5725

		2562		3000		3053		2040		3370		5722

		2572		3029		3022		2032		3361		5643

		2582		2995		3036		2009		3352		5612

		2592		2963		3027		1988		3311		5615

		2602		2954		3011		1985		3312		5540

		2612		2940		3001		1966		3304		5516

		2622		2916		2953		1973		3255		5542

		2632		2926		2947		1947		3249		5534

		2642		2913		2939		1917		3225		5480

		2652		2887		2926		1927		3202		5433

		2662		2882		2903		1879		3180		5408

		2672		2861		2928		1883		3212		5425

		2682		2837		2890		1873		3184		5332

		2692		2830		2857		1866		3134		5312

		2702		2825		2839		1855		3156		5300

		2712		2831		2837		1850		3146		5269

		2722		2809		2831		1834		3121		5237

		2732		2834		2793		1836		3119		5191

		2742		2740		2816		1842		3105		5190

		2752		2798		2815		1809		3076		5114

		2762		2734		2753		1802		3043		5127

		2772		2718		2759		1808		3041		5086

		2782		2732		2732		1765		3008		5074

		2792		2741		2715		1745		3010		5085

		2802		2668		2719		1723		2994		5037

		2812		2657		2717		1731		3027		5022

		2822		2683		2665		1728		2997		5031

		2832		2650		2646		1724		2962		5002

		2842		2626		2639		1701		2940		4963

		2852		2644		2661		1714		2952		4960

		2862		2621		2660		1698		2906		4893

		2872		2609		2603		1670		2906		4859

		2882		2610		2582		1664		2922		4860

		2892		2609		2613		1654		2877		4821

		2902		2574		2595		1639		2868		4791

		2912		2580		2558		1655		2844		4768

		2922		2559		2549		1621		2840		4755

		2932		2543		2544		1601		2816		4745

		2942		2535		2515		1602		2810		4681

		2952		2527		2522		1596		2755		4658

		2962		2463		2493		1589		2793		4651

		2972		2513		2487		1568		2804		4665

		2982		2492		2497		1582		2765		4613

		2992		2484		2490		1552		2760		4584

		3002		2469		2462		1551		2743		4595

		3012		2457		2456		1565		2727		4538

		3022		2435		2435		1520		2719		4537

		3032		2425		2403		1521		2722		4511

		3042		2402		2432		1516		2686		4487

		3052		2424		2384		1494		2646		4470

		3062		2362		2383		1492		2659		4439

		3072		2392		2351		1479		2658		4416

		3082		2396		2355		1503		2655		4353

		3092		2351		2320		1482		2630		4375

		3102		2356		2351		1468		2606		4366

		3112		2334		2323		1468		2600		4362

		3122		2326		2304		1431		2586		4341

		3132		2319		2292		1416		2566		4309

		3142		2279		2277		1401		2546		4271

		3152		2331		2286		1410		2540		4219

		3162		2296		2266		1439		2553		4226

		3172		2262		2244		1409		2523		4199

		3182		2289		2240		1408		2511		4202

		3192		2254		2235		1379		2517		4165

		3202		2232		2204		1396		2477		4155

		3212		2224		2188		1380		2526		4140

		3222		2189		2192		1354		2474		4146

		3232		2190		2188		1358		2445		4128

		3242		2197		2168		1355		2458		4067

		3252		2216		2180		1364		2421		4102

		3262		2172		2143		1329		2448		4039

		3272		2174		2157		1322		2427		4027

		3282		2150		2132		1319		2397		4001

		3292		2158		2131		1321		2393		3973

		3302		2164		2097		1337		2361		3944

		3312		2120		2124		1308		2380		3970

		3322		2111		2096		1285		2362		3929

		3332		2115		2102		1264		2372		3918

		3342		2099		2069		1270		2337		3892

		3352		2112		2060		1275		2339		3883

		3362		2117		2072		1264		2315		3864

		3372		2058		2012		1245		2282		3776

		3382		2082		2045		1241		2291		3830

		3392		2089		1997		1224		2290		3784

		3402		2059		2011		1239		2247		3807

		3412		2020		2003		1216		2259		3732

		3422		2058		2000		1214		2252		3757

		3432		2031		1974		1202		2238		3698

		3442		2044		1986		1213		2221		3710

		3452		1990		1973		1207		2203		3681

		3462		2023		1950		1189		2236		3664

		3472		1993		1917		1195		2185		3660

		3482		1978		1930		1169		2179		3597

		3492		1966		1929		1167		2183		3589

		3502		1963		1904		1170		2175		3551

		3512		1939		1913		1189		2164		3579

		3522		1961		1922		1148		2123		3573

		3532		1928		1902		1157		2117		3533

		3542		1897		1887		1161		2137		3515

		3552		1924		1871		1119		2108		3539

		3562		1901		1863		1131		2143		3489

		3572		1921		1874		1122		2098		3452

		3582		1878		1850		1113		2124		3497

		3592		1874		1824		1083		2065		3458

		3602		1880		1830		1097		2051		3441

		3612		1881		1796		1101		2039		3422

		3622		1864		1808		1085		2050		3431

		3632		1855		1802		1115		2046		3348

		3642		1841		1783		1082		2035		3388

		3652		1832		1801		1069		2014		3338

		3662		1834		1771		1059		2011		3356

		3672		1829		1775		1065		1990		3308

		3682		1820		1784		1063		1989		3319

		3692		1796		1742		1054		1966		3278

		3702		1773		1709		1065		1982		3269

		3712		1800		1745		1056		1969		3260

		3722		1787		1732		1033		1954		3255

		3732		1798		1745		1020		1948		3251

		3742		1774		1708		1032		1940		3237

		3752		1759		1707		1013		1899		3197

		3762		1742		1671		1016		1905		3181

		3772		1754		1694		1016		1912		3165

		3782		1725		1670		1028		1904		3109

		3792		1688		1691		975		1904		3121

		3802		1722		1657		992		1877		3117

		3812		1694		1670		957		1885		3123

		3822		1699		1651		975		1875		3101

		3832		1709		1594		966		1884		3104

		3842		1683		1630		976		1831		3078

		3852		1650		1581		952		1833		3061

		3862		1651		1597		963		1847		3013

		3872		1648		1602		946		1826		2989

		3882		1648		1587		951		1812		3027

		3892		1648		1590		957		1817		2995

		3902		1627		1573		944		1764		3001

		3912		1627		1597		939		1792		2976

		3922		1625		1557		929		1776		2995

		3932		1607				919		1752		2944

		3942		1580						1765		2905

		3952		1597						1775		2917

		3962		1599						1751		2907

		3972		1601						1739		2864

		3982		1599						1718		2852

		3992		1563						1720		2862

		4002		1567						1698		2865

		4012		1572						1722		2837

		4022		1554						1720		2808

		4032		1523						1687		2803

		4042		1529						1718		2815

		4052		1513						1695		2791

		4062		1543						1662		2772

		4072		1464								2748

		4082		1505								2745

		4092		1476								2703

		4102		1513								2729

		4112		1476								2706

		4122		1477								2695

		4132		1489								2691

		4142		1452								2662

		4152		1474								2703

		4162		1473								2642

		4172		1469								2626

		4182		1450								2632

		4192		1422								2604

		4202		1432

		4212

		4222

		4232

		4242

		4252

		4262

		4272

		4282

		4292

		4302

		4312

		4322

		4332

		4342

		4352

		4362

		4372

		4382

		4392

		4402

		4412

		4422

		4432

		4442

		4452

		4462

		4472

		4482

		4492

		4502

		4512

		4522

		4532

		4542

		4552

		4562

		4572

		4582

		4592

		4602

		4612

		4622

		4632

		4642

		4652

		4662

		4672

		4682

		4692

		4702

		4712

		4722

		4732

		4742

		4752

		4762

		4772

		4782

		4792

		4802

		4812

		4822

		4832

		4842

		4852
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5%гель

				10FMN-4%		20FMN-4%		30FMN-4%		40FMN-4%		50FMN-4%

		2		6266		8545.6666666667		7727		8042.6666666667		9635.6666666667

		12		7418.6666666667		9461.3333333333		8022.3333333333		8746.6666666667		11298

		22		8122.3333333333		10088.3333333333		8393		8941.3333333333		12481.3333333333

		32		8417.6666666667		10305		8539.6666666667		8886.6666666667		13142

		42		8471.3333333333		10398.3333333333		8669		8778		13438

		52		8486		10262.3333333333		8658.6666666667		8673.6666666667		13442

		62		8382		10192.6666666667		8611.6666666667		8535		13364.6666666667

		72		8275		10059.3333333333		8587.3333333333		8427.6666666667		13184

		82		8161		9902.3333333333		8522.6666666667		8339.3333333333		13056.6666666667

		92		8060.6666666667		9795.3333333333		8504.3333333333		8273.6666666667		12911.3333333333

		102		7962.3333333333		9633.3333333333		8413		8198		12806.3333333333

		112		7856		9535.3333333333		8339.3333333333		8131.6666666667		12670

		122		7781.6666666667		9456		8274.3333333333		8062		12591.3333333333

		132		7690.3333333333		9314.6666666667		8214.6666666667		7989.6666666667		12424.6666666667

		142		7608		9207.3333333333		8154.6666666667		7955.3333333333		12311.6666666667

		152		7553.3333333333		9112.6666666667		8113.3333333333		7937		12202.6666666667

		162		7462.3333333333		9046		8031.3333333333		7866.6666666667		12076.6666666667

		172		7416		8954.6666666667		7999.6666666667		7848.6666666667		11996.3333333333

		182		7339.3333333333		8855.3333333333		7901.6666666667		7804		11909.6666666667

		192		7315.3333333333		8756.3333333333		7877.6666666667		7760		11780

		202		7247.3333333333		8686		7849.3333333333		7727.6666666667		11747

		212		7183.6666666667		8615		7805		7662.3333333333		11628.6666666667

		222		7168		8561.6666666667		7760.6666666667		7665		11569

		232		7111.3333333333		8517		7712.3333333333		7625		11482.3333333333

		242		7085.3333333333		8432.3333333333		7646		7579		11399

		252		7005.3333333333		8352		7617.6666666667		7554.6666666667		11367

		262		6997.6666666667		8323.3333333333		7565.3333333333		7481.3333333333		11268.6666666667

		272		6930.3333333333		8280.6666666667		7534.6666666667		7491		11270.6666666667

		282		6909.6666666667		8214		7527		7454.3333333333		11171.6666666667

		292		6856		8167.3333333333		7434		7461.6666666667		11110.3333333333

		302		6829.3333333333		8085.6666666667		7419.3333333333		7430.3333333333		11031.6666666667

		312		6782.6666666667		8057.3333333333		7381.6666666667		7412.3333333333		10962.3333333333

		322		6743.3333333333		7977.6666666667		7340.6666666667		7349		10960.3333333333

		332		6730		7919.6666666667		7290.6666666667		7315		10861

		342		6702.6666666667		7864.6666666667		7244.6666666667		7314		10849.6666666667

		352		6627		7861.3333333333		7208.3333333333		7314		10792

		362		6642.3333333333		7813		7188.3333333333		7261.3333333333		10690.3333333333

		372		6591		7796.3333333333		7164		7245.6666666667		10667

		382		6569.6666666667		7718		7099.3333333333		7200.6666666667		10589

		392		6571.6666666667		7671		7105		7187.3333333333		10540.3333333333

		402		6500.6666666667		7621.3333333333		7058.6666666667		7164.6666666667		10507.3333333333

		412		6467.6666666667		7587.3333333333		7024.6666666667		7147		10434.6666666667

		422		6457.3333333333		7578.6666666667		7007.6666666667		7114.6666666667		10414.6666666667

		432		6434		7475		6965.3333333333		7082		10390.3333333333

		442		6430.6666666667		7468.6666666667		6961.6666666667		7101.3333333333		10311.3333333333

		452		6381.3333333333		7467.6666666667		6919		7047.3333333333		10259.3333333333

		462		6360.6666666667		7410.3333333333		6868.3333333333		7007		10220.6666666667

		472		6334		7355		6833		7010.6666666667		10203.3333333333

		482		6314		7368.3333333333		6846.3333333333		6936		10148.6666666667

		492		6263.6666666667		7262.6666666667		6779.3333333333		6945.3333333333		10107.6666666667

		502		6268.6666666667		7223.3333333333		6725.3333333333		6908.3333333333		10016.3333333333

		512		6219.3333333333		7206.6666666667		6699.3333333333		6894		9997

		522		6200.3333333333		7190.6666666667		6673		6856.6666666667		9954

		532		6182.6666666667		7138.3333333333		6672		6818.6666666667		9924

		542		6167.3333333333		7099.3333333333		6640		6790		9888.6666666667

		552		6138		7061.3333333333		6600.3333333333		6769.3333333333		9813

		562		6133		7013		6595.3333333333		6739		9793

		572		6110		6996		6529.6666666667		6724.6666666667		9700.3333333333

		582		6065.3333333333		6951.3333333333		6543.3333333333		6675.3333333333		9674

		592		6023.3333333333		6917		6484.3333333333		6635.3333333333		9623

		602		6036		6926.3333333333		6476		6654.6666666667		9616.3333333333

		612		5976		6885.3333333333		6427		6617.3333333333		9581.3333333333

		622		5964.6666666667		6824.3333333333		6399.6666666667		6578.6666666667		9540

		632		5944.6666666667		6795		6385.3333333333		6587.6666666667		9483.3333333333

		642		5893		6733		6378		6534.6666666667		9458.6666666667

		652		5895		6755		6346		6528.6666666667		9409.3333333333

		662		5868.3333333333		6726		6307		6471.3333333333		9336.3333333333

		672		5857.6666666667		6669.3333333333		6266		6466.3333333333		9305.3333333333

		682		5810.3333333333		6664		6257.3333333333		6426.6666666667		9278

		692		5834.3333333333		6639.3333333333		6225		6392.6666666667		9240.6666666667

		702		5774		6569.6666666667		6230.3333333333		6406.6666666667		9208

		712		5756.3333333333		6522.6666666667		6158		6341		9165

		722		5761.3333333333		6533.3333333333		6128.6666666667		6312.6666666667		9119

		732		5730.3333333333		6516.3333333333		6121.6666666667		6280		9071.3333333333

		742		5715.6666666667		6476.3333333333		6130.6666666667		6259		9039

		752		5701		6457		6071		6223.3333333333		8977

		762		5665		6405.3333333333		6066		6240		8963.6666666667

		772		5652		6380.6666666667		6032		6171.3333333333		8936

		782		5609.3333333333		6358.3333333333		6016		6136.3333333333		8892

		792		5630.6666666667		6340.3333333333		5968		6117		8855.6666666667

		802		5564.6666666667		6281.3333333333		5966		6097.3333333333		8800.3333333333

		812		5563.6666666667		6279.6666666667		5932.3333333333		6079		8785.3333333333

		822		5525.6666666667		6214		5905		6065.6666666667		8752.6666666667

		832		5528.3333333333		6235.6666666667		5883		6012		8694

		842		5508.3333333333		6193.6666666667		5873.6666666667		5991.3333333333		8653.6666666667

		852		5476.6666666667		6159.6666666667		5822.3333333333		5962.3333333333		8644.3333333333

		862		5467.3333333333		6120.6666666667		5810.3333333333		5944.6666666667		8590

		872		5415.6666666667		6121.6666666667		5765		5926		8555.3333333333

		882		5411.6666666667		6096.3333333333		5795		5937.6666666667		8487.3333333333

		892		5419		6029		5733.3333333333		5884.6666666667		8467.6666666667

		902		5390		6013.6666666667		5708.6666666667		5858.3333333333		8418

		912		5361		5998		5696.3333333333		5813.3333333333		8428

		922		5371.3333333333		5990.3333333333		5650.3333333333		5792		8399

		932		5330.6666666667		5950.6666666667		5646		5781.3333333333		8344.6666666667

		942		5321.6666666667		5956.3333333333		5626.3333333333		5771.6666666667		8274.6666666667

		952		5305.6666666667		5904		5612		5720.3333333333		8310

		962		5270.6666666667		5885.6666666667		5590.6666666667		5730.6666666667		8239

		972		5258.6666666667		5863		5583.3333333333		5711		8176

		982		5231.6666666667		5850.6666666667		5569		5627		8161

		992		5210.6666666667		5813.6666666667		5487		5626		8114.3333333333

		1002		5179		5768.3333333333		5508		5566.3333333333		8091

		1012		5196.6666666667		5743.3333333333		5476		5576.3333333333		8080

		1022		5179		5746.3333333333		5447		5519		8065

		1032		5141		5692.3333333333		5458		5528.6666666667		8027

		1042		5091		5700		5428		5506.6666666667		7941

		1052		5094.6666666667		5668.3333333333		5341		5471		7937

		1062		5085		5639		5338		5479		7879

		1072		5070.6666666667		5565		5353		5473		7902

		1082		5078		5594.3333333333		5353		5448		7830

		1092		5068.6666666667		5539.6666666667		5365		5388		7879

		1102		5017.3333333333		5549.6666666667		5262		5372.6666666667		7816

		1112		5008		5512.6666666667		5252		5350		7777

		1122		5005.6666666667		5502.6666666667		5339		5335		7700

		1132		4978.3333333333		5468.3333333333		5261		5374		7698

		1142		4950		5436.6666666667		5229		5315		7669

		1152		4941.6666666667		5412.6666666667		5166		5320		7608

		1162		4910.3333333333		5367		5187		5298		7591

		1172		4892		5403		5194		5314		7540

		1182		4864.6666666667		5318.6666666667		5150		5267		7460

		1192		4845.3333333333		5311		5149		5260		7447

		1202		4841.6666666667		5288.3333333333		5087		5252		7473

		1212		4824		5281		5101		5193		7395

		1222		4817		5270.6666666667		5058		5238		7410

		1232		4792.6666666667		5225		5026		5165		7294

		1242		4774		5243.3333333333		5057		5161		7330

		1252		4753		5183.3333333333		5064		5133		7285

		1262		4724		5168		5001		5137		7237

		1272		4720		5145		4946		5100		7222

		1282		4716.6666666667		5103.6666666667		4937		5069		7168

		1292		4680		5127		4958		5104		7166

		1302		4687		5064		4918		5085		7107

		1312		4681.3333333333		5041.3333333333		4935		5029		7121

		1322		4640		5048.3333333333		4940		5006		7070

		1332		4607		5055.6666666667		4826		5022		7037

		1342		4623.3333333333		5015		4865		5008		7002

		1352		4607.3333333333		4997		4865		4933		6947

		1362		4576.6666666667		4967		4808		4964		6960

		1372		4567.6666666667		4952.3333333333		4825		4950		6929

		1382		4557.6666666667		4913.3333333333		4768		4951		6887

		1392		4519.3333333333		4893		4758		4962		6894

		1402		4521.6666666667		4883		4793		4927		6787

		1412		4482		4893		4724		4848		6824

		1422		4471.3333333333		4854		4692		4852		6729

		1432		4422		4863		4699		4831		6762

		1442		4417		4831		4687		4856		6663

		1452		4408		4785		4664		4858		6685

		1462		4388		4775		4681		4786		6632

		1472		4371		4733		4616		4783		6612

		1482		4332		4790		4579		4791		6593

		1492		4376		4739		4588		4778		6535

		1502		4339		4753		4602		4757		6549

		1512		4295		4693		4539		4724		6498

		1522		4301		4650		4555		4695		6461

		1532		4302		4667		4542		4724		6422

		1542		4321		4636		4509		4666		6421

		1552		4252		4621		4506		4655		6394

		1562		4293		4571		4495		4653		6367

		1572		4217		4589		4482		4645		6356

		1582		4212		4527		4454		4654		6331

		1592		4224		4546		4448		4618		6352

		1602		4206		4534		4426		4583		6252

		1612		4168		4521		4390		4578		6265

		1622		4179		4505		4348		4555		6199

		1632		4145		4500		4335		4560		6180

		1642		4162		4430		4360		4557		6175

		1652		4104		4426		4347		4537		6136

		1662		4126		4376		4267		4499		6080

		1672		4105		4395		4322		4457		6047

		1682		4111		4405		4265		4522		6079

		1692		4060		4372		4255		4481		6074

		1702		4095		4315		4226		4490		6017

		1712		4112		4321		4234		4424		6006

		1722		4041		4331		4243		4431		6007

		1732		4032		4285		4211		4391		5942

		1742		4036		4277		4168		4383		5940

		1752		4004		4259		4155		4374		5867

		1762		3963		4261		4174		4408		5855

		1772		4005		4218		4123		4360		5833

		1782		3925		4265		4131		4317		5850

		1792		3974		4213		4101		4387		5810

		1802		3979		4180		4103		4326		5759

		1812		3938		4134		4043		4310		5759

		1822		3919		4176		4068		4293		5723

		1832		3918		4099		4052		4309		5701

		1842		3924		4117		4056		4259		5694

		1852		3859		4085		4014		4276		5663

		1862		3856		4062		4044		4269		5641

		1872		3846		4090		3962		4257		5631

		1882		3858		4049		3954		4212		5620

		1892		3852		4078		3955		4194		5552

		1902		3814		4022		3950		4201		5541

		1912		3813		3988		3932		4173		5572

		1922		3827		3982		3943		4179		5491

		1932		3782		3974		3877		4171		5519

		1942		3777		3969		3865		4124		5488

		1952		3758		3952		3898		4120		5464

		1962		3728		3913		3842		4132		5420

		1972		3742		3914		3853		4134		5418

		1982		3739		3882		3854		4098		5419

		1992		3728		3893		3851		4097		5392

		2002		3712		3862		3817		4096		5358

		2012		3707		3888		3786		4069		5308

		2022		3699		3819		3762		4053		5314

		2032		3678		3825		3751		4024		5347

		2042		3659		3787		3727		4019		5313

		2052		3660		3795		3716		4056		5247

		2062		3632		3789		3691		3992		5234

		2072		3638		3738		3698		4042		5193

		2082		3605		3722		3734		3950		5168

		2092		3606		3739		3655		3981		5144

		2102		3580		3710		3637		3939		5143

		2112		3590		3706		3643		3942		5113

		2122		3584		3692		3658		3898		5160

		2132		3593		3658		3642		3931		5119

		2142		3556		3672		3622		3884		5080

		2152		3534		3646		3606		3865		5076

		2162		3536		3605		3568		3900		5039

		2172		3521		3601		3532		3871		5028

		2182		3504		3617		3560		3877		5002

		2192		3500		3554		3524		3800		5001

		2202		3478		3539		3510		3826		4979

		2212		3448		3537		3501		3838		4943

		2222		3470		3546		3484		3831		4924

		2232		3449		3555		3453		3777		4906

		2242		3423		3509		3478		3800		4880

		2252		3433		3502		3476		3814		4885

		2262		3421		3502		3421		3783		4850

		2272		3418		3477		3460		3725		4827

		2282		3442		3483		3384		3741		4828

		2292		3401		3481		3415		3737		4811

		2302		3411		3454		3323		3764		4796

		2312		3335		3435		3393		3738		4767

		2322		3366		3420		3361		3711		4740

		2332		3352		3375		3346		3696		4704

		2342		3324		3346		3369		3714		4747

		2352		3295		3367		3333		3680		4664

		2362		3341		3359		3323		3657		4706

		2372		3334		3348		3304		3649		4687

		2382		3292		3322		3280		3641		4653

		2392		3283		3300		3291		3637		4642

		2402		3270		3270		3270		3635		4593

		2412		3263		3250		3240		3595		4614

		2422		3237		3220		3200		3631		4588

		2432		3196		3209		3170		3591		4595

		2442		3239		3209		3150		3604		4543

		2452		3229		3190		3120		3593		4546

		2462		3207		3185		3098		3584		4523

		2472		3178		3168		3085		3567		4487

		2482		3174		3137		3100		3576		4478

		2492		3136		3125		3059		3541		4463

		2502		3158		3082		3075		3517		4444

		2512		3165		3108		3054		3496		4453

		2522		3158		3093		2995		3514		4431

		2532		3102		3070		3005		3493		4443

		2542		3112		3039		2978		3481		4410

		2552		3101		3062		2970		3492		4372

		2562		3054		3019		2965		3451		4371

		2572		3044		3009		2942		3462		4390

		2582		3075		3023		2943		3455		4377

		2592		3021		2964		2914		3449		4321

		2602		3040		2961		2887		3427		4278

		2612		3053		2970		2900		3402		4295

		2622		3024		2936		2866		3397		4302

		2632		3012		2960		2874		3399		4289

		2642		2992		2935		2869		3374		4248

		2652		3021		2945		2880		3356		4229

		2662		2975		2923		2850		3317		4234

		2672		2949		2901		2841		3326		4214

		2682		2962		2894		2843		3319		4209

		2692		2942		2850		2800		3297		4187

		2702		2958		2867		2814		3315		4203

		2712		2934		2865		2759		3278		4202

		2722		2921		2835		2773		3215		4118

		2732		2892		2819		2767		3260		4123

		2742		2877		2794		2773		3242		4092

		2752		2885		2811		2747		3218		4089

		2762		2898		2792		2744		3224		4051

		2772		2853		2784		2721		3195		4104

		2782		2832		2819		2680		3181		4101

		2792		2836		2760		2682		3191		4080

		2802		2875		2753		2679		3191		4043

		2812		2811		2687		2692		3203		4006

		2822		2829		2720		2649		3148		4036

		2832		2804		2711		2639		3130		4021

		2842		2836		2688		2635		3138		3980

		2852		2779		2724		2608		3127		3965

		2862		2806		2679		2628		3124		3958

		2872		2790		2671		2607		3097		3967

		2882		2757		2660		2596		3082		3943

		2892		2789		2644		2575		3096		3949

		2902		2755		2652		2601		3081		3906

		2912		2787		2610		2559		3044		3894

		2922		2751		2650		2549		3039		3872

		2932		2736		2631		2542		3008		3867

		2942		2747		2600		2563		2983		3852

		2952		2715		2588		2522		3007		3865

		2962		2664		2582		2526		3017		3826

		2972		2672		2598		2491		3022		3839

		2982		2675		2549		2505		2995		3855

		2992		2668		2550		2505		2965		3837

		3002		2700		2560		2479		2986		3776

		3012		2679		2536		2498		2954		3791

		3022		2666		2521		2485		2937		3753

		3032		2645		2518		2470		2942		3794

		3042		2667		2537		2468		2950		3749

		3052		2621		2492		2413		2920		3741

		3062		2591		2513		2422		2904		3730

		3072		2621		2498		2391		2885		3670

		3082		2578		2463		2401		2920		3715

		3092		2565		2442		2420		2878		3699

		3102		2618		2436		2366		2883		3665

		3112		2551		2454		2386		2841		3696

		3122		2577		2438		2330		2843		3641

		3132		2593		2454		2365		2860		3650

		3142		2550		2432		2359		2854		3628

		3152		2545		2413		2316		2833		3625

		3162		2547		2394		2327		2819		3624
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Лист3

				10FMN-5%		20FMN-5%		30FMN-5%		40FMN-5%		50FMN-5%

		2		6080		7505		7849.25		7281.8333333333		12196

		12		6732		8094		8023.5		8109.3333333333		14037.3333333333

		22		7065.3333333333		8433.3333333333		8187.25		8441		15386.6666666667

		32		7183		8541.6666666667		8238.5		8531.1666666667		16000.3333333333

		42		7214.3333333333		8546.3333333333		8210.5		8602.5		16196.3333333333

		52		7174.3333333333		8435.6666666667		8147.25		8555.5		16060.6666666667

		62		7062.6666666667		8311.6666666667		8097.25		8526.1666666667		15975

		72		7004.6666666667		8268.6666666667		7991.25		8461		15857.6666666667

		82		6939.6666666667		8137		7917.5		8407.1666666667		15620.3333333333

		92		6844.6666666667		7977.3333333333		7845.5		8374.6666666667		15318.6666666667

		102		6775.6666666667		7870		7796.25		8334.5		15162.6666666667

		112		6689		7789.3333333333		7705		8272.8333333333		15043

		122		6619.3333333333		7709.3333333333		7654.5		8216.6666666667		14926.3333333333

		132		6577.6666666667		7594.6666666667		7582.5		8194.6666666667		14806.6666666667

		142		6531		7514.3333333333		7530.5		8164		14714.3333333333

		152		6477		7427		7485		8122.3333333333		14590

		162		6435		7367.3333333333		7470.5		8073.6666666667		14456.3333333333

		172		6376.3333333333		7285.6666666667		7392.75		8047		14390

		182		6348		7195.6666666667		7350.25		7995.3333333333		14282.6666666667

		192		6302		7126		7299.25		7948.3333333333		14194.3333333333

		202		6262		7029.3333333333		7257		7926.5		14094

		212		6237.3333333333		7009.6666666667		7207.75		7890.1666666667		14071.3333333333

		222		6207.6666666667		6936.6666666667		7184		7859		14007

		232		6178.3333333333		6877.3333333333		7099		7829.5		13991

		242		6131.3333333333		6810.3333333333		7073.25		7809.5		13906.6666666667

		252		6127.3333333333		6756		7026		7770.8333333333		13901

		262		6086		6686.6666666667		6983.75		7729.8333333333		13812.3333333333

		272		6040		6646.6666666667		6933.25		7704		13867

		282		6015		6599		6892.25		7663.1666666667		13822

		292		5978.3333333333		6526.3333333333		6866.25		7613		13815

		302		5970		6508.6666666667		6795.5		7577.5		13763.3333333333

		312		5932		6421.6666666667		6765.5		7560.6666666667		13667.3333333333

		322		5918		6390.3333333333		6721.75		7522.8333333333		13614.6666666667

		332		5896.3333333333		6348.3333333333		6670.25		7511.8333333333		13627.6666666667

		342		5865.3333333333		6292		6633.75		7458.3333333333		13564.3333333333

		352		5840		6249.6666666667		6626.5		7424.5		13554.3333333333

		362		5820.3333333333		6220		6573.75		7408.3333333333		13479.6666666667

		372		5823.6666666667		6177		6524		7376.8333333333		13384

		382		5799		6120.3333333333		6509.25		7344		13332.3333333333

		392		5766.6666666667		6089.3333333333		6439		7315.6666666667		13261

		402		5757		6031.6666666667		6432.75		7276.5		13268.6666666667

		412		5743.3333333333		6012		6381.75		7230		13192.6666666667

		422		5679		5957.6666666667		6367.5		7189.1666666667		13131

		432		5672.3333333333		5909.3333333333		6312.75		7197.8333333333		13070

		442		5676		5882.6666666667		6274		7112.8333333333		13051.6666666667

		452		5660		5837		6245		7129		12975.3333333333

		462		5653.3333333333		5786.6666666667		6192.25		7092.3333333333		12911.3333333333

		472		5577		5783.3333333333		6161		7065.8333333333		12855

		482		5597.3333333333		5729.6666666667		6113.5		7009		12822.3333333333

		492		5552.3333333333		5698.6666666667		6093		7015.1666666667		12758.3333333333

		502		5522.6666666667		5660		6054.5		6983.3333333333		12692.3333333333

		512		5520		5632		6027		6954.5		12663.6666666667

		522		5490.6666666667		5600		5986.25		6947.1666666667		12573.3333333333

		532		5462.6666666667		5548.6666666667		5961.5		6905.3333333333		12524.3333333333

		542		5449		5531.3333333333		5941.75		6867.5		12485.3333333333

		552		5436.6666666667		5470		5886.75		6854.8333333333		12396.3333333333

		562		5433		5479		5863.75		6816.8333333333		12354.6666666667

		572		5406		5436.6666666667		5802.5		6788.3333333333		12270.3333333333

		582		5371.3333333333		5397.3333333333		5781.5		6757.5		12261

		592		5360.3333333333		5386		5752.5		6705.5		12238.3333333333

		602		5334		5348.3333333333		5743.25		6706.3333333333		12160

		612		5342		5295.3333333333		5700.25		6668.6666666667		12131

		622		5318.6666666667		5282.6666666667		5644.25		6644.6666666667		12031.6666666667

		632		5315.3333333333		5253.3333333333		5633.5		6617.6666666667		12107.6666666667

		642		5260.3333333333		5231.6666666667		5581.25		6592.3333333333		12063.6666666667

		652		5252		5180.3333333333		5568.25		6553.1666666667		11998.6666666667

		662		5285		5176		5533.5		6535.5		11974

		672		5235.6666666667		5133.6666666667		5527		6504.6666666667		11941.6666666667

		682		5214.6666666667		5096.6666666667		5484.75		6489.1666666667		11912

		692		5202		5056.6666666667		5433.75		6455.8333333333		11854.3333333333

		702		5170.3333333333		5031.3333333333		5412		6406.3333333333		11786

		712		5160.3333333333		5019.6666666667		5386.5		6413.8333333333		11778.3333333333

		722		5145		4996.6666666667		5355.75		6382.1666666667		11714.3333333333

		732		5139		4963.3333333333		5321.75		6358.1666666667		11670

		742		5109.3333333333		4933		5312.5		6321.6666666667		11615

		752		5102		4899.6666666667		5270.75		6317.3333333333		11575

		762		5076.6666666667		4871.3333333333		5261		6282		11509.3333333333

		772		5056.3333333333		4855.3333333333		5240		6251.5		11451.6666666667

		782		5025.3333333333		4843.6666666667		5188.25		6225		11423.6666666667

		792		5019.6666666667		4810.3333333333		5171.75		6211.6666666667		11371.6666666667

		802		5026		4786.6666666667		5155.5		6177.8333333333		11332.3333333333

		812		4971.6666666667		4755.3333333333		5126.25		6148.6666666667		11274

		822		4975.6666666667		4728		5070.75		6111.1666666667		11254

		832		4944		4698		5051.75		6116.6666666667		11193

		842		4955.3333333333		4666.3333333333		5029		6090.3333333333		11132.3333333333

		852		4944.3333333333		4684.6666666667		5018		6048.8333333333		11058.3333333333

		862		4951		4624		4966.5		6040.6666666667		11051

		872		4905		4597.3333333333		4940.25		6016.6666666667		10994.3333333333

		882		4891		4589.6666666667		4929.75		5981		10945

		892		4886		4557		4910.75		5938		10906.3333333333

		902		4856.6666666667		4559.6666666667		4862.5		5938.6666666667		10884.3333333333

		912		4849.6666666667		4522		4837.75		5908.6666666667		10826

		922		4826		4467.3333333333		4827.25		5869		10760.6666666667

		932		4819.3333333333		4482.6666666667		4809.75		5852.8333333333		10763.6666666667

		942		4781		4432.6666666667		4762.25		5861.3333333333		10693.6666666667

		952		4788.6666666667		4419		4748.75		5809		10678

		962		4806		4384.3333333333		4725.75		5779.6666666667		10584.6666666667

		972		4784.3333333333		4386		4665.75		5764		10608.6666666667

		982		4745		4345.6666666667		4673.5		5723		10526.6666666667

		992		4742		4330.3333333333		4650.5		5763		10489

		1002		4731		4307.6666666667		4620.75		5704.6666666667		10439

		1012		4709		4294.6666666667		4601.5		5674.6666666667		10364.6666666667

		1022		4695.3333333333		4276		4568.25		5628		10379.3333333333

		1032		4676.6666666667		4245.6666666667		4545.5		5574		10347

		1042		4659		4255.3333333333		4546.5		5586		10339

		1052		4663.3333333333		4217.6666666667		4492.5		5586		10181

		1062		4637.6666666667		4185.3333333333		4483		5587		10179

		1072		4613.6666666667		4172.3333333333		4457		5470		10187

		1082		4616.3333333333		4175		4438		5459		10101

		1092		4618.6666666667		4128.6666666667		4407		5487		10088

		1102		4609.6666666667		4118		4411		5511		10070

		1112		4576.6666666667		4104		4394.5		5419		10047

		1122		4565.6666666667		4100.3333333333		4358		5417		9980

		1132		4532.3333333333		4061.6666666667		4361		5379		9902

		1142		4527.6666666667		4050		4325		5329		9899

		1152		4519.3333333333		4013.6666666667		4321.5		5299		9833

		1162		4519.6666666667		4012.6666666667		4291.5		5318		9826

		1172		4506.6666666667		3967.3333333333		4253.5		5276		9759

		1182		4488		3951.6666666667		4228		5271		9774

		1192		4467		3949.6666666667		4200		5287		9779

		1202		4459.3333333333		3920.6666666667		4180		5245		9741

		1212		4452.3333333333		3916.6666666667		4150		5227		9671

		1222		4410.3333333333		3864.6666666667		4130		5228		9602

		1232		4390.3333333333		3840.3333333333		4124		5174		9559

		1242		4383.6666666667		3866		4144		5175		9562

		1252		4356.3333333333		3834		4107		5164		9587

		1262		4347.3333333333		3840.3333333333		4121		5121		9539

		1272		4334.6666666667		3807.6666666667		4088		5112		9459

		1282		4332.6666666667		3772		4056		5123		9486

		1292		4287.6666666667		3768		4042		5098		9401

		1302		4297		3761		4034		5031		9340

		1312		4278.3333333333		3732		3996		5018		9364

		1322		4257		3670		4032		4993		9299

		1332		4251.6666666667		3679		3930		4980		9260

		1342		4232		3641		3920		4982		9294

		1352		4227.3333333333		3611		3922		4932		9235

		1362		4208.6666666667		3591		3890		4932		9134

		1372		4173		3586		3881		4883		9195

		1382		4169		3563		3852		4928		9124

		1392		4152		3572		3851		4874		9102

		1402		4109		3546		3834		4878		9091

		1412		4113		3543		3789		4853		9089

		1422		4109		3524		3786		4793		8994

		1432		4067		3487		3780		4820		8969

		1442		4104		3498		3730		4824		8936

		1452		4053		3471		3755		4804		8939

		1462		4053		3469		3716		4747		8840

		1472		4028		3440		3701		4712		8892

		1482		4031		3399		3687		4717		8814

		1492		4007		3380		3663		4719		8831

		1502		3995		3361		3631		4682		8793

		1512		3976		3388		3626		4644		8774

		1522		3981		3352		3596		4650		8738

		1532		3963		3345		3593		4631		8711

		1542		3956		3307		3576		4600		8710

		1552		3934		3304		3535		4587		8664

		1562		3927		3289		3562		4573		8636

		1572		3948		3257		3541		4556		8566

		1582		3899		3244		3458		4555		8551

		1592		3862		3247		3480		4525		8523

		1602		3843		3244		3461		4506		8472

		1612		3861		3182		3428		4490		8429

		1622		3899		3197		3422		4470		8428

		1632		3854		3175		3395		4474		8412

		1642		3806		3145		3386		4460		8360

		1652		3826		3132		3422		4430		8404

		1662		3828		3148		3382		4416		8305

		1672		3791		3129		3343		4415		8271

		1682		3776		3101		3328		4405		8254

		1692		3810		3100		3309		4358		8288

		1702		3775		3105		3282		4358		8163

		1712		3748		3071		3250		4325		8154

		1722		3740		3062		3275		4344		8135

		1732		3725		3040		3263		4291		8151

		1742		3737		3004		3236		4304		8091

		1752		3750		3032		3237		4247		8089

		1762		3725		3003		3198		4263		7992

		1772		3681		2997		3198		4245		8023

		1782		3686		2989		3217		4220		8020

		1792		3679		2977		3178		4190		7938

		1802		3643		2958		3133		4183		7948

		1812		3681		2922		3111		4153		7931

		1822		3618		2934		3103		4157		7919

		1832		3637		2937		3104		4133		7837

		1842		3607		2901		3075		4146		7882

		1852		3623		2876		3069		4128		7773

		1862		3598		2861		3067		4126		7785

		1872		3567		2875		3045		4080		7776

		1882		3547		2844		3023		4097		7724

		1892		3546		2841		3007		4035		7708

		1902		3578		2842		2954		4038		7677

		1912		3502		2815		2965		4036		7637

		1922		3544		2827		2962		4012		7638

		1932		3510		2799		2953		4001		7587

		1942		3499		2790		2947		3994		7587

		1952		3532		2798		2915		3943		7600

		1962		3487		2771		2929		3955		7585

		1972		3477		2743		2922		3915		7507

		1982		3479		2752		2882		3938		7460

		1992		3442		2737		2870		3904		7441

		2002		3438		2750		2852		3906		7444

		2012		3432		2723		2838		3890		7395

		2022		3435		2705		2819		3871		7402

		2032		3437		2715		2810		3855		7382

		2042		3385		2699		2802		3845		7325

		2052		3415		2660		2790		3848		7279

		2062		3401		2663		2767		3793		7314

		2072		3367		2663		2796		3797		7281

		2082		3358		2668		2781		3757		7298

		2092		3374		2643		2718		3785		7173

		2102		3348		2634		2720		3713		7234

		2112		3354		2616		2717		3737		7167

		2122		3289		2591		2706		3716		7108

		2132		3322		2607		2675		3730		7136

		2142		3286		2609		2667		3725		7145

		2152		3313		2594		2685		3661		7122

		2162		3302		2569		2648		3662		7069

		2172		3242		2569		2637		3634		7056

		2182		3262		2532		2645		3647		7069

		2192		3241		2542		2599		3627		7018

		2202		3237		2531		2597		3597		6982

		2212		3251		2530		2600		3653		7014

		2222		3239		2523		2574		3589		6883

		2232		3239		2511		2561		3588		6879

		2242		3222		2497		2555		3547		6889

		2252		3195		2510		2547		3550		6864

		2262		3186		2479		2529		3507		6868

		2272		3197		2477		2517		3538		6846

		2282		3174		2466		2508		3498		6742

		2292		3162		2469		2490		3491		6788

		2302		3161		2446		2479		3472		6758

		2312		3159		2457		2488		3470		6743

		2322		3132		2435		2464		3480		6719

		2332		3133		2436		2471		3467		6659

		2342		3124		2420		2457		3428		6662

		2352		3132		2412		2445		3436		6623

		2362		3090		2380		2389		3398		6620

		2372		3094		2396		2436		3440		6636

		2382		3076		2378		2398		3405		6579

		2392		3074		2370		2367		3376		6574

		2402		3030		2360		2393		3350		6521

		2412		2993		2347		2363		3325		6476

		2422		3020		2319		2355		3310		6503

		2432		2973		2328		2345		3298		6428

		2442		2983		2331		2337		3337		6468

		2452		2976		2302		2337		3279		6449

		2462		2973		2284		2302		3316		6423

		2472		2988		2273		2324		3273		6415

		2482		2989		2285		2282		3263		6367

		2492		2945		2300		2288		3247		6376

		2502		2940		2249		2253		3268		6271

		2512		2935		2274		2275		3251		6355

		2522		2918		2254		2266		3232		6281

		2532		2913		2258		2237		3220		6306

		2542		2911		2241		2222		3198		6239

		2552		2927		2243		2207		3167		6223

		2562		2893		2210		2208		3195		6200

		2572		2859		2235		2175		3168		6205

		2582		2870		2198		2178		3153		6134

		2592		2844		2206		2152		3135		6152

		2602		2846		2192		2158		3117		6120

		2612		2825		2184		2171		3114		6141

		2622		2815		2167		2139		3109		6061

		2632		2834		2176		2152		3066		6042

		2642		2823		2178		2114		3101		6090

		2652		2804		2158		2113		3041		6041

		2662		2808		2146		2107		3054		6053

		2672		2802		2143		2106		3025		5977

		2682		2798		2136		2089		3022		5978

		2692		2751		2138		2077		3018		5954

		2702		2760		2124		2067		2983		5941

		2712		2780		2103		2068		3002		5923

		2722		2739		2116		2056		2944		5931

		2732		2731		2094		2021		2966		5887

		2742		2757		2101		2020		2975		5858

		2752		2724		2085		2026		2961		5846

		2762		2713		2093		2027		2946		5846

		2772		2714		2085		2016		2941		5801

		2782		2712		2074		2003		2943		5797

		2792		2721		2074		1987		2906		5750

		2802		2669		2077		1982		2881		5754

		2812		2670		2071		1967		2896		5751

		2822		2689		2066		1933		2881		5709

		2832		2675		2062		1959		2881		5671

		2842		2641		2043		1946		2853		5666

		2852		2669		2052		1952		2848		5621

		2862		2653		2023		1954		2861		5645

		2872		2624		2039		1909		2820		5629

		2882		2634		2024		1901		2837		5584

		2892		2627		2017		1911		2789		5542

		2902		2605		2002		1921		2769		5568

		2912		2580		2001		1907		2791		5495

		2922		2592		2000		1864		2771		5567

		2932		2584		1989		1895		2753		5528

		2942		2590		1984		1884		2730		5508

		2952		2575		1984		1856		2732		5502

		2962		2582		1984		1878		2711		5463

		2972		2567		1975		1846		2717		5436

		2982		2561		1993		1847		2723		5411

		2992		2547		1968		1815		2687		5393

		3002		2535		1961		1815		2681		5386

		3012		2507		1958		1819		2649		5331

		3022		2527		1958		1812		2650		5357

		3032		2481		1961		1801		2646		5348

		3042		2500		1943		1805		2667		5335

		3052		2505				1804		2622		5308

		3062		2493				1794		2612		5274

		3072		2487				1772		2618		5276

		3082		2507				1767		2651		5263

		3092		2518				1750		2565		5233

		3102		2468				1767		2580		5218

		3112		2449				1728		2545		5246

		3122		2438				1738		2554		5189

		3132		2402				1734		2553		5196

		3142		2435				1721		2543		5138

		3152		2403				1718		2555		5135

		3162		2438				1706		2513		5155

		3172		2376				1696		2514		5113

		3182		2380				1704		2512		5124

		3192		2413				1684		2495		5047

		3202		2373				1691		2484		5070

		3212		2376				1679		2502		5067

		3222		2376				1673		2475		5021

		3232		2376				1656		2448		5022

		3242		2349				1641		2448		5016

		3252		2358				1663		2441		4983

		3262		2338				1638		2428		4931

		3272		2324				1619		2407		4958

		3282		2369				1634		2440		5002

		3292		2356				1631		2414		4926

		3302		2327				1627		2418		4902

		3312		2312				1606		2366		4894

		3322		2291				1590		2365		4910

		3332		2294				1608		2351		4877

		3342		2280				1609		2353		4847

		3352		2295				1574		2345		4840

		3362		2288				1575		2343		4788

		3372		2295				1581		2334		4796

		3382		2275				1569		2349		4783

		3392		2250				1565		2316		4778

		3402		2248				1555		2296		4762

		3412		2240				1529		2317		4714

		3422		2224				1539		2311		4714

		3432		2218				1542		2286		4643

		3442		2226				1543		2253		4698

		3452		2219				1532		2266		4699

		3462		2190				1507		2249		4696

		3472		2209				1493		2238		4680

		3482		2206				1498		2267		4648

		3492		2163				1535		2242		4586

		3502		2161				1494		2236		4645

		3512		2162				1496		2215		4605

		3522		2152				1479		2220		4579

		3532		2163				1492		2208		4550

		3542		2154				1489		2230		4583

		3552		2167				1494		2212		4569

		3562		2141				1467		2189		4520

		3572		2124				1480		2165		4508

		3582		2108				1455		2161		4497

		3592		2097				1456		2177		4488

		3602		2106				1425		2168		4457

		3612		2125				1431		2138		4476

		3622		2085				1429		2137		4465

		3632		2097				1421		2153		4425

		3642		2082				1399		2114		4427

		3652		2129				1421		2119		4423

		3662		2086				1397		2111		4362

		3672		2071				1402		2108		4372

		3682		2073				1398		2096		4359

		3692		2089				1399		2103		4355

		3702		2054				1377		2088		4331

		3712		2050				1398		2066		4338

		3722		2040				1367		2079		4290

		3732		2043				1355		2054		4285

		3742		2030				1351		2048		4326

		3752		2018				1368		2036		4273

		3762		2023				1366		2048		4256

		3772		2024				1366		2032		4261

		3782		2008				1347		2038		4242

		3792		2017				1324		2018		4215

		3802		2000				1334		2014		4235

		3812		1983				1362		2012		4201

		3822		1971				1309		1980		4199
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		3862		1947				1306		1960		4170
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Лист1
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f5(t)

5*[FMN]0-3% среднее
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Лист2

								Bx				B2								By								Bz								Bw

				k1=		0.303		1.0702279803				1.1330647626								1.2153562607								1.2790405758								1.390675237

				K=		0.306

				X01=		0.119				X02=		0.2319969833						X03=		0.3899566327						X04=		0.5197980545						X05=		0.7633991997										[FMN]0-3,5% среднее		[FMN]0-3,5% погр		2*[FMN]0-3,5% среднее		2*[FMN]0-3,5% погр		3*[FMN]0-3,5% среднее		3*[FMN]0-3,5% погр		4*[FMN]0-3,5% среднее		4*[FMN]0-3,5% погр		5*[FMN]0-3,5% среднее		5*[FMN]0-3,5% погр

										X2/X1=		1.9522649284						X3/X1=		3.282						X4/X1=		4.374123737						X5/X1=		6.4240382041								0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		t		f1(t)		[FMN]0-3,5% среднее		(f(t)-y1)^2		f2(t)		2*[FMN]0-3,5% среднее		(f(t)-y2)^2				f2(t)		3*[FMN]0-3,5% среднее		(f(t)-y2)^2				f3(t)		4*[FMN]0-3,5% среднее		(f(t)-y2)^2				f5(t)		5*[FMN]0-3,5% среднее		(f(t)-y5)^2						1		0.037		0.0073756356		0.0806		0.0053907328		0.0945		0.0048562674		0.136		0.0171123737		0.25		0.0313289004

		0		0.00		0		0.0000		0.00		0		0.0000				0.00		0		0.000				0.00		0		0.000				0.00		0		0.000						3		0.0766		0.0045891176		0.1436		0.0080659779		0.2115		0.0224369487		0.3		0.0154650143		0.4315		0.029412299

		1		0.03		0.037		0.0000		0.06		0.0806		0.0004				0.10		0.0945		0.000				0.14		0.136		0.000				0.20		0.25		0.003						6		0.1018		0.0050438081		0.1864		0.0095947903		0.28775		0.0241604877		0.4		0.009582971		0.57		0.0256255081

		3		0.07		0.0766		0.0000		0.14		0.1436		0.0000				0.23		0.2115		0.000				0.30		0.3		0.000				0.44		0.4315		0.000						8		0.108		0.007609205		0.2008		0.0095676538		0.3245		0.019185498		0.42575		0.0099362552		0.60425		0.0248138906

		6		0.10		0.1018		0.0000		0.19		0.1864		0.0000				0.31		0.28775		0.000				0.41		0.4		0.000				0.58		0.57		0.000						11		0.1114		0.0078076885		0.2098		0.0101656284		0.346		0.0186860019		0.44425		0.0109876825		0.63175		0.0276175518

		8		0.11		0.108		0.0000		0.20		0.2008		0.0000				0.33		0.3245		0.000				0.43		0.42575		0.000				0.61		0.60425		0.000						15		0.1128		0.0085287748		0.2122		0.0111642286		0.3555		0.0207705721		0.4545		0.0115289491		0.6385		0.0284385302

		11		0.11		0.1114		0.0000		0.21		0.2098		0.0000				0.35		0.346		0.000				0.45		0.44425		0.000				0.63		0.63175		0.000						17		0.1132		0.0078		0.2134		0.0120606799		0.35975		0.0218532034		0.45875		0.0125921603		0.641		0.0281868764

		15		0.11		0.1128		0.0000		0.22		0.2122		0.0000				0.35		0.3555		0.000				0.45		0.4545		0.000				0.64		0.6385		0.000						20		0.1132		0.0078765475		0.2138		0.0126111062		0.361		0.0233630763		0.46		0.0140416048		0.64275		0.0291758319

		17		0.11		0.1132		0.0000		0.22		0.2134		0.0000				0.35		0.35975		0.000				0.46		0.45875		0.000				0.64		0.641		0.000						25		0.1132		0.0078765475		0.2142		0.0121548344		0.359		0.1052057508		0.46025		0.0144301478		0.63975		0.0299927074

		20		0.11		0.1132		0.0000		0.22		0.2138		0.0000				0.35		0.361		0.000				0.46		0.46		0.000				0.64		0.64275		0.000						30		0.1136		0.008109254		0.218		0.0500249938		0.358		0.1049908726		0.46		0.0143643076		0.639		0.0307544035

		25		0.11		0.1132		0.0000		0.22		0.2142		0.0000				0.35		0.359		0.000				0.46		0.46025		0.000				0.64		0.63975		0.000						35		0.113		0.0084911719		0.21725		0.0499351141		0.357		0.1047787351		0.46		0.0140178458		0.6365		0.032177891

		30		0.11		0.1136		0.0000		0.22		0.218		0.0000				0.35		0.358		0.000				0.46		0.46		0.000				0.64		0.639		0.000						40		0.1128		0.0081572054		0.218		0.0501368128						0.4595		0.0138473824		0.6355		0.0322399855

		35		0.11		0.113		0.0000		0.22		0.21725		0.0000				0.35		0.357		0.000				0.46		0.46		0.000				0.64		0.6365		0.000						45						0.215		0.0966304817

		40		0.11		0.1128		0.0000		0.22		0.218		0.0000												0.46		0.4595		0.000				0.64		0.6355		0.000

		45										0.215		0.0462

								0.000						0.047								0.001								0.000								0.003

																				0.0512
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								Bx				B2								By								Bz								Bw

				k1=		0.464		1.0001960153				1.0004041515								1.0006015262								1.000814478								1.0010473215

				K=		0.001

				X01=		0.094				X02=		0.1947433089						X03=		0.2898783699						X04=		0.3925426436						X05=		0.5048217179

										X2/X1=		2.062050363						X3/X1=		3.069						X4/X1=		4.1564596247						X5/X1=		5.3453328516										[FMN]0-4% среднее		[FMN]0-4% погр		2*[FMN]0-4% среднее		2*[FMN]0-4% погр		3*[FMN]0-4% среднее		3*[FMN]0-4%  погр		4*[FMN]0-4% среднее		4*[FMN]0-4%  погр		5*[FMN]0-4% среднее		5*[FMN]0-4% погр

		t		f1(t)		[FMN]0-4% среднее		(f(t)-y1)^2		f2(t)		2*[FMN]0-4% среднее		(f(t)-y2)^2				f2(t)		3*[FMN]0-4% среднее		(f(t)-y2)^2				f3(t)		4*[FMN]0-4% среднее		(f(t)-y2)^2				f5(t)		5*[FMN]0-4% среднее		(f(t)-y5)^2						0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		0		0.00		0		0.0000		0.00		0		0.0000				0.00		0		0.000				0.00		0		0.000				0.00		0		0.000						1		0.03		0.0040414519		0.0483333333		0.0205291121		0.0966666667		0.00669162		0.1293333333		0.0206666667		0.2096666667		0.0234117729

		1		0.04		0.03		0.0000		0.07		0.0483333333		0.0006				0.11		0.0966666667		0.000				0.15		0.1293333333		0.000				0.19		0.2096666667		0.000						3		0.073		0.0078102497		0.127		0.0070237692		0.205		0.0107857931		0.2753333333		0.0145181878		0.427		0.0376474877

		3		0.07		0.073		0.0000		0.15		0.127		0.0004				0.22		0.205		0.000				0.29		0.2753333333		0.000				0.38		0.427		0.002						6		0.088		0.0087177979		0.1673333333		0.0051747249		0.2586666667		0.0121974496		0.3473333333		0.0219797887		0.4823333333		0.0257055982

		6		0.09		0.088		0.0000		0.18		0.1673333333		0.0002				0.27		0.2586666667		0.000				0.37		0.3473333333		0.000				0.47		0.4823333333		0.000						8		0.0916666667		0.008412953		0.1863333333		0.0077960104		0.274		0.0137961347		0.3783333333		0.0231324688		0.4963333333		0.0269588163

		8		0.09		0.0916666667		0.0000		0.19		0.1863333333		0.0000				0.28		0.274		0.000				0.38		0.3783333333		0.000				0.49		0.4963333333		0.000						11		0.093		0.0086216781		0.1953333333		0.0086858761		0.2883333333		0.0160450754		0.391		0.0236924742		0.4996666667		0.026691655

		11		0.09		0.093		0.0000		0.19		0.1953333333		0.0000				0.29		0.2883333333		0.000				0.39		0.391		0.000				0.50		0.4996666667		0.000						15		0.0926666667		0.0071724783		0.1983333333		0.0083732378		0.293		0.017691806		0.3953333333		0.0243948993		0.4996666667		0.0266666667

		15		0.09		0.0926666667		0.0000		0.19		0.1983333333		0.0000				0.29		0.293		0.000				0.39		0.3953333333		0.000				0.50		0.4996666667		0.000						17		0.0943333333		0.0068394282		0.1993333333		0.00811035		0.295		0.0186100331		0.3986666667		0.0247004273		0.5		0.0265141472

		17		0.09		0.0943333333		0.0000		0.19		0.1993333333		0.0000				0.29		0.295		0.000				0.39		0.3986666667		0.000				0.50		0.5		0.000						20		0.0926666667		0.0071724783		0.2006666667		0.0078386507		0.2956666667		0.0187468516		0.4013333333		0.0240578008		0.4986666667		0.026691655

		20		0.09		0.0926666667		0.0000		0.19		0.2006666667		0.0000				0.29		0.2956666667		0.000				0.39		0.4013333333		0.000				0.50		0.4986666667		0.000						25		0.093		0.0085049005		0.2		0.008660254		0.2953333333		0.0194107645		0.399		0.0250066658		0.4983333333		0.0273577127

		25		0.09		0.093		0.0000		0.19		0.2		0.0000				0.29		0.2953333333		0.000				0.39		0.399		0.000				0.50		0.4983333333		0.000						30		0.0955		0.0397591708		0.2006666667		0.0092436164		0.2953333333		0.0194107645		0.3995		0.1650175496		0.4966666667		0.0272417164

		30		0.09		0.0955		0.0000		0.19		0.2006666667		0.0000				0.29		0.2953333333		0.000				0.39		0.3995		0.000				0.50		0.4966666667		0.000						35		0.0975		0.0406791306		0.2036666667		0.1177608216		0.2943333333		0.1701778481		0.4005		0.1653343834		0.4936666667		0.2852934162

		35		0.09		0.0975		0.0000		0.19		0.2036666667		0.0001				0.29		0.2943333333		0.000				0.39		0.4005		0.000				0.50		0.4936666667		0.000						40		0.0975		0.056560808		0.1976666667		0.1143019879		0.2933333333		0.1696013299		0.3956666667		0.0250088873		0.4896666667		0.282986258

		40		0.09		0.0975		0.0000		0.19		0.1976666667		0.0000				0.29		0.2933333333		0.000				0.39		0.3956666667		0.000				0.50		0.4896666667		0.000						45						0.1966666667		0.1137255468		0.2903333333		0.1678718096

		45								0.19		0.1966666667		0.0000				0.29		0.2903333333		0.000

								0.000						0.001								0.001								0.001								0.003

																				0.0070
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3*[FMN]0-4% среднее
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4*[FMN]0-4% среднее
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								Bx				B2								By								Bz								Bw

				k1=		0.281		1.0001421654				1.0004252004								1.0006464298								1.000845206								1.0012392785

				K=		0.001

				X01=		0.069				X02=		0.2060610172						X03=		0.3133081008						X04=		0.4096905396						X05=		0.6008247747

										X2/X1=		2.9913072496						X3/X1=		4.548						X4/X1=		5.9473174408						X5/X1=		8.7219384287										[FMN]0-5% среднее		[FMN]0-5% погр		2*[FMN]0-5% среднее		2*[FMN]0-5% погр		3*[FMN]0-5% среднее		3*[FMN]0-5% погр		4*[FMN]0-5% среднее		4*[FMN]0-5% погр		5*[FMN]0-5% среднее		5*[FMN]0-5% погр

		t		f1(t)		[FMN]0-5% среднее		(f(t)-y1)^2		f2(t)		2*[FMN]0-5% среднее		(f(t)-y2)^2				f2(t)		3*[FMN]0-5% среднее		(f(t)-y2)^2				f3(t)		4*[FMN]0-5% среднее		(f(t)-y2)^2				f5(t)		5*[FMN]0-5% среднее		(f(t)-y5)^2						0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		0		0.00		0		0.0000		0.00		0		0.0000				0.00		0		0.000				0.00		0		0.000				0.00		0		0.000						1		0.0176666667		0.0034801022		0.047		0.0164620776		0.0663333333		0.004055175		0.0863333333		0.0200360786		0.1223333333		0.0128625209

		1		0.02		0.0176666667		0.0000		0.05		0.047		0.0000				0.08		0.0663333333		0.000				0.10		0.0863333333		0.000				0.15		0.1223333333		0.001						3		0.045		0.0049328829		0.1176666667		0.021865752		0.1726666667		0.0092436164		0.2276666667		0.0471781494		0.394		0.0551089829

		3		0.04		0.045		0.0000		0.12		0.1176666667		0.0000				0.18		0.1726666667		0.000				0.23		0.2276666667		0.000				0.34		0.394		0.003						6		0.0583333333		0.0056075346		0.1806666667		0.0173813438		0.2326666667		0.0179752917		0.3253333333		0.0403498589		0.484		0.0535070089

		6		0.06		0.0583333333		0.0000		0.17		0.1806666667		0.0002				0.26		0.2326666667		0.001				0.33		0.3253333333		0.000				0.49		0.484		0.000						8		0.065		0.0072341781		0.1946666667		0.0184601673		0.273		0.0157162336		0.3593333333		0.0384418753		0.5376666667		0.0548492885

		8		0.06		0.065		0.0000		0.18		0.1946666667		0.0001				0.28		0.273		0.000				0.37		0.3593333333		0.000				0.54		0.5376666667		0.000						11		0.068		0.0080829038		0.1996666667		0.0185502321		0.2963333333		0.0179752917		0.3826666667		0.0356292639		0.563		0.045236416

		11		0.07		0.068		0.0000		0.20		0.1996666667		0.0000				0.30		0.2963333333		0.000				0.39		0.3826666667		0.000				0.57		0.563		0.000						15		0.0683333333		0.0080897741		0.2013333333		0.0176099719		0.3136666667		0.0176099719		0.4016666667		0.034070189		0.5866666667		0.0362460726

		15		0.07		0.0683333333		0.0000		0.20		0.2013333333		0.0000				0.31		0.3136666667		0.000				0.40		0.4016666667		0.000				0.59		0.5866666667		0.000						17		0.068		0.0078102497		0.2016666667		0.0167464756		0.3166666667		0.0190554746		0.409		0.0334514574		0.5966666667		0.0281089152

		17		0.07		0.068		0.0000		0.20		0.2016666667		0.0000				0.31		0.3166666667		0.000				0.41		0.409		0.000				0.60		0.5966666667		0.000						20		0.0676666667		0.007535103		0.205		0.0173493516		0.3193333333		0.0199527219		0.4136666667		0.0360061723		0.599		0.0260832002

		20		0.07		0.0676666667				0.21		0.205		0.0000				0.31		0.3193333333		0.000				0.41		0.4136666667		0.000				0.60		0.599		0.000						25		0.0673333333		0.0075129518		0.2046666667		0.0181872972		0.3186666667		0.0202512002		0.4146666667		0.0371588183		0.6013333333		0.0224078359

		25		0.07		0.0673333333		0.0000		0.21		0.2046666667		0.0000				0.31		0.3186666667		0.000				0.41		0.4146666667		0.000				0.60		0.6013333333		0.000						30		0.0676666667		0.0080897741		0.2046666667		0.0184872328		0.318		0.0199749844		0.4156666667		0.0381502876		0.6026666667		0.0228059446

		30		0.07		0.0676666667				0.21		0.2046666667		0.0000				0.31		0.318		0.000				0.41		0.4156666667		0.000				0.60		0.6026666667		0.000						35		0.066		0.0381051178		0.2036666667		0.1183408448		0.317		0.1830200353		0.4156666667		0.0390740039		0.597		0.3446781107

		35		0.07		0.066		0.0000		0.21		0.2036666667		0.0000				0.31		0.317		0.000				0.41		0.4156666667		0.000				0.60		0.597		0.000						40		0.066		0.0381051178		0.2036666667		0.1183408448		0.316		0.1824426851						0.597		0.3446781107

		40		0.07		0.066		0.0000		0.21		0.2036666667		0.0000				0.31		0.316		0.000												0.60		0.597		0.000						45						0.2026666667		0.1177671903		0.311		0.1795559337

		45								0.21		0.2026666667		0.0000				0.31		0.311		0.000

								0.000						0.000								0.001								0.001								0.004

																				0.0054
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4*[FMN]0-5% среднее

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



f2(t)

2*[FMN]0-5% среднее

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



f5(t)

5*[FMN]0-5% среднее

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



				3%		3.50%		4%		5%
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L+R, иммобилизованные в крахмальный гель
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Диаграмма1

		48201		10299		9025		8523.3333333333		7295.3333333333		3686.5070640558		3686.5070640558		311.371696423		311.371696423		383.7644676969		383.7644676969		337.1653072966		559.7542119339		559.7542119339		559.7542119339

		34446.6666666667		12183.3333333333		11986.75		10398.3333333333		8577.6666666667		2497.0075646217		2497.0075646217		590.5427823433		590.5427823433		536.2911794601		536.2911794601		514.6002763742		206.4383147039		206.4383147039		206.4383147039

		28494		11304.3333333333		10461.3333333333		8672		8244.25		697.1140509271		697.1140509271		334.7762104916		334.7762104916		170.3998565466		170.3998565466		390.9121811012		245.3424052897		245.3424052897		245.3424052897

		28435.5		11118.5		9477.3333333333		8943		8610.8333333333		3012.7883126212		3012.7883126212		242.2245858702		242.2245858702		103.5765953829		103.5765953829		358.8829892876		249.7085523387		249.7085523387		249.7085523387

		24820.3333333333		20388.5		19798.6666666667		13526.3333333333		16329		820.0216121813		820.0216121813		908.3986367963		908.3986367963		374.2478382629		374.2478382629		761.6625091061		78.3092161456		78.3092161456		78.3092161456



раствор

3%гель

3,5%гель

4%гель

5%гель

Iмакс, отн.ед



МАКС И tм

				Imax		погреш				t выхода на Imax,сек		погрешность						Imax		погреш				t выхода на Imax,сек		погрешность						Imax		погреш				t выхода на Imax,сек		погрешность						Imax		погреш				t выхода на Imax,сек		погрешность						Imax		погреш				t выхода на Imax,сек		погрешность

		10FMN-раствор		48201		3686.5070640558		10FMN-раствор		88.6666666667		6.6666666667				20FMN-раствор		34446.6666666667		2497.0075646217		20FMN-раствор		75.3333333333		6.6666666667				30FMN-раствор		28494		697.1140509271		30FMN-раствор		68.6666666667		6.6666666667				40FMN-раствор		28435.5		3012.7883126212		40FMN-раствор		69.5		4.7871355388				50FMN-раствор		24820.3333333333		820.0216121813		50FMN-раствор		55.3333333333		8.8191710369

		10FMN-3%		10299		311.371696423		10FMN-3%		92		10				20FMN-3%		12183.3333333333		590.5427823433		20FMN-3%		92		11.5470053838				30FMN-3%		11304.3333333333		334.7762104916		30FMN-3%		78.6666666667		8.8191710369				40FMN-3%		11118.5		242.2245858702		40FMN-3%		105		7.6811457479				50FMN-3%		20388.5		908.3986367963		50FMN-3%		132		10.8012344973

		10FMN-3,5%		9025		383.7644676969		10FMN-3,5%		57		5				20FMN-3,5%		11986.75		536.2911794601		20FMN-3,5%		47		2.8867513459				30FMN-3,5%		10461.3333333333		170.3998565466		30FMN-3,5%		48.6666666667		3.3333333333				40FMN-3,5%		9477.3333333333		103.5765953829		40FMN-3,5%		88.6666666667		8.8191710369				50FMN-3,5%		19798.6666666667		374.2478382629		50FMN-3,5%		108.6666666667		8.8191710369

		10FMN-4%		8523.3333333333		337.1653072966		10FMN-4%		48.6666666667		3.3333333333				20FMN-4%		10398.3333333333		514.6002763742		20FMN-4%		42		0				30FMN-4%		8672		390.9121811012		30FMN-4%		45.3333333333		3.3333333333				40FMN-4%		8943		358.8829892876		40FMN-4%		25.3333333333		3.3333333333				50FMN-4%		13526.3333333333		761.6625091061		50FMN-4%		45.3333333333		3.3333333333

		10FMN-5%		7295.3333333333		559.7542119339		10FMN-5%		35.3333333333		8.8191710369				20FMN-5%		8577.6666666667		206.4383147039		20FMN-5%		38.6666666667		6.6666666667				30FMN-5%		8244.25		245.3424052897		30FMN-5%		34.5		2.5				40FMN-5%		8610.8333333333		249.7085523387		40FMN-5%		35.6666666667		6.8394281762				50FMN-5%		16329		78.3092161456		50FMN-5%		45.3333333333		8.8191710369

								максимумы										время на максимум

				раствор		3%гель		3,5%гель		4%гель		5%гель						раствор		3%гель		3,5%гель		4%гель		5%гель

		10FMN		48201		10299		9025		8523.3333333333		7295.3333333333				10FMN		88.6666666667		92		57		48.6666666667		35.3333333333

		20FMN		34446.6666666667		12183.3333333333		11986.75		10398.3333333333		8577.6666666667				20FMN		75.3333333333		92		47		42		38.6666666667

		30FMN		28494		11304.3333333333		10461.3333333333		8672		8244.25				30FMN		68.6666666667		78.6666666667		48.6666666667		45.3333333333		34.5

		40FMN		28435.5		11118.5		9477.3333333333		8943		8610.8333333333				40FMN		69.5		105		88.6666666667		25.3333333333		35.6666666667

		50FMN		24820.3333333333		20388.5		19798.6666666667		13526.3333333333		16329				50FMN		55.3333333333		132		108.6666666667		45.3333333333		45.3333333333

								погрешности на макс												погрешности на время

				раствор		3%гель		3,5%гель		4%гель		5%гель						раствор		3%гель		3,5%гель		4%гель		5%гель

		10FMN		3686.5070640558		311.371696423		383.7644676969		337.1653072966		559.7542119339				10FMN		6.6666666667		10		5		3.3333333333		8.8191710369

		20FMN		2497.0075646217		590.5427823433		536.2911794601		514.6002763742		206.4383147039				20FMN		6.6666666667		11.5470053838		2.8867513459		0		6.6666666667

		30FMN		697.1140509271		334.7762104916		170.3998565466		390.9121811012		245.3424052897				30FMN		6.6666666667		8.8191710369		3.3333333333		3.3333333333		2.5

		40FMN		3012.7883126212		242.2245858702		103.5765953829		358.8829892876		249.7085523387				40FMN		4.7871355388		7.6811457479		8.8191710369		3.3333333333		6.8394281762

		50FMN		820.0216121813		908.3986367963		374.2478382629		761.6625091061		78.3092161456				50FMN		8.8191710369		10.8012344973		8.8191710369		3.3333333333		8.8191710369





МАКС И tм

		0		0		0		0		0		3686.5070640558		3686.5070640558		2497.0075646217		2497.0075646217		697.1140509271		697.1140509271		3012.7883126212		3012.7883126212		820.0216121813		820.0216121813

		0		0		0		0		0		311.371696423		311.371696423		590.5427823433		590.5427823433		334.7762104916		334.7762104916		242.2245858702		242.2245858702		908.3986367963		908.3986367963

		0		0		0		0		0		383.7644676969		383.7644676969		536.2911794601		536.2911794601		170.3998565466		170.3998565466		103.5765953829		103.5765953829		374.2478382629		374.2478382629

		0		0		0		0		0		337.1653072966		337.1653072966		514.6002763742		514.6002763742		390.9121811012		390.9121811012		358.8829892876		358.8829892876		761.6625091061		761.6625091061

		0		0		0		0		0		559.7542119339		559.7542119339		206.4383147039		206.4383147039		245.3424052897		245.3424052897		249.7085523387		249.7085523387		78.3092161456		78.3092161456



10FMN

20FMN

30FMN

40FMN

50FMN

концентрация геля

Iмакс

максимумы интенсивности свечения



на пол макс

		0		0		0		0		0		3686.5070640558		3686.5070640558		311.371696423		311.371696423		383.7644676969		383.7644676969		337.1653072966		559.7542119339		559.7542119339		559.7542119339

		0		0		0		0		0		2497.0075646217		2497.0075646217		590.5427823433		590.5427823433		536.2911794601		536.2911794601		514.6002763742		206.4383147039		206.4383147039		206.4383147039

		0		0		0		0		0		697.1140509271		697.1140509271		334.7762104916		334.7762104916		170.3998565466		170.3998565466		390.9121811012		245.3424052897		245.3424052897		245.3424052897

		0		0		0		0		0		3012.7883126212		3012.7883126212		242.2245858702		242.2245858702		103.5765953829		103.5765953829		358.8829892876		249.7085523387		249.7085523387		249.7085523387

		0		0		0		0		0		820.0216121813		820.0216121813		908.3986367963		908.3986367963		374.2478382629		374.2478382629		761.6625091061		78.3092161456		78.3092161456		78.3092161456



раствор

3%гель

3,5%гель

4%гель

5%гель

концентрация FMN

Iмакс

максимумы интенсивности свечения



активность остаточн

		0		0		0		0		0		6.6666666667		6.6666666667		6.6666666667		6.6666666667		6.6666666667		6.6666666667		4.7871355388		4.7871355388		8.8191710369		8.8191710369

		0		0		0		0		0		10		10		11.5470053838		11.5470053838		8.8191710369		8.8191710369		7.6811457479		7.6811457479		10.8012344973		10.8012344973

		0		0		0		0		0		5		5		2.8867513459		2.8867513459		3.3333333333		3.3333333333		8.8191710369		8.8191710369		8.8191710369		8.8191710369

		0		0		0		0		0		3.3333333333		3.3333333333		0		0		3.3333333333		3.3333333333		3.3333333333		3.3333333333		3.3333333333		3.3333333333

		0		0		0		0		0		8.8191710369		8.8191710369		6.6666666667		6.6666666667		2.5		2.5		6.8394281762		6.8394281762		8.8191710369		8.8191710369



10FMN

20FMN

30FMN

40FMN

50FMN

концентрация геля

tм,сек

время выхода на Iмакс



Лист3

		0		0		0		0		0		6.6666666667		6.6666666667		10		10		5		5		3.3333333333		3.3333333333		8.8191710369		8.8191710369

		0		0		0		0		0		6.6666666667		6.6666666667		11.5470053838		11.5470053838		2.8867513459		2.8867513459		0		0		6.6666666667		6.6666666667

		0		0		0		0		0		6.6666666667		6.6666666667		8.8191710369		8.8191710369		3.3333333333		3.3333333333		3.3333333333		3.3333333333		2.5		2.5

		0		0		0		0		0		4.7871355388		4.7871355388		7.6811457479		7.6811457479		8.8191710369		8.8191710369		3.3333333333		3.3333333333		6.8394281762		6.8394281762

		0		0		0		0		0		8.8191710369		8.8191710369		10.8012344973		10.8012344973		8.8191710369		8.8191710369		3.3333333333		3.3333333333		8.8191710369		8.8191710369



раствор

3%гель

3,5%гель

4%гель

5%гель

концентрация FMN

tм,сек

время выхода на Iмакс



		0		0		0		0		311.371696423		311.371696423		383.7644676969		383.7644676969		337.1653072966		559.7542119339		559.7542119339		559.7542119339

		0		0		0		0		590.5427823433		590.5427823433		536.2911794601		536.2911794601		514.6002763742		206.4383147039		206.4383147039		206.4383147039

		0		0		0		0		334.7762104916		334.7762104916		170.3998565466		170.3998565466		390.9121811012		245.3424052897		245.3424052897		245.3424052897

		0		0		0		0		242.2245858702		242.2245858702		103.5765953829		103.5765953829		358.8829892876		249.7085523387		249.7085523387		249.7085523387

		0		0		0		0		908.3986367963		908.3986367963		374.2478382629		374.2478382629		761.6625091061		78.3092161456		78.3092161456		78.3092161456



3%гель

3,5%гель

4%гель

5%гель

концентрация FMN

Iмакс

максимумы интенсивности свечения



		0		0		0		0		0		3686.5070640558		3686.5070640558		311.371696423		311.371696423		383.7644676969		383.7644676969		337.1653072966		559.7542119339		559.7542119339		559.7542119339

		0		0		0		0		0		2497.0075646217		2497.0075646217		590.5427823433		590.5427823433		536.2911794601		536.2911794601		514.6002763742		206.4383147039		206.4383147039		206.4383147039

		0		0		0		0		0		697.1140509271		697.1140509271		334.7762104916		334.7762104916		170.3998565466		170.3998565466		390.9121811012		245.3424052897		245.3424052897		245.3424052897

		0		0		0		0		0		3012.7883126212		3012.7883126212		242.2245858702		242.2245858702		103.5765953829		103.5765953829		358.8829892876		249.7085523387		249.7085523387		249.7085523387

		0		0		0		0		0		820.0216121813		820.0216121813		908.3986367963		908.3986367963		374.2478382629		374.2478382629		761.6625091061		78.3092161456		78.3092161456		78.3092161456



раствор

3%гель

3,5%гель

4%гель

5%гель

концентрация FMN

Iмакс

максимумы интенсивности свечения



		0		0		0		0		0		3686.5070640558		3686.5070640558		311.371696423		311.371696423		383.7644676969		383.7644676969		337.1653072966		559.7542119339		559.7542119339		559.7542119339

		0		0		0		0		0		2497.0075646217		2497.0075646217		590.5427823433		590.5427823433		536.2911794601		536.2911794601		514.6002763742		206.4383147039		206.4383147039		206.4383147039

		0		0		0		0		0		697.1140509271		697.1140509271		334.7762104916		334.7762104916		170.3998565466		170.3998565466		390.9121811012		245.3424052897		245.3424052897		245.3424052897

		0		0		0		0		0		3012.7883126212		3012.7883126212		242.2245858702		242.2245858702		103.5765953829		103.5765953829		358.8829892876		249.7085523387		249.7085523387		249.7085523387

		0		0		0		0		0		820.0216121813		820.0216121813		908.3986367963		908.3986367963		374.2478382629		374.2478382629		761.6625091061		78.3092161456		78.3092161456		78.3092161456



раствор

3%гель

3,5%гель

4%гель

5%гель

Iмакс, отн.ед



		0		0		0		0		0		3686.5070640558		3686.5070640558		311.371696423		311.371696423		383.7644676969		383.7644676969		337.1653072966		559.7542119339		559.7542119339		559.7542119339

		0		0		0		0		0		2497.0075646217		2497.0075646217		590.5427823433		590.5427823433		536.2911794601		536.2911794601		514.6002763742		206.4383147039		206.4383147039		206.4383147039

		0		0		0		0		0		697.1140509271		697.1140509271		334.7762104916		334.7762104916		170.3998565466		170.3998565466		390.9121811012		245.3424052897		245.3424052897		245.3424052897

		0		0		0		0		0		3012.7883126212		3012.7883126212		242.2245858702		242.2245858702		103.5765953829		103.5765953829		358.8829892876		249.7085523387		249.7085523387		249.7085523387

		0		0		0		0		0		820.0216121813		820.0216121813		908.3986367963		908.3986367963		374.2478382629		374.2478382629		761.6625091061		78.3092161456		78.3092161456		78.3092161456



раствор

3%гель

3,5%гель

4%гель

5%гель

Iмакс, отн.ед



						время на пол максимума

				10FMN-раствор		10FMN-3%		10FMN-3,5%		10FMN-4%		10FMN-5%								10FMN		20FMN		30FMN		40FMN		50FMN

				48184		10247		9005.25		8486		7214.3333333333						раствор		21.0333333333		23.5333333333		23.3666666667		24.2		19.0333333333

		I/2		24092		5123.5		4502.625		4243		3607.1666666667						3% гель		25.5333333333		21.8666666667		18.0333333333		29.7		24.7

		время наI/2		1262		1532		1592		1562		1842						3,5%гель		26.5333333333		21.2		18.0333333333		30.7		24.7				как погрешность???

		в мин		21.0333333333		25.5333333333		26.5333333333		26.0333333333		30.7						4% гель		26.0333333333		20.8666666667		27.2		28.2		23.7

																		5% гель		30.7		17.3666666667		21.0333333333		29.0333333333		29.0333333333

				20FMN-раствор		20FMN-3%		20FMN-3,5%		20FMN-4%		20FMN-5%

				34355.6666666667		12133.6666666667		11628.6666666667		10398.3333333333		8546.3333333333

		I/2		17177.8333333333		6066.8333333333		5814.3333333333		5199.1666666667		4273.1666666667

		время наI/2		1412		1312		1272		1252		1042

		в мин		23.5333333333		21.8666666667		21.2		20.8666666667		17.3666666667

				30FMN-раствор		30FMN-3%		30FMN-3,5%		30FMN-4%		30FMN-5%

				28463.6666666667		11267.6666666667		10434.3333333333		8669		8238.5

		I/2		14231.8333333333		5633.8333333333		5217.1666666667		4334.5		4119.25

		время наI/2		1402		1082		1082		1632		1262

		в мин		23.3666666667		18.0333333333		18.0333333333		27.2		21.0333333333

				40FMN-раствор		40FMN-3%		40FMN-3,5%		40FMN-4%		40FMN-5%

				28881		11105.75		9340.3333333333		8941.3333333333		8602.5

		I/2		14440.5		5552.875		4670.1666666667		4470.6666666667		4301.25

		время наI/2		1452		1782		1842		1692		1742

		в мин		24.2		29.7		30.7		28.2		29.0333333333

				50FMN-раствор		50FMN-3%		50FMN-3,5%		50FMN-4%		50FMN-5%

				24694.3333333333		20094		19759		13442		16196.3333333333

		I/2		12347.1666666667		10047		9879.5		6721		8098.1666666667

		время наI/2		1142		1482		1482		1422		1742

		в мин		19.0333333333		24.7		24.7		23.7		29.0333333333





		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0



раствор

3% гель

3,5%гель

4% гель

5% гель

концентрация FMN

t 50%, мин

время падения интенсивности на 1/2 от Iмакс



		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0



10FMN

20FMN

30FMN

40FMN

50FMN

концентрация FMN

t 50%, мин

время падения интенсивности на 1/2 Iмакс



		

								максимумы																		максимумы

				раствор		3%гель		3,5%гель		4%гель		5%гель										раствор		3%гель		3,5%гель		4%гель		5%гель

		10FMN		48201		10299		9025		8523.3333333333		7295.3333333333								10FMN		48201		10299		9025		8523.3333333333		7295.3333333333

		20FMN		34446.6666666667		12183.3333333333		11986.75		10398.3333333333		8577.6666666667								20FMN		34446.6666666667		12183.3333333333		11986.75		10398.3333333333		8577.6666666667

		30FMN		28494		11304.3333333333		10461.3333333333		8672		8244.25								30FMN		28494		11304.3333333333		10461.3333333333		8672		8244.25

		40FMN		28435.5		11118.5		9477.3333333333		8943		8610.8333333333								40FMN		28435.5		11118.5		9477.3333333333		8943		8610.8333333333

		50FMN		24820.3333333333		20388.5		19798.6666666667		13526.3333333333		16329								50FMN		24820.3333333333		20388.5		19798.6666666667		13526.3333333333		16329

								остат активность																падение Iмакс (раз)

				3%гель		3,5%гель		4%гель		5%гель														3%гель		3,5%гель		4%гель		5%гель

		10FMN		21.3667766229		18.723677932		17.682897312		15.1352323257												10FMN		4.6801631226		5.3408310249		5.6551818537		6.6071004295

		20FMN		35.3686858912		34.7979969034		30.1867621444		24.9012966905												20FMN		2.8273597811		2.8737286309		3.3127103703		4.0158551277

		30FMN		39.6726796285		36.7141620458		30.4344774338		28.9332842002												30FMN		2.5206263085		2.7237445832		3.2857472325		3.4562270673

		40FMN		39.1007719224		33.3292304807		31.4501239648		30.2819832017												40FMN		2.5574942663		3.0003693022		3.1796377055		3.3022936224

		50FMN		82.144344019		79.7679322061		54.4969849989		65.7888021918												50FMN		1.2173692686		1.2536366085		1.8349638976		1.5200155143

				64.6313141088		65.2020030966		69.8132378556		75.0987033095

								погрешности на макс

				раствор		3%гель		3,5%гель		4%гель		5%гель

		10FMN		3686.5070640558		311.371696423		383.7644676969		337.1653072966		559.7542119339

		20FMN		2497.0075646217		590.5427823433		536.2911794601		514.6002763742		206.4383147039

		30FMN		697.1140509271		334.7762104916		170.3998565466		390.9121811012		245.3424052897

		40FMN		3012.7883126212		242.2245858702		103.5765953829		358.8829892876		249.7085523387

		50FMN		820.0216121813		908.3986367963		374.2478382629		761.6625091061		78.3092161456





		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0
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		44										22				24				20				29				40

		48										17				28				29				35				44

		45.8888888889		8.7167070218				21.7917675545								24.5				28.5				34.5				42.3333333333

												19.5				53.3898305085				62.1065375303				75.181598063				92.2518159806

												42.4939467312

		иммобил фермент

		65		0		63		4		63		15		59		17		63		27		61		37		58		47		60		59

		67										17				25				34				40				49				57

												16				21				30.5				38.5				48				58

		62.1111111111		0				6.4400715564				25.7602862254				33.8103756708				49.1055456172				61.9856887299				77.2808586762				93.3810375671

		многокомпонентный						иммобил фермент

		С		Io/Ik		ln(Io/Ik)		С		Io/Ik		ln(Io/Ik)

		0.63		0.0871670702		-2.4399286545		0.63		0		0

		0.315		0.2179176755		-1.5236379226		0.315		0.0644007156		-2.7426305347

		0.1575		0.4249394673		-0.8558085501		0.1575		0.2576028623		-1.3563361736

		0.07875		0.5338983051		-0.6275498981		0.07875		0.3381037567		-1.0844024581

		0.039375		0.6210653753		-0.4763189284		0.039375		0.4910554562		-0.7111982122

		0.019688		0.7518159806		-0.2852636916		0.019688		0.6198568873		-0.4782666545

		0.009844		0.9225181598		-0.0806482178		0.009844		0.7728085868		-0.2577238849

		0.004922						0.004922		0.9338103757		-0.0684818853

		0.002461						0.002461

		0.00123						0.00123

		0.000615						0.000615

		0.000308						0.000308

		0.000154						0.000154

		0.000077						0.000077

		0.0000385						0.0000385





Лист1

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

				0



биферментная система иммобилизованная совместно с субстратами

иммобилизованная биферментная система

С, мг/мл

Io/Ik, %

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Лист2

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



многокомпонентный

0

0

0

0

0

0

0



Лист3

		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



иммобил фермент

0

0

0

0

0

0

0



		





		






_1148639992.unknown

_1148639990.unknown

_1148639987.unknown

_1148639988.unknown

_1148639986.unknown

_1148639983.unknown

_1148639984.unknown

_1148639982.unknown

_1064300598.bin

_1148639973.unknown

_1148639977.unknown

_1148639979.unknown

_1148639980.unknown

_1148639978.unknown

_1148639975.unknown

_1148639976.unknown

_1148639974.unknown

_1148639969.unknown

_1148639971.unknown

_1148639972.unknown

_1148639970.unknown

_1148639967.unknown

_1148639968.unknown

_1109015003.bin

_1148639966.unknown

_1064301134.bin

_1064301989.bin

_1025099235.xls
Лист2 (3)

		конкурентное ингибирование этанолом люциферазы P.l.,C14





Лист2 (3)

		2.13		2.13		2.13		2.13

		0.213		0.213		0.213		0.213

		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213



Б

контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%этанол

1/[S]

1/Vo

0.3846153846

0.5555555556

0.9090909091

2

0.04048583

0.0578034682

0.1086956522

0.2380952381

0.0143884892

0.0144927536

0.0179856115

0.0318471338



Лист2 (2)

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4,7		4,7		4,7		4,7

		47		47		47		47



контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%этанол

[S]

[S]/Vo

0.179

0.2611111111

0.4272727273

0.94

0.1902834008

0.2716763006

0.5108695652

1.119047619

0.6762589928

0.6811594203

0.845323741

1.4968152866



Диаграмма15

		





Лист4

		0.6576971214		0.8333333333		0.4689716312

		0.9539007092		0.8865248227		0.4893617021

		1.2255319149		1.1812765957		0.5829787234

		1.4468085106		1.0638297872		0.8368794326



Б

0%этанол

5%этанол

10%этанол

Vо/S

Vо

30.9117647059

39.1666666667

22.0416666667

22.4166666667

20.8333333333

11.5

14.4

13.88

6.85

6.8

5



Диаграмма2

		



А



Диаграмма2

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



0,47

4,7

47

[этанол],об.%

1/V0

0,47*10^(-6),M

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.2380952381

0.0318471338

1.25

0.0694444444



Диаграмма3

		





Диаграмма4

		0

		5

		7.5

		10



Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

29

48.95

80.32

108.5



Диаграмма5

		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		1		0.6923076923		0.4230769231		0.1923076923		0.0384615385

		4.7		4.7		4.7		4.7		4.7

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		47		47		47		47		47



контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-6)M

I,mV

P.l.,C14

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8

69.5

69

55.6

31.4

14.4



Диаграмма11

		0		0

		5		5

		7.5		7.5

		10		10

		12.5		12.5



tga

ордината

[этанол],об.%

tga

ордината

0.18

0.005

0.26

0.005

0.42

0.01

0.93

0.03

4.65

0.11



Диаграмма7

				tga		ордината

		0		0.18		0.005

		5		0.26		0.005

		7.5		0.42		0.01

		10		0.93		0.03

		12.5		4.65		0.11





Диаграмма8

		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13

		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213

		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213



контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

(1/[A])*10^6

(1/I)mV^(-1)

P.l.,C14,Л-Берка

0.3846153846

0.5555555556

0.9090909091

2

10

10

0.04048583

0.0578034682

0.1086956522

0.2380952381

1.25

1.25

0.0143884892

0.0144927536

0.0179856115

0.0318471338

0.0694444444

0.0694444444



Диаграмма9

		





Диаграмма9

		0

		5

		7.5

		10



Км*10^(-5),M

[этанол],об.%

0

0

0.8

2.3



Диаграмма10

		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		4,7		4,7		4,7		4,7		4,7

		47		47		47		47		47



-2,3*10^(-5)M

-0,8

0,1

0,55

контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-5),M

[A]/I

Хейнс,P.l.,C14конкурентное ингибирование

0.179

0.2611111111

0.4272727273

0.94

4.7

0.1902834008

0.2716763006

0.5108695652

1.119047619

5.875

0.6762589928

0.6811594203

0.845323741

1.4968152866

3.2638888889



Диаграмма13

		4.7		47						V0/(V0-Vi)

		3.25		3.25						3,25



0,47

3.25

3.25

2.6

24.7

69.5

3.25



Диаграмма14

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



-Кi

0,47

4,7

47

[этанол],%

1/I

Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338



eff

		5.5865921788		3.829787234		2.3404255319		1.0638297872		0.2127659574

		5.2553191489		3.6808510638		1.9574468085		0.8936170213		0.170212766

		1.4787234043		1.4680851064		1.1829787234		0.6680851064		0.3063829787

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		69.5		69		55.6		31.4		14.4



tga=-Km

tga=-Ks[(Ki+[I])/Ki

контроль

5

7,5

10

12,5

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

1

0.6923076923

0.4230769231

0.1923076923

0.0384615385

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8



kork

		0

		5

		7.5

		10



Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

29

48.95

80.32

108.5



Диаграмма1

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



0,47

4,7

47

[этанол],об.%

1/V0

P.l.,C14,Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.2380952381

0.0318471338

1.25

0.0694444444



Лист1

		0.2		0.2						0.2

		0.1333333333		0.1333333333						0.1333333333

		0.1		0.1						0.1

		0.08		0.08						0.08



0,47

47

4,7

1/[этанол]

V0/(V0-Vi)

Уэбб,P.l.,C14

3.25

139

3.3378378378

1.7333333333

5

1.5935483871

1.2380952381

1.8241469816

1.2048780488

1.04

1.2613430127

1.0334728033



Диаграмма12

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



4,7*10^(-6),M(C14)

47

0,47

[et],v%

I,%

P.l.,C14

24.7

69.5

2.6

29.64

90.35

3.198

17.3

69

1.8

9.2

55.6

1.1

4.2

31.4

0.5

0.8

14.4

0.1



Лист2

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

47

[et],v%

I,mV

P.l.,C14

2.6

24.7

69.5

3.198

29.64

90.35

1.8

17.3

69

1.1

9.2

55.6

0.5

4.2

31.4

0.1

0.8

14.4



Лист3

		0

		5

		7.5

		10



kcat/Km

[et]

0.0951724138

0.0563840654

0.0343625498

0.0211981567



		0.4409090821

		0.4409090821

		0.4409090821

		0.361727836



k

Km

1.4623979979

1.6897526961

1.9048236998

2.0354297382



		0		0		0

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



Км

kcat

kcat/Km

29

2.76

0.0951724138

48.95

2.76

0.0563840654

80.32

2.76

0.0343625498

108.5

2.3

0.0211981567



						Определение Км для люциферазы P.l. относительно тетрадеканаля

						[A]*10^(-6)M		0.47				4.7				47				1/[A]		2.13		0.213		0.0213		[A]		0.47		4.7		47

				lnI		этанол		I,mV				I,mV				I,mV

						0		2.6		1		24.7		1		69.5		1		1/I		0.3846153846		0.04048583		0.0143884892		[A]/I		0.1790000000		0.1902834008		0.6762589928		I/[A]		5.5865921788		5.2553191489		1.4787234043

		0.52		4.503691017		2.5		3.198		1.23		29.64		1.2		90.35		1.3

		1.04		4.2341065046		5		1.8		0.6923076923		17.3		0.7004048583		69		0.9928057554				0.5555555556		0.0578034682		0.0144927536				0.2611111111		0.2716763006		0.6811594203				3.829787234		3.6808510638		1.4680851064

		1.56		4.0181832013		7.5		1.1		0.4230769231		9.2		0.3724696356		55.6		0.8				0.9090909091		0.1086956522		0.0179856115				0.4272727273		0.5108695652		0.845323741				2.3404255319		1.9574468085		1.1829787234

		2.08		3.4468078929		10		0.5		0.1923076923		4.2		0.1700404858		31.4		0.4517985612				2		0.2380952381		0.0318471338				0.9400000000		1.1190476190		1.4968152866				1.0638297872		0.8936170213		0.6680851064

		2.5		2.6672282066		12.5		0.1		0.0384615385		0.8		0.032388664		14.4		0.2071942446				10		1.25		0.0694444444				4.7000000000		5.8750000000		3.2638888889				0.2127659574		0.170212766		0.3063829787

																										Иди-Хофсти

								V0/(V0-Vi)						1/[et]								[этанола],об%		Км*10^(-5),M		Км		kcat		kcat/Km

						5		3.25		3.3378378378		139		0.2								0		`-0,55		29		2.76		0.0951724138		tga

						7.5		1.7333333333		1.5935483871		5		0.1333333333								5		`-0,1		48.95		2.76		0.0563840654		26

						10		1.2380952381		1.2048780488		1.8241469816		0.1								7.5		0.8		80.32		2.76		0.0343625498

						12.5		1.04		1.0334728033		1.2613430127		0.08								10		2.3		108.5		2.3		0.0211981567

																										lgKm		lgk

																										1.4623979979		0.4409090821

																										1.6897526961		0.4409090821

																										1.9048236998		0.4409090821

																										2.0354297382		0.361727836





		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



0,47

4,7

47

[этанол],%

1/I

Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338



		конкурентное ингибирование этанолом люциферазы P.l.,C14





		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13

		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213

		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213



контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

(1/[A])*10^(-6),М

(1/I)mV^(-1)

0.3846153846

0.5555555556

0.9090909091

2

10

10

0.04048583

0.0578034682

0.1086956522

0.2380952381

1.25

1.25

0.0143884892

0.0144927536

0.0179856115

0.0318471338

0.0694444444

0.0694444444



		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		4,7		4,7		4,7		4,7		4,7

		47		47		47		47		47



-2,3*10^(-5)M

-0,8

0,1

0,55

контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-5),M

[A]/I

0.179

0.2611111111

0.4272727273

0.94

4.7

0.1902834008

0.2716763006

0.5108695652

1.119047619

5.875

0.6762589928

0.6811594203

0.845323741

1.4968152866

3.2638888889



		





		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



-Кi

0,47

4,7

47

[этанол],%

1/I

Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338



		0

		5

		7.5

		10



Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

29

48.95

80.32

108.5



		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		1		0.6923076923		0.4230769231		0.1923076923		0.0384615385

		4.7		4.7		4.7		4.7		4.7

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		47		47		47		47		47



контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-6)M

I,mV

P.l.,C14

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8

69.5

69

55.6

31.4

14.4



		0.6576971214		0.8333333333		0.4689716312		0.0685106383

		0.9539007092		0.8865248227		0.4893617021		0.0397163121

		1.2255319149		1.1812765957		0.5829787234		0.0242553191

		1.4468085106		1.0638297872		0.8368794326



0%

5

10

15

V0

V0/[S]

30.9117647059

39.1666666667

22.0416666667

3.22

22.4166666667

20.8333333333

11.5

0.9333333333

14.4

13.88

6.85

0.285

6.8

5



		0.2		0.2						0.2

		0.1333333333		0.1333333333						0.1333333333

		0.1		0.1						0.1

		0.08		0.08						0.08



0,47

47

4,7

1/[этанол]

V0/(V0-Vi)

47*10^(-6),M

3.25

139

3.3378378378

1.7333333333

5

1.5935483871

1.2380952381

1.8241469816

1.2048780488

1.04

1.2613430127

1.0334728033
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Лист2 (2)

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



0,47

4,7

47

[этанол],об.%

1/V0

0,47*10^(-6),M

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.2380952381

0.0318471338

1.25

0.0694444444



Диаграмма1

		





Диаграмма15

		0

		5

		7.5

		10



Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

29

48.95

80.32

108.5



Лист4

		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		1		0.6923076923		0.4230769231		0.1923076923		0.0384615385

		4.7		4.7		4.7		4.7		4.7

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		47		47		47		47		47



контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-6)M

I,mV

P.l.,C14

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8

69.5

69

55.6

31.4

14.4



Диаграмма2

		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		1		0.6923076923		0.4230769231		0.1923076923		0.0384615385

		4.7		4.7		4.7		4.7		4.7

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		47		47		47		47		47



контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-6)M

I,mV

P.l.,C14

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8

69.5

69

55.6

31.4

14.4



Диаграмма3

		0		0

		5		5

		7.5		7.5

		10		10

		12.5		12.5



tga

Б

tga

ордината

[этанол],об.%

ордината

0.18

0.005

0.26

0.005

0.42

0.01

0.93

0.03

4.65

0.11



Диаграмма4

				tga		ордината

		0		0.18		0.005

		5		0.26		0.005

		7.5		0.42		0.01

		10		0.93		0.03

		12.5		4.65		0.11





Диаграмма5

		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13

		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213

		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213



контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

(1/[A])*10^6

(1/I)mV^(-1)

P.l.,C14,Л-Берка

0.3846153846

0.5555555556

0.9090909091

2

10

10

0.04048583

0.0578034682

0.1086956522

0.2380952381

1.25

1.25

0.0143884892

0.0144927536

0.0179856115

0.0318471338

0.0694444444

0.0694444444



Диаграмма11

		





Диаграмма11

		0

		5

		7.5

		10



Км*10^(-5),M

[этанол],об.%

0

0

0.8

2.3



Диаграмма6

		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		4,7		4,7		4,7		4,7		4,7

		47		47		47		47		47



-2,3*10^(-5)M

-0,8

0,1

0,55

контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-5),M

[A]/I

Хейнс,P.l.,C14конкурентное ингибирование

0.179

0.2611111111

0.4272727273

0.94

4.7

0.1902834008

0.2716763006

0.5108695652

1.119047619

5.875

0.6762589928

0.6811594203

0.845323741

1.4968152866

3.2638888889



Диаграмма7

		4.7		47						V0/(V0-Vi)

		3.25		3.25						3,25



0,47

3.25

3.25

2.6

24.7

69.5

3.25



Диаграмма8

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



-Кi

0,47

4,7

47

[этанол],%

1/I

Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338



Диаграмма9

		





Диаграмма10

		5.5865921788		3.829787234		2.3404255319		1.0638297872		0.2127659574

		5.2553191489		3.6808510638		1.9574468085		0.8936170213		0.170212766

		1.4787234043		1.4680851064		1.1829787234		0.6680851064		0.3063829787

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		69.5		69		55.6		31.4		14.4



tga=-Km

tga=-Ks[(Ki+[I])/Ki

контроль

5

7,5

10

12,5

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

1

0.6923076923

0.4230769231

0.1923076923

0.0384615385

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8



Диаграмма13

		0

		5

		7.5

		10



Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

29

48.95

80.32

108.5



Диаграмма14

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



0,47

4,7

47

[этанол],об.%

1/V0

P.l.,C14,Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.2380952381

0.0318471338

1.25

0.0694444444



Лист1

		0.2		0.2						0.2

		0.1333333333		0.1333333333						0.1333333333

		0.1		0.1						0.1

		0.08		0.08						0.08



0,47

47

4,7

1/[этанол]

V0/(V0-Vi)

Уэбб,P.l.,C14

3.25

139

3.3378378378

1.7333333333

5

1.5935483871

1.2380952381

1.8241469816

1.2048780488

1.04

1.2613430127

1.0334728033



Диаграмма12

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



4,7*10^(-6),M(C14)

47

0,47

[et],v%

I,%

P.l.,C14

24.7

69.5

2.6

29.64

90.35

3.198

17.3

69

1.8

9.2

55.6

1.1

4.2

31.4

0.5

0.8

14.4

0.1



Лист2

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

47

[et],v%

I,mV

P.l.,C14

2.6

24.7

69.5

3.198

29.64

90.35

1.8

17.3

69

1.1

9.2

55.6

0.5

4.2

31.4

0.1

0.8

14.4



Лист3

						Определение Км для люциферазы P.l. относительно тетрадеканаля

						[A]*10^(-6)M		0.47				4.7				47				1/[A]		2.13		0.213		0.0213		[A]		0.47		4.7		47

				lnI		этанол		I,mV				I,mV				I,mV

						0		2.6		1		24.7		1		69.5		1		1/I		0.3846153846		0.04048583		0.0143884892		[A]/I		0.1790000000		0.1902834008		0.6762589928		I/[A]		5.5865921788		5.2553191489		1.4787234043

		0.52		4.503691017		2.5		3.198		1.23		29.64		1.2		90.35		1.3

		1.04		4.2341065046		5		1.8		0.6923076923		17.3		0.7004048583		69		0.9928057554				0.5555555556		0.0578034682		0.0144927536				0.2611111111		0.2716763006		0.6811594203				3.829787234		3.6808510638		1.4680851064

		1.56		4.0181832013		7.5		1.1		0.4230769231		9.2		0.3724696356		55.6		0.8				0.9090909091		0.1086956522		0.0179856115				0.4272727273		0.5108695652		0.845323741				2.3404255319		1.9574468085		1.1829787234

		2.08		3.4468078929		10		0.5		0.1923076923		4.2		0.1700404858		31.4		0.4517985612				2		0.2380952381		0.0318471338				0.9400000000		1.1190476190		1.4968152866				1.0638297872		0.8936170213		0.6680851064

		2.5		2.6672282066		12.5		0.1		0.0384615385		0.8		0.032388664		14.4		0.2071942446				10		1.25		0.0694444444				4.7000000000		5.8750000000		3.2638888889				0.2127659574		0.170212766		0.3063829787

																										Иди-Хофсти

								V0/(V0-Vi)						1/[et]								[этанола],об%		Км*10^(-5),M		Км

						5		3.25		3.3378378378		139		0.2								0		`-0,55		29						tga

						7.5		1.7333333333		1.5935483871		5		0.1333333333								5		`-0,1		48.95						26

						10		1.2380952381		1.2048780488		1.8241469816		0.1								7.5		0.8		80.32

						12.5		1.04		1.0334728033		1.2613430127		0.08								10		2.3		108.5
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		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



0,47

4,7

47

[этанол],%

1/I

Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338



		конкурентное ингибирование этанолом люциферазы P.l.,C14





		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13

		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213

		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213



контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

(1/[A])*10^(-6),М

(1/I)mV^(-1)

0.3846153846

0.5555555556

0.9090909091

2

10

10

0.04048583

0.0578034682

0.1086956522

0.2380952381

1.25

1.25

0.0143884892

0.0144927536

0.0179856115

0.0318471338

0.0694444444

0.0694444444



		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		4,7		4,7		4,7		4,7		4,7

		47		47		47		47		47



-2,3*10^(-5)M

-0,8

0,1

0,55

контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-5),M

[A]/I

0.179

0.2611111111

0.4272727273

0.94

4.7

0.1902834008

0.2716763006

0.5108695652

1.119047619

5.875

0.6762589928

0.6811594203

0.845323741

1.4968152866

3.2638888889
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-Кi

0,47

4,7

47

[этанол],%

1/I

Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338
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Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

29

48.95

80.32

108.5



		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		1		0.6923076923		0.4230769231		0.1923076923		0.0384615385

		4.7		4.7		4.7		4.7		4.7

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		47		47		47		47		47



контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-6)M

I,mV

P.l.,C14

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8

69.5

69

55.6

31.4

14.4



		0.6576971214		0.8333333333		0.4689716312		0.0685106383

		0.9539007092		0.8865248227		0.4893617021		0.0397163121

		1.2255319149		1.1812765957		0.5829787234		0.0242553191

		1.4468085106		1.0638297872		0.8368794326
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V0

V0/[S]

30.9117647059

39.1666666667

22.0416666667

3.22

22.4166666667

20.8333333333

11.5

0.9333333333

14.4

13.88

6.85

0.285

6.8

5



		0.2		0.2						0.2

		0.1333333333		0.1333333333						0.1333333333

		0.1		0.1						0.1

		0.08		0.08						0.08



0,47

47

4,7

1/[этанол]

V0/(V0-Vi)

47*10^(-6),M

3.25

139

3.3378378378

1.7333333333

5

1.5935483871
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1.8241469816

1.2048780488
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_1025102901.xls
Лист2

		





Лист2

		4.0362121727		4.920818754		3.6197887583

		4.408935393		4.5528419687		2.9469215565

		4.2839966564		4.7447274949		3.8538719643



C14

C12

C10

-logP

-logKm(ing)



Лист1

		5.5086383062		1

		4.4814860601		2.0757207139

		4.8860566477



C14

C10

-logP

-logKm(ing)



logKm(logP)

		0.24				0.24

		0.32				0.32

		0.74				0.74



P.l.

V.h.

-logP

-logKi

0.7695510786

0.721246399

0.2552725051

0.318063335

0.4099331233

0.0655015488



logKm(a)P.l.

		0.74		0.74

		0.32		0.32

		0.24		0.24

		1.93		1.93

		2.5		2.5

		1.35		1.35



P.l.

V.h.

logP

logKi

1.0718820073

1.2900346114

1.0128372247

1.1553360375

0.8129133566

0.9777236053

1.4771212547

1.5185139399

1.3010299957

1.1461280357

1.0606978404



logP(ing)P.l.

		





logP(ing)P.l.

		7

		6

		5



(-logKm)

-logP

-logKm

4.6989700043

4.3979400087

2.920818754



KmP.l.

		4.2924298239		4.4559319556		3.0457574906

		4.5228787453		4.4436974992		2.8239087409

		4.8860566477		4.54515514		3.2218487496



C14

C12

C10

-logP

-logKm



P.l.Km(nov)

		7

		5



-logP

-logKm

6.6

3.6



logKm(logP)V.h.

		5.8538719643		2

		5.5228787453		2.3010299957

		5.5228787453



C14

C10

-logP

-logKm(a)



logKm(a)V.h.

		7

		6

		5



(-logKm)

-logP

-logKm

4.6989700043

4.3979400087

2.920818754



logKm(ing)V.h

		4.2924298239		4.4559319556		3.0457574906

		4.5228787453		4.4436974992		2.8239087409

		4.8860566477		4.54515514		3.2218487496



C14

C12

C10

-logP

-logKm



KmV.h.

		4.0362121727		4.920818754		3.6197887583

		4.408935393		4.5528419687		2.9469215565

		4.2839966564		4.7447274949		3.8538719643



C14

C12

C10

-logP

-logKm(ing)



I+Km(C10)

																				logP(A)				Km,M		logKm		(-logKm)

																				7		С14		0.00002		-4.6989700043		4.6989700043

																				6		С12		0.00004		-4.3979400087		4.3979400087

																				5		С10		0.0012		-2.920818754		2.920818754

																				Активация

																				logP		Km(C14)				Km(C12)				Km(C10)

																		ac		0.24		51		0.000051		35		0.000035		0.9		0.0009

																		et		0.31		30		0.00003		36		0.000036		1.5		0.0015

																		met		0.74		13		0.000013		28.5		0.0000285		0.6		0.0006

																						logKm				logKm				logKm

																						-4.2924298239		4.2924298239		-4.4559319556		4.4559319556		-3.0457574906		3.0457574906

																						-4.5228787453		4.5228787453		-4.4436974992		4.4436974992		-2.8239087409		2.8239087409

																						-4.8860566477		4.8860566477		-4.54515514		4.54515514		-3.2218487496		3.2218487496

																				Ингибирование

																		ac		0.24		92		0.000092		12		0.000012		0.24		0.00024
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0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338



		0

		5

		7.5

		10



Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

26.24

48.95

80.32

108.5



		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		1		0.6923076923		0.4230769231		0.1923076923		0.0384615385

		4.7		4.7		4.7		4.7		4.7

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		47		47		47		47		47



контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-6)M

I,mV

P.l.,C14

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8

69.5

69

55.6

31.4

14.4



		0.6576971214		0.8333333333		0.4689716312		0.0685106383

		0.9539007092		0.8865248227		0.4893617021		0.0397163121

		1.2255319149		1.1812765957		0.5829787234		0.0242553191

		1.4468085106		1.0638297872		0.8368794326



0%

5

10

15

V0

V0/[S]

30.9117647059

39.1666666667

22.0416666667

3.22

22.4166666667

20.8333333333

11.5

0.9333333333

14.4

13.88

6.85

0.285

6.8

5



		0.2		0.2						0.2

		0.1333333333		0.1333333333						0.1333333333

		0.1		0.1						0.1

		0.08		0.08						0.08



0,47

47

4,7

1/[этанол]

V0/(V0-Vi)

47*10^(-6),M

3.25

139

3.3378378378

1.7333333333

5

1.5935483871

1.2380952381

1.8241469816

1.2048780488

1.04

1.2613430127

1.0334728033
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Диаграмма16

		0		0

		5		5

		10		10

		15		15



tga

А

tga

ордината

[метанол],об.%

0.21

0.03

0.39

0.02

0.67

0.01

2.28

0.15



Диаграмма4 (2)

		0

		5

		10

		15



[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

25

29

52.6666666667

66



Диаграмма3

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		11.75		11.75		11.75		11.75

		23.5		23.5		23.5		23.5

		47		47		47		47



метанол,об% 0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

38.702

28.242

26.4115

10.5646

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Диаграмма15

		0

		1.5

		2.8

		4.3



met

[met],M

lnI

P.l.,C14t

3.1673382901

2.9841352877

2.8781867097

2.3222406507



Лист1

		

				Км для C14 в метаноле,P.l.,																								0.47		4.7		47		47

						[A]*10^(-6)M

						0.47				4.7				23.5				11.75												47						1/[A]		2.1276595745		0.2127659574		0.0212765957

		met,M		метанол,об%				I,%				i,%		I,%		I,mV		i,%		met,M		lnI		I,mV		Среднее		I,%		Дисперсия				I,%

		0		0		2.1		0.0401529637		11.5		0.2198852772		0.74		38.702		0.454		0		3.1673382901		23.7442		32		1		0.8		52.3		1		1/I		0.4761904762		0.0869565217		0.0191204589

		1.5		5		1.2		0.0229445507		10.1		0.1931166348		0.54		28.242		0.378		1.5		2.9841352877		19.7694		36.65		1.1453125		3.7375		59.89984375		1.1453125				0.8333333333		0.099009901		0.0166945344

		2.8		10		0.7		0.0133843212		8		0.1529636711		0.505		26.4115		0.34		2.8		2.8781867097		17.782		35.5		1.1		5		57.53		1.1				1.4285714286		0.125		0.0173822354

		4.3		15		0.2		0.0038240918		1.2		0.0229445507		0.202		10.5646		0.195		4.3		2.3222406507		10.1985		14.22		0.44		99.872		23.012		0.44				5		0.8333333333		0.0434555884

						V/(V0-Vi)																																						V0/S

				0.2		2.3333333333		8.2142857143		3.7		5.9736842105		7.8		7.8817204301																						[A]/V0		0.2238095238		0.4086956522		0.8986615679				4.4680851064		2.4468085106		1.1127659574

				0.1		1.5		3.2857142857		3.1489361702		3.9824561404		25.27		0																								0.3916666667		0.4653465347		0.7846431152				2.5531914894		2.1489361702		1.2744647606

				0.066		1.1052631579		1.1165048544		1.375464684		1.7528957529		1.62		25.275862069																								0.6714285714		0.5875		0.8169650617				1.4893617021		1.7021276596		1.2240425532

				1/[met]v%		1/v										1.6238369517																								2.35		3.9166666667		2.0424126543				0.4255319149		0.2553191489		0.4896170213

				0.2		0.8333333333		0.099009901		0.0354082572		0.0505832246		0.0166945344

				0.1		1.4285714286		0.125		0.0378622948		0.0562366438		0.0173822354																														1/[метанола]				V0/(v0-Vi)

				0.0666666667		5		0.8333333333		0.0946557371		0.0980536353		0.0434555884																										0.2		5		2.33		8.21		-6.88

																														I,mV				[A]/I						0.1		10		1.50		3.29		-10.00

						v/S																						0		139				0.0003126301						0.0666666667		15		1.11		1.12		1.79

						4.4680851064		2.4468085106		1.646893617		2.0207829787		1.1127659574														5		158				0.0002750354

						2.5531914894		2.1489361702		1.201787234		1.6825021277		1.2744647606														10		113				0.0003845627

						1.4893617021		1.7021276596		1.123893617		1.5133617021		1.2240425532														15		44.5				0.0009765301

						0.4255319149		0.2553191489		0.4495574468		0.8679574468		0.4896170213

						S/v

				S		0.47		4.91		23.5		11.75		47

						0.2238095238		0.4086956522		0.6072037621		0.4948576916		0.8986615679

						0.3916666667		0.4653465347		0.8320940443		0.5943528888		0.7846431152

						0.6714285714		0.5875		0.8897639286		0.6607805646		0.8169650617

						2.35		3.9166666667		2.2244098215		1.1521302152		2.0424126543

				[met],v%		1/V

				0		0.4761904762		0.0869565217		0.025838458		0.0421155482		0.0191204589

				5		0.8333333333		0.099009901		0.0354082572		0.0505832246		0.0166945344

				10		1.4285714286		0.125		0.0378622948		0.0562366438		0.0173822354

				15		5		0.8333333333		0.0946557371		0.0980536353		0.0434555884





Диаграмма12 (2)

		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75



[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

0.6072037621

0.8320940443

0.8897639286

0.4948576916

0.5943528888

0.6607805646



Диаграмма14 (2)

		0.2		0.2

		0.1		0.1

		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур акт

2.3333333333

7.8

1.5

25.27

1.1052631579

1.62



Диаграмма13 (3)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма13 (2)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма6 (2)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14, неполностью конкурентное

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



Диаграмма1 (2)

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Диаграмма2

		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.4086956522		0.4653465347		0.5875		3.9166666667

		4.7		4.7		4.7		4.7



-Км

0

5

10

15

[A]

[A]/V0

Хейнс, метанолом

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.35

0.8986615679

0.7846431152

0.8169650617

2.0424126543



Диаграмма5

		2.1		1.2		0.7		0.2

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		11.5		10.1		8		1.2



0

5

10

15

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти,P.l.,C14,бесконкурентное

4.4680851064

2.5531914894

1.4893617021

0.4255319149

2.4468085106

2.1489361702

1.7021276596

0.2553191489

1.1127659574

1.2744647606

1.2240425532

0.4896170213



Диаграмма6

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



Диаграмма7

		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1

		0.0666666667		0.0666666667		0.0666666667



0,47

4,7

47

1/[метанола]

V0/(v0-Vi)

Уэбб,p.l.,C14

2.3333333333

8.2142857143

-6.8817204301

1.5

3.2857142857

-10

1.1052631579

1.1165048544

1.7857142857



Диаграмма8

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

47

[met],v%

I,mV

2.1

11.5

52.3

1.2

10.1

59.89984375

0.7

8

57.53

0.2

1.2

23.012



Диаграмма9

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



0,47*10^(-6),M

4,7

11,75

23,5

47

[met],v%

I,mV

P.l.,C14

2.1

11.5

38.702

23.7442

52.3

1.2

10.1

28.242

19.7694

59.89984375

0.7

8

26.4115

17.782

57.53

0.2

1.2

10.5646

10.1985

23.012



Диаграмма10

		1.5		1.5		1.5		1.5

		3.2857142857		3.2857142857		3.2857142857		3.2857142857

				0.0354082572		0.0378622948		0.0946557371

				0.0505832246		0.0562366438		0.0980536353

				0.0166945344		0.0173822354		0.0434555884



метанол,об% 0

5

10

15

1/s

1/Vo

L-B,P.l.,C14

0

0.8333333333

1.4285714286

5

0.099009901

0.125

0.8333333333



Лист4

		





Лист4

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021		0.4255319149		0.4255319149

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596		0.2553191489		0.2553191489

		1.646893617		1.201787234		1.123893617		0.4495574468		0.4495574468

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021		0.8679574468		0.8679574468

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532		0.4896170213		0.4896170213



0

5

10

15

V/s

Vo

I-X,P.l.,C14, конкурентное

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

38.702

28.242

26.4115

10.5646

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Диаграмма11

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон,конкур

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма13

		0.2		0.2		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1		0.1		0.1

		0.066		0.066		0.066		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур инг

2.3333333333

8.2142857143

3.7

5.9736842105

7.8

1.5

3.2857142857

3.1489361702

3.9824561404

25.27

1.1052631579

1.1165048544

1.375464684

1.7528957529

1.62



Диаграмма14

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



0

5

10

15

[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



Диаграмма12

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма4

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк,P.l.,C14,met

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Лист3

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021		0.4255319149		0.4255319149

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596		0.2553191489		0.2553191489

		1.646893617		1.201787234		1.123893617		0.4495574468		0.4495574468

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021		0.8679574468		0.8679574468

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532		0.4896170213		0.4896170213



0

5

10

15

V/s

Vo

I-X,P.l.,C14, конкурентное

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

38.702

28.242

26.4115

10.5646

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Лист5

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон,конкур

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438
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				0.066		1.1052631579		1.1165048544		1.375464684		1.7528957529		1.62		25.275862069																								0.6714285714		0.5875		0.8169650617				1.4893617021		1.7021276596		1.2240425532
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						1.4893617021		1.7021276596		1.123893617		1.5133617021		1.2240425532														15		44.5				0.0009765301
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				15		5		0.8333333333		0.0946557371		0.0980536353		0.0434555884
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0.125

0.8333333333



Лист4

		





Лист4

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021		0.4255319149		0.4255319149

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596		0.2553191489		0.2553191489

		1.646893617		1.201787234		1.123893617		0.4495574468		0.4495574468

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021		0.8679574468		0.8679574468

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532		0.4896170213		0.4896170213



0

5

10

15

V/s

Vo

I-X,P.l.,C14, конкурентное

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

38.702

28.242

26.4115

10.5646

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Диаграмма11

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон,конкур

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма13

		0.2		0.2		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1		0.1		0.1

		0.066		0.066		0.066		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур инг

2.3333333333

8.2142857143

3.7

5.9736842105

7.8

1.5

3.2857142857

3.1489361702

3.9824561404

25.27

1.1052631579

1.1165048544

1.375464684

1.7528957529

1.62



Диаграмма14

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



0

5

10

15

[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



Диаграмма12

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма4

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк,P.l.,C14,met

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Лист3

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021		0.4255319149		0.4255319149

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596		0.2553191489		0.2553191489

		1.646893617		1.201787234		1.123893617		0.4495574468		0.4495574468

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021		0.8679574468		0.8679574468

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532		0.4896170213		0.4896170213



0

5

10

15

V/s

Vo

I-X,P.l.,C14, конкурентное

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

38.702

28.242

26.4115

10.5646

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Лист5

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



23,5

47

11,75

4,7

0,47

1/Vo

1/Vo

[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[метанол],об.%

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма1

		0.2		0.2		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1		0.1		0.1

		0.066		0.066		0.066		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур инг

2.3333333333

8.2142857143

3.7

5.9736842105

7.8

1.5

3.2857142857

3.1489361702

3.9824561404

25.27

1.1052631579

1.1165048544

1.375464684

1.7528957529

1.62



Лист2

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



0

5

10

15

[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



		0		0		0		0

		5		5		5		5

		10		10		10		10

		15		15		15		15



Км

M-M

Хейнс

I-X

[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

0

18

20

14

20

18

35

32

34

19

60

64

66

19



		





		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.4086956522		0.4653465347		0.5875		3.9166666667

		4.7		4.7		4.7		4.7



-Км

0

5

10

15

[A]

[A]/V0

Хейнс,конкурентное ингибирование метанолом

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.35

0.8986615679

0.7846431152

0.8169650617

2.0424126543



		2.1		1.2		0.7		0.2

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		11.5		10.1		8		1.2



0

5

10

15

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти,P.l.,C14,бесконкурентное

4.4680851064

2.5531914894

1.4893617021

0.4255319149

2.4468085106

2.1489361702

1.7021276596

0.2553191489

1.1127659574

1.2744647606

1.2240425532

0.4896170213



		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1

		0.0666666667		0.0666666667		0.0666666667



0,47

4,7

47

1/[метанола]

V0/(v0-Vi)

Уэбб,p.l.,C14

2.3333333333

8.2142857143

-6.8817204301

1.5

3.2857142857

-10

1.1052631579

1.1165048544

1.7857142857



		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14, неполностью конкурентное

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



		0

		5

		10

		15



Км

[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

0

20

34

66



		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		4.7		4.7		4.7		4.7

		0.2198852772		0.1931166348		0.1529636711		0.0229445507

		23.5		23.5		23.5		23.5

		38.702		28.242		26.4115		10.5646

		11.75		11.75		11.75		11.75

		0		1.5		2.8		4.3

		3.1673382901		2.9841352877		2.8781867097		2.3222406507

		23.7442		19.7694		17.782		10.1985

		32		36.65		35.5		14.22

		1		1.1453125		1.1		0.44

		47		47		47		47

		52.3		59.89984375		57.53		23.012



0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

0.74

0.54

0.505

0.202

0.454

0.378

0.34

0.195

0.8

3.7375

5

99.872



		





		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

а

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



		0		0

		5		5

		10		10

		15		15



tga

ордината

[met],v%

tga

0.21

0.03

0.39

0.02

0.67

0.01

2.28

0.15



		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

б

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



		0		0

		5		5

		10		10

		15		15



tga

ордината

[met],v%

tga

0.21

0.03

0.39

0.02

0.67

0.01

2.28

0.15



		[метанол],об.%		Км		Хейнс		I-X		Кмсреднее		tga		ордината		M-M

		0		0		20		14		25		0.21		0.03		18

		5		20		35		32		29		0.39		0.02		18

		10		34		60		64		52.6666666667		0.67		0.01		19

		15		66						66		2.28		0.15		19

		[метанол],об.%				Кмсреднее

		0				25

		2.5				13

		5				13

		10				52.6

		15				66






_1025098490.xls
Диаграмма16

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



А

0%метанол

5%метанол

10%метанол

15%метанол

1/[S]

1/Vo

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Диаграмма3 (2)

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		11.75		11.75		11.75		11.75

		23.5		23.5		23.5		23.5

		47		47		47		47



метанол,об% 0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

38.702

28.242

26.4115

10.5646

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Диаграмма4 (2)

		0

		5

		10

		15



[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

25

29

52.6666666667

66



Диаграмма3

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		11.75		11.75		11.75		11.75

		23.5		23.5		23.5		23.5

		47		47		47		47



метанол,об% 0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

38.702

28.242

26.4115

10.5646

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Диаграмма15

		0

		1.5

		2.8

		4.3



met

[met],M

lnI

P.l.,C14t

3.1673382901

2.9841352877

2.8781867097

2.3222406507



Лист1

		

				Км для C14 в метаноле,P.l.,																								0.47		4.7		47		47

						[A]*10^(-6)M

						0.47				4.7				23.5				11.75												47						1/[A]		2.1276595745		0.2127659574		0.0212765957

		met,M		метанол,об%				I,%				i,%		I,%		I,mV		i,%		met,M		lnI		I,mV		Среднее		I,%		Дисперсия				I,%

		0		0		2.1		0.0401529637		11.5		0.2198852772		0.74		38.702		0.454		0		3.1673382901		23.7442		32		1		0.8		52.3		1		1/I		0.4761904762		0.0869565217		0.0191204589

		1.5		5		1.2		0.0229445507		10.1		0.1931166348		0.54		28.242		0.378		1.5		2.9841352877		19.7694		36.65		1.1453125		3.7375		59.89984375		1.1453125				0.8333333333		0.099009901		0.0166945344

		2.8		10		0.7		0.0133843212		8		0.1529636711		0.505		26.4115		0.34		2.8		2.8781867097		17.782		35.5		1.1		5		57.53		1.1				1.4285714286		0.125		0.0173822354

		4.3		15		0.2		0.0038240918		1.2		0.0229445507		0.202		10.5646		0.195		4.3		2.3222406507		10.1985		14.22		0.44		99.872		23.012		0.44				5		0.8333333333		0.0434555884

						V/(V0-Vi)																																						V0/S

				0.2		2.3333333333		8.2142857143		3.7		5.9736842105		7.8		7.8817204301																						[A]/V0		0.2238095238		0.4086956522		0.8986615679				4.4680851064		2.4468085106		1.1127659574

				0.1		1.5		3.2857142857		3.1489361702		3.9824561404		25.27		0																								0.3916666667		0.4653465347		0.7846431152				2.5531914894		2.1489361702		1.2744647606

				0.066		1.1052631579		1.1165048544		1.375464684		1.7528957529		1.62		25.275862069																								0.6714285714		0.5875		0.8169650617				1.4893617021		1.7021276596		1.2240425532

				1/[met]v%		1/v										1.6238369517																								2.35		3.9166666667		2.0424126543				0.4255319149		0.2553191489		0.4896170213

				0.2		0.8333333333		0.099009901		0.0354082572		0.0505832246		0.0166945344

				0.1		1.4285714286		0.125		0.0378622948		0.0562366438		0.0173822354																														1/[метанола]				V0/(v0-Vi)

				0.0666666667		5		0.8333333333		0.0946557371		0.0980536353		0.0434555884																										0.2		5		2.33		8.21		-6.88

																														I,mV				[A]/I						0.1		10		1.50		3.29		-10.00

						v/S																						0		139				0.0003126301						0.0666666667		15		1.11		1.12		1.79

						4.4680851064		2.4468085106		1.646893617		2.0207829787		1.1127659574														5		158				0.0002750354

						2.5531914894		2.1489361702		1.201787234		1.6825021277		1.2744647606														10		113				0.0003845627

						1.4893617021		1.7021276596		1.123893617		1.5133617021		1.2240425532														15		44.5				0.0009765301

						0.4255319149		0.2553191489		0.4495574468		0.8679574468		0.4896170213

						S/v

				S		0.47		4.91		23.5		11.75		47

						0.2238095238		0.4086956522		0.6072037621		0.4948576916		0.8986615679

						0.3916666667		0.4653465347		0.8320940443		0.5943528888		0.7846431152

						0.6714285714		0.5875		0.8897639286		0.6607805646		0.8169650617

						2.35		3.9166666667		2.2244098215		1.1521302152		2.0424126543

				[met],v%		1/V

				0		0.4761904762		0.0869565217		0.025838458		0.0421155482		0.0191204589

				5		0.8333333333		0.099009901		0.0354082572		0.0505832246		0.0166945344

				10		1.4285714286		0.125		0.0378622948		0.0562366438		0.0173822354

				15		5		0.8333333333		0.0946557371		0.0980536353		0.0434555884





Диаграмма12 (2)

		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75



[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

0.6072037621

0.8320940443

0.8897639286

0.4948576916

0.5943528888

0.6607805646



Диаграмма14 (2)

		0.2		0.2

		0.1		0.1

		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур акт

2.3333333333

7.8

1.5

25.27

1.1052631579

1.62



Диаграмма13 (3)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма13 (2)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма6 (2)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14, неполностью конкурентное

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



Диаграмма1 (2)

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Диаграмма2

		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.4086956522		0.4653465347		0.5875		3.9166666667

		4.7		4.7		4.7		4.7



-Км

0

5

10

15

[A]

[A]/V0

Хейнс, метанолом

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.35

0.8986615679

0.7846431152

0.8169650617

2.0424126543



Диаграмма5

		2.1		1.2		0.7		0.2

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		11.5		10.1		8		1.2



0

5

10

15

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти,P.l.,C14,бесконкурентное

4.4680851064

2.5531914894

1.4893617021

0.4255319149

2.4468085106

2.1489361702

1.7021276596

0.2553191489

1.1127659574

1.2744647606

1.2240425532

0.4896170213



Диаграмма6

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



Диаграмма7

		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1

		0.0666666667		0.0666666667		0.0666666667



0,47

4,7

47

1/[метанола]

V0/(v0-Vi)

Уэбб,p.l.,C14

2.3333333333

8.2142857143

-6.8817204301

1.5

3.2857142857

-10

1.1052631579

1.1165048544

1.7857142857



Диаграмма8

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

47

[met],v%

I,mV

2.1

11.5

52.3

1.2

10.1

59.89984375

0.7

8

57.53

0.2

1.2

23.012



Диаграмма9

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



0,47*10^(-6),M

4,7

11,75

23,5

47

[met],v%

I,mV

P.l.,C14

2.1

11.5

38.702

23.7442

52.3

1.2

10.1

28.242

19.7694

59.89984375

0.7

8

26.4115

17.782

57.53

0.2

1.2

10.5646

10.1985

23.012



Диаграмма10

		1.5		1.5		1.5		1.5

		3.2857142857		3.2857142857		3.2857142857		3.2857142857

				0.0354082572		0.0378622948		0.0946557371

				0.0505832246		0.0562366438		0.0980536353

				0.0166945344		0.0173822354		0.0434555884



метанол,об% 0

5

10

15

1/s

1/Vo

L-B,P.l.,C14

0

0.8333333333

1.4285714286

5

0.099009901

0.125

0.8333333333



Лист4

		





Лист4

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596

		1.646893617		1.201787234		1.123893617

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532



B

0

5

10

Vo/S

Vo

2.1

1.2

0.7

11.5

10.1

8

38.702

28.242

26.4115

23.7442

19.7694

17.782

52.3

59.89984375

57.53



Диаграмма11

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон,конкур

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма13

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



Б

0

5

10

15

[A]*10^(-6),M

S/v

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



Диаграмма14

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма12

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



А

0%метанол

5%метанол

10%метанол

15%метанол

1/[A]

1/V0

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Диаграмма4

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021		0.4255319149		0.4255319149

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596		0.2553191489		0.2553191489

		1.646893617		1.201787234		1.123893617		0.4495574468		0.4495574468

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021		0.8679574468		0.8679574468

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532		0.4896170213		0.4896170213



0

5

10

15

V/s

Vo

I-X,P.l.,C14, конкурентное

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

38.702

28.242

26.4115

10.5646

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Лист3

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[мутанол],об.%

1/V

P.l.,C14,Диксон,конкур

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Лист5

		0.2		0.2		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1		0.1		0.1

		0.066		0.066		0.066		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур инг

2.3333333333

8.2142857143

3.7

5.9736842105

7.8

1.5

3.2857142857

3.1489361702

3.9824561404

25.27

1.1052631579

1.1165048544

1.375464684

1.7528957529

1.62



Диаграмма1

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



0

5

10

15

[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



Лист2

		0		0		0		0

		5		5		5		5

		10		10		10		10

		15		15		15		15



Км

M-M

Хейнс

I-X

[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

0

18

20

14

20

18

35

32

34

19

60

64

66

19



		





		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.4086956522		0.4653465347		0.5875		3.9166666667

		4.7		4.7		4.7		4.7



-Км

0

5

10

15

[A]

[A]/V0

Хейнс,конкурентное ингибирование метанолом

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.35

0.8986615679

0.7846431152

0.8169650617

2.0424126543



		2.1		1.2		0.7		0.2

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		11.5		10.1		8		1.2



0

5

10

15

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти,P.l.,C14,бесконкурентное

4.4680851064

2.5531914894

1.4893617021

0.4255319149

2.4468085106

2.1489361702

1.7021276596

0.2553191489

1.1127659574

1.2744647606

1.2240425532

0.4896170213



		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1

		0.0666666667		0.0666666667		0.0666666667



0,47

4,7

47

1/[метанола]

V0/(v0-Vi)

Уэбб,p.l.,C14

2.3333333333

8.2142857143

-6.8817204301

1.5

3.2857142857

-10

1.1052631579

1.1165048544

1.7857142857



		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14, неполностью конкурентное

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



		0

		5

		10

		15



Км

[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

0

20

34

66



		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		4.7		4.7		4.7		4.7

		0.2198852772		0.1931166348		0.1529636711		0.0229445507

		23.5		23.5		23.5		23.5

		38.702		28.242		26.4115		10.5646

		11.75		11.75		11.75		11.75

		0		1.5		2.8		4.3

		3.1673382901		2.9841352877		2.8781867097		2.3222406507

		23.7442		19.7694		17.782		10.1985

		32		36.65		35.5		14.22

		1		1.1453125		1.1		0.44

		47		47		47		47

		52.3		59.89984375		57.53		23.012



0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

0.74

0.54

0.505

0.202

0.454

0.378

0.34

0.195

0.8

3.7375

5

99.872



		





		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

а

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



		0		0

		5		5

		10		10

		15		15



tga

ордината

[met],v%

tga

0.21

0.03

0.39

0.02

0.67

0.01

2.28

0.15



		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

б

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



		0		0

		5		5

		10		10

		15		15



tga

ордината

[met],v%

tga

0.21

0.03

0.39

0.02

0.67

0.01

2.28

0.15



		[метанол],об.%		Км		Хейнс		I-X		Кмсреднее		tga		ордината		M-M

		0		0		20		14		25		0.21		0.03		18

		5		20		35		32		29		0.39		0.02		18

		10		34		60		64		52.6666666667		0.67		0.01		19

		15		66						66		2.28		0.15		19

		[метанол],об.%				Кмсреднее

		0				25

		2.5				13

		5				13

		10				52.6

		15				66






_1025098750.xls
Диаграмма16

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



А

контроль

5%метанол

10%метанол

15%метанол

[С14] . 10-6,M

S/V

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



Диаграмма3 (2)

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		11.75		11.75		11.75		11.75

		23.5		23.5		23.5		23.5

		47		47		47		47



метанол,об% 0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

38.702

28.242

26.4115

10.5646

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Диаграмма4 (2)

		0

		5

		10

		15



[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

25

29

52.6666666667

66



Диаграмма3

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		11.75		11.75		11.75		11.75

		23.5		23.5		23.5		23.5

		47		47		47		47



метанол,об% 0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

38.702

28.242

26.4115

10.5646

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Диаграмма15

		0

		1.5

		2.8

		4.3



met

[met],M

lnI

P.l.,C14t

3.1673382901

2.9841352877

2.8781867097

2.3222406507



Лист1

		

				Км для C14 в метаноле,P.l.,																								0.47		4.7		47		47

						[A]*10^(-6)M

						0.47				4.7				23.5				11.75												47						1/[A]		2.1276595745		0.2127659574		0.0212765957

		met,M		метанол,об%				I,%				i,%		I,%		I,mV		i,%		met,M		lnI		I,mV		Среднее		I,%		Дисперсия				I,%

		0		0		2.1		0.0401529637		11.5		0.2198852772		0.74		38.702		0.454		0		3.1673382901		23.7442		32		1		0.8		52.3		1		1/I		0.4761904762		0.0869565217		0.0191204589

		1.5		5		1.2		0.0229445507		10.1		0.1931166348		0.54		28.242		0.378		1.5		2.9841352877		19.7694		36.65		1.1453125		3.7375		59.89984375		1.1453125				0.8333333333		0.099009901		0.0166945344

		2.8		10		0.7		0.0133843212		8		0.1529636711		0.505		26.4115		0.34		2.8		2.8781867097		17.782		35.5		1.1		5		57.53		1.1				1.4285714286		0.125		0.0173822354

		4.3		15		0.2		0.0038240918		1.2		0.0229445507		0.202		10.5646		0.195		4.3		2.3222406507		10.1985		14.22		0.44		99.872		23.012		0.44				5		0.8333333333		0.0434555884

						V/(V0-Vi)																																						V0/S

				0.2		2.3333333333		8.2142857143		3.7		5.9736842105		7.8		7.8817204301																						[A]/V0		0.2238095238		0.4086956522		0.8986615679				4.4680851064		2.4468085106		1.1127659574

				0.1		1.5		3.2857142857		3.1489361702		3.9824561404		25.27		0																								0.3916666667		0.4653465347		0.7846431152				2.5531914894		2.1489361702		1.2744647606

				0.066		1.1052631579		1.1165048544		1.375464684		1.7528957529		1.62		25.275862069																								0.6714285714		0.5875		0.8169650617				1.4893617021		1.7021276596		1.2240425532

				1/[met]v%		1/v										1.6238369517																								2.35		3.9166666667		2.0424126543				0.4255319149		0.2553191489		0.4896170213

				0.2		0.8333333333		0.099009901		0.0354082572		0.0505832246		0.0166945344

				0.1		1.4285714286		0.125		0.0378622948		0.0562366438		0.0173822354																														1/[метанола]				V0/(v0-Vi)

				0.0666666667		5		0.8333333333		0.0946557371		0.0980536353		0.0434555884																										0.2		5		2.33		8.21		-6.88

																														I,mV				[A]/I						0.1		10		1.50		3.29		-10.00

						v/S																						0		139				0.0003126301						0.0666666667		15		1.11		1.12		1.79

						4.4680851064		2.4468085106		1.646893617		2.0207829787		1.1127659574														5		158				0.0002750354

						2.5531914894		2.1489361702		1.201787234		1.6825021277		1.2744647606														10		113				0.0003845627

						1.4893617021		1.7021276596		1.123893617		1.5133617021		1.2240425532														15		44.5				0.0009765301

						0.4255319149		0.2553191489		0.4495574468		0.8679574468		0.4896170213

						S/v

				S		0.47		4.91		23.5		11.75		47

						0.2238095238		0.4086956522		0.6072037621		0.4948576916		0.8986615679

						0.3916666667		0.4653465347		0.8320940443		0.5943528888		0.7846431152

						0.6714285714		0.5875		0.8897639286		0.6607805646		0.8169650617

						2.35		3.9166666667		2.2244098215		1.1521302152		2.0424126543

				[met],v%		1/V

				0		0.4761904762		0.0869565217		0.025838458		0.0421155482		0.0191204589

				5		0.8333333333		0.099009901		0.0354082572		0.0505832246		0.0166945344

				10		1.4285714286		0.125		0.0378622948		0.0562366438		0.0173822354

				15		5		0.8333333333		0.0946557371		0.0980536353		0.0434555884





Диаграмма12 (2)

		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75



[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

0.6072037621

0.8320940443

0.8897639286

0.4948576916

0.5943528888

0.6607805646



Диаграмма14 (2)

		0.2		0.2

		0.1		0.1

		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур акт

2.3333333333

7.8

1.5

25.27

1.1052631579

1.62



Диаграмма13 (3)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма13 (2)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма6 (2)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14, неполностью конкурентное

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



Диаграмма1 (2)

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Диаграмма2

		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.4086956522		0.4653465347		0.5875		3.9166666667

		4.7		4.7		4.7		4.7



-Км

0

5

10

15

[A]

[A]/V0

Хейнс, метанолом

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.35

0.8986615679

0.7846431152

0.8169650617

2.0424126543



Диаграмма5

		2.1		1.2		0.7		0.2

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		11.5		10.1		8		1.2



0

5

10

15

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти,P.l.,C14,бесконкурентное

4.4680851064

2.5531914894

1.4893617021

0.4255319149

2.4468085106

2.1489361702

1.7021276596

0.2553191489

1.1127659574

1.2744647606

1.2240425532

0.4896170213



Диаграмма6

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



Диаграмма7

		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1

		0.0666666667		0.0666666667		0.0666666667



0,47

4,7

47

1/[метанола]

V0/(v0-Vi)

Уэбб,p.l.,C14

2.3333333333

8.2142857143

-6.8817204301

1.5

3.2857142857

-10

1.1052631579

1.1165048544

1.7857142857



Диаграмма8

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

47

[met],v%

I,mV

2.1

11.5

52.3

1.2

10.1

59.89984375

0.7

8

57.53

0.2

1.2

23.012



Диаграмма9

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



0,47*10^(-6),M

4,7

11,75

23,5

47

[met],v%

I,mV

P.l.,C14

2.1

11.5

38.702

23.7442

52.3

1.2

10.1

28.242

19.7694

59.89984375

0.7

8

26.4115

17.782

57.53

0.2

1.2

10.5646

10.1985

23.012



Диаграмма10

		1.5		1.5		1.5		1.5

		3.2857142857		3.2857142857		3.2857142857		3.2857142857

				0.0354082572		0.0378622948		0.0946557371

				0.0505832246		0.0562366438		0.0980536353

				0.0166945344		0.0173822354		0.0434555884



метанол,об% 0

5

10

15

1/s

1/Vo

L-B,P.l.,C14

0

0.8333333333

1.4285714286

5

0.099009901

0.125

0.8333333333



Лист4

		





Лист4

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596

		1.646893617		1.201787234		1.123893617

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532



B

0

5

10

Vo/S

Vo

2.1

1.2

0.7

11.5

10.1

8

38.702

28.242

26.4115

23.7442

19.7694

17.782

52.3

59.89984375

57.53



Диаграмма11

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон,конкур

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма13

		0.2		0.2		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1		0.1		0.1

		0.066		0.066		0.066		0.066		0.066



Г

0,47*10^(-6),M

4,7

23,5

11,75

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

2.3333333333

8.2142857143

3.7

5.9736842105

7.8

1.5

3.2857142857

3.1489361702

3.9824561404

25.27

1.1052631579

1.1165048544

1.375464684

1.7528957529

1.62



Диаграмма14

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



А

контроль

5%метанол

10%метанол

15%метанол

[С14]*10-6,M

S/v

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



Диаграмма12

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма4

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



А

0%метанол

5%метанол

10%метанол

15%метанол

1/[A]

1/V0

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Лист3

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021		0.4255319149		0.4255319149

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596		0.2553191489		0.2553191489

		1.646893617		1.201787234		1.123893617		0.4495574468		0.4495574468

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021		0.8679574468		0.8679574468

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532		0.4896170213		0.4896170213



0

5

10

15

V/s

Vo

I-X,P.l.,C14, конкурентное

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

38.702

28.242

26.4115

10.5646

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Лист5

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[мутанол],об.%

1/V

P.l.,C14,Диксон,конкур

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма1

		0.2		0.2		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1		0.1		0.1

		0.066		0.066		0.066		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур инг

2.3333333333

8.2142857143

3.7

5.9736842105

7.8

1.5

3.2857142857

3.1489361702

3.9824561404

25.27

1.1052631579

1.1165048544

1.375464684

1.7528957529

1.62



Лист2

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



0

5

10

15

[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



		0		0		0		0

		5		5		5		5

		10		10		10		10

		15		15		15		15



Км

M-M

Хейнс

I-X

[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

0

18

20

14

20

18

35

32

34

19

60

64

66

19



		





		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.4086956522		0.4653465347		0.5875		3.9166666667

		4.7		4.7		4.7		4.7



-Км

0

5

10

15

[A]

[A]/V0

Хейнс,конкурентное ингибирование метанолом

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.35

0.8986615679

0.7846431152

0.8169650617

2.0424126543



		2.1		1.2		0.7		0.2

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		11.5		10.1		8		1.2



0

5

10

15

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти,P.l.,C14,бесконкурентное

4.4680851064

2.5531914894

1.4893617021

0.4255319149

2.4468085106

2.1489361702

1.7021276596

0.2553191489

1.1127659574

1.2744647606

1.2240425532

0.4896170213



		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1

		0.0666666667		0.0666666667		0.0666666667



0,47

4,7

47

1/[метанола]

V0/(v0-Vi)

Уэбб,p.l.,C14

2.3333333333

8.2142857143

-6.8817204301

1.5

3.2857142857

-10

1.1052631579

1.1165048544

1.7857142857



		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14, неполностью конкурентное

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



		0

		5

		10

		15



Км

[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

0

20

34

66



		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		4.7		4.7		4.7		4.7

		0.2198852772		0.1931166348		0.1529636711		0.0229445507

		23.5		23.5		23.5		23.5

		38.702		28.242		26.4115		10.5646

		11.75		11.75		11.75		11.75

		0		1.5		2.8		4.3

		3.1673382901		2.9841352877		2.8781867097		2.3222406507

		23.7442		19.7694		17.782		10.1985

		32		36.65		35.5		14.22

		1		1.1453125		1.1		0.44

		47		47		47		47

		52.3		59.89984375		57.53		23.012



0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

0.74

0.54

0.505

0.202

0.454

0.378

0.34

0.195

0.8

3.7375

5

99.872



		





		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

а

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



		0		0

		5		5

		10		10

		15		15



tga

ордината

[met],v%

tga

0.21

0.03

0.39

0.02

0.67

0.01

2.28

0.15



		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

б

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



		0		0

		5		5

		10		10

		15		15



tga

ордината

[met],v%

tga

0.21

0.03

0.39

0.02

0.67

0.01

2.28

0.15



		[метанол],об.%		Км		Хейнс		I-X		Кмсреднее		tga		ордината		M-M

		0		0		20		14		25		0.21		0.03		18

		5		20		35		32		29		0.39		0.02		18

		10		34		60		64		52.6666666667		0.67		0.01		19

		15		66						66		2.28		0.15		19

		[метанол],об.%				Кмсреднее

		0				25

		2.5				13

		5				13

		10				52.6

		15				66
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Диаграмма18

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596

		1.646893617		1.201787234		1.123893617

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532



Б

0

5

10

Vo/S

Vo

2.1

1.2

0.7

11.5

10.1

8

38.702

28.242

26.4115

23.7442

19.7694

17.782

52.3

59.89984375

57.53



Диаграмма3 (2)

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		11.75		11.75		11.75		11.75

		23.5		23.5		23.5		23.5

		47		47		47		47



метанол,об% 0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

38.702

28.242

26.4115

10.5646

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Диаграмма4 (2)

		0

		5

		10

		15



[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

25

29

52.6666666667

66



Диаграмма3

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		11.75		11.75		11.75		11.75

		23.5		23.5		23.5		23.5

		47		47		47		47



метанол,об% 0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

38.702

28.242

26.4115

10.5646

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Диаграмма15

		0

		1.5

		2.8

		4.3



met

[met],M

lnI

P.l.,C14t

3.1673382901

2.9841352877

2.8781867097

2.3222406507



Лист1

		

				Км для C14 в метаноле,P.l.,																								0.47		4.7		47		47

						[A]*10^(-6)M

						0.47				4.7				23.5				11.75												47						1/[A]		2.1276595745		0.2127659574		0.0212765957

		met,M		метанол,об%				I,%				i,%		I,%		I,mV		i,%		met,M		lnI		I,mV		Среднее		I,%		Дисперсия				I,%

		0		0		2.1		0.0401529637		11.5		0.2198852772		0.74		38.702		0.454		0		3.1673382901		23.7442		32		1		0.8		52.3		1		1/I		0.4761904762		0.0869565217		0.0191204589

		1.5		5		1.2		0.0229445507		10.1		0.1931166348		0.54		28.242		0.378		1.5		2.9841352877		19.7694		36.65		1.1453125		3.7375		59.89984375		1.1453125				0.8333333333		0.099009901		0.0166945344

		2.8		10		0.7		0.0133843212		8		0.1529636711		0.505		26.4115		0.34		2.8		2.8781867097		17.782		35.5		1.1		5		57.53		1.1				1.4285714286		0.125		0.0173822354

		4.3		15		0.2		0.0038240918		1.2		0.0229445507		0.202		10.5646		0.195		4.3		2.3222406507		10.1985		14.22		0.44		99.872		23.012		0.44				5		0.8333333333		0.0434555884

						V/(V0-Vi)																																						V0/S

				0.2		2.3333333333		8.2142857143		3.7		5.9736842105		7.8		7.8817204301																						[A]/V0		0.2238095238		0.4086956522		0.8986615679				4.4680851064		2.4468085106		1.1127659574

				0.1		1.5		3.2857142857		3.1489361702		3.9824561404		25.27		0																								0.3916666667		0.4653465347		0.7846431152				2.5531914894		2.1489361702		1.2744647606

				0.066		1.1052631579		1.1165048544		1.375464684		1.7528957529		1.62		25.275862069																								0.6714285714		0.5875		0.8169650617				1.4893617021		1.7021276596		1.2240425532

				1/[met]v%		1/v										1.6238369517																								2.35		3.9166666667		2.0424126543				0.4255319149		0.2553191489		0.4896170213

				0.2		0.8333333333		0.099009901		0.0354082572		0.0505832246		0.0166945344

				0.1		1.4285714286		0.125		0.0378622948		0.0562366438		0.0173822354																														1/[метанола]				V0/(v0-Vi)

				0.0666666667		5		0.8333333333		0.0946557371		0.0980536353		0.0434555884																										0.2		5		2.33		8.21		-6.88

																														I,mV				[A]/I						0.1		10		1.50		3.29		-10.00

						v/S																						0		139				0.0003126301						0.0666666667		15		1.11		1.12		1.79

						4.4680851064		2.4468085106		1.646893617		2.0207829787		1.1127659574														5		158				0.0002750354

						2.5531914894		2.1489361702		1.201787234		1.6825021277		1.2744647606														10		113				0.0003845627

						1.4893617021		1.7021276596		1.123893617		1.5133617021		1.2240425532														15		44.5				0.0009765301

						0.4255319149		0.2553191489		0.4495574468		0.8679574468		0.4896170213

						S/v

				S		0.47		4.91		23.5		11.75		47

						0.2238095238		0.4086956522		0.6072037621		0.4948576916		0.8986615679

						0.3916666667		0.4653465347		0.8320940443		0.5943528888		0.7846431152

						0.6714285714		0.5875		0.8897639286		0.6607805646		0.8169650617

						2.35		3.9166666667		2.2244098215		1.1521302152		2.0424126543

				[met],v%		1/V

				0		0.4761904762		0.0869565217		0.025838458		0.0421155482		0.0191204589

				5		0.8333333333		0.099009901		0.0354082572		0.0505832246		0.0166945344

				10		1.4285714286		0.125		0.0378622948		0.0562366438		0.0173822354

				15		5		0.8333333333		0.0946557371		0.0980536353		0.0434555884





Диаграмма12 (2)

		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75



[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

0.6072037621

0.8320940443

0.8897639286

0.4948576916

0.5943528888

0.6607805646



Диаграмма14 (2)

		0.2		0.2

		0.1		0.1

		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур акт

2.3333333333

7.8

1.5

25.27

1.1052631579

1.62



Диаграмма13 (3)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма13 (2)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма6 (2)

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14, неполностью конкурентное

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



Диаграмма1 (2)

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Диаграмма2

		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.4086956522		0.4653465347		0.5875		3.9166666667

		4.7		4.7		4.7		4.7



-Км

0

5

10

15

[A]

[A]/V0

Хейнс, метанолом

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.35

0.8986615679

0.7846431152

0.8169650617

2.0424126543



Диаграмма5

		2.1		1.2		0.7		0.2

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		11.5		10.1		8		1.2



0

5

10

15

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти,P.l.,C14,бесконкурентное

4.4680851064

2.5531914894

1.4893617021

0.4255319149

2.4468085106

2.1489361702

1.7021276596

0.2553191489

1.1127659574

1.2744647606

1.2240425532

0.4896170213



Диаграмма6

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



Диаграмма7

		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1

		0.0666666667		0.0666666667		0.0666666667



0,47

4,7

47

1/[метанола]

V0/(v0-Vi)

Уэбб,p.l.,C14

2.3333333333

8.2142857143

-6.8817204301

1.5

3.2857142857

-10

1.1052631579

1.1165048544

1.7857142857



Диаграмма8

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

47

[met],v%

I,mV

2.1

11.5

52.3

1.2

10.1

59.89984375

0.7

8

57.53

0.2

1.2

23.012



Диаграмма9

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



0,47*10^(-6),M

4,7

11,75

23,5

47

[met],v%

I,mV

P.l.,C14

2.1

11.5

38.702

23.7442

52.3

1.2

10.1

28.242

19.7694

59.89984375

0.7

8

26.4115

17.782

57.53

0.2

1.2

10.5646

10.1985

23.012



Диаграмма10

		1.5		1.5		1.5		1.5

		3.2857142857		3.2857142857		3.2857142857		3.2857142857

				0.0354082572		0.0378622948		0.0946557371

				0.0505832246		0.0562366438		0.0980536353

				0.0166945344		0.0173822354		0.0434555884



метанол,об% 0

5

10

15

1/s

1/Vo

L-B,P.l.,C14

0

0.8333333333

1.4285714286

5

0.099009901

0.125

0.8333333333



Лист4

		





Лист4

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596

		1.646893617		1.201787234		1.123893617

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532



B

0

5

10

Vo/S

Vo

2.1

1.2

0.7

11.5

10.1

8

38.702

28.242

26.4115

23.7442

19.7694

17.782

52.3

59.89984375

57.53



Диаграмма11

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон,конкур

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма13

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



Б

0

5

10

15

[A]*10^(-6),M

S/v

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



Диаграмма14

		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

P.l.,C14,Диксон, конкур

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Диаграмма12

		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



А

0%метанол

5%метанол

10%метанол

15%метанол

1/[A]

1/V0

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



Диаграмма4

		4.4680851064		2.5531914894		1.4893617021		0.4255319149		0.4255319149

		2.4468085106		2.1489361702		1.7021276596		0.2553191489		0.2553191489

		1.646893617		1.201787234		1.123893617		0.4495574468		0.4495574468

		2.0207829787		1.6825021277		1.5133617021		0.8679574468		0.8679574468

		1.1127659574		1.2744647606		1.2240425532		0.4896170213		0.4896170213



0

5

10

15

V/s

Vo

I-X,P.l.,C14, конкурентное

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

38.702

28.242

26.4115

10.5646

23.7442

19.7694

17.782

10.1985

52.3

59.89984375

57.53

23.012



Лист3

		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[мутанол],об.%

1/V

P.l.,C14,Диксон,конкур

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



Лист5

		0.2		0.2		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1		0.1		0.1

		0.066		0.066		0.066		0.066		0.066



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

1/[met],v%

V0/(Vo-Vi)

Уэбб,p.l.,C14,конгкур инг

2.3333333333

8.2142857143

3.7

5.9736842105

7.8

1.5

3.2857142857

3.1489361702

3.9824561404

25.27

1.1052631579

1.1165048544

1.375464684

1.7528957529

1.62



Диаграмма1

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4.91		4.91		4.91		4.91

		23.5		23.5		23.5		23.5

		11.75		11.75		11.75		11.75



0

5

10

15

[A]*10^(-6),M

S/v

X,P.l.,C14,metконкур

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.2244098215

0.4086956522

0.4653465347

0.5875

1.1521302152

0.6072037621

0.7846431152

0.8897639286

2.0424126543

0.4948576916

0.8169650617



Лист2

		0		0		0		0

		5		5		5		5

		10		10		10		10

		15		15		15		15



Км

M-M

Хейнс

I-X

[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

0

18

20

14

20

18

35

32

34

19

60

64

66

19



		





		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		2.1276595745		1

		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574		0.2127659574

		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957		0.0212765957



0

5

10

15

1/[A]

1/V0

Л-Берк

0.4761904762

0.8333333333

1.4285714286

5

0.0869565217

0.099009901

0.125

0.8333333333

0.0191204589

0.0166945344

0.0173822354

0.0434555884



		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.4086956522		0.4653465347		0.5875		3.9166666667

		4.7		4.7		4.7		4.7



-Км

0

5

10

15

[A]

[A]/V0

Хейнс,конкурентное ингибирование метанолом

0.2238095238

0.3916666667

0.6714285714

2.35

0.8986615679

0.7846431152

0.8169650617

2.0424126543



		2.1		1.2		0.7		0.2

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		11.5		10.1		8		1.2



0

5

10

15

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти,P.l.,C14,бесконкурентное

4.4680851064

2.5531914894

1.4893617021

0.4255319149

2.4468085106

2.1489361702

1.7021276596

0.2553191489

1.1127659574

1.2744647606

1.2240425532

0.4896170213



		0.2		0.2		0.2

		0.1		0.1		0.1

		0.0666666667		0.0666666667		0.0666666667



0,47

4,7

47

1/[метанола]

V0/(v0-Vi)

Уэбб,p.l.,C14

2.3333333333

8.2142857143

-6.8817204301

1.5

3.2857142857

-10

1.1052631579

1.1165048544

1.7857142857



		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14, неполностью конкурентное

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



0,47

4,7

47

1/V0

[метанол],об.%

Диксон,P.l.,C14

0.4761904762

0.0869565217

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0434555884



		0

		5

		10

		15



Км

[мет],об.%

Км*10^(-5),M

Км,P.l.,C14

0

20

34

66



		0.47		0.47		0.47		0.47

		0.0401529637		0.0229445507		0.0133843212		0.0038240918

		4.7		4.7		4.7		4.7

		0.2198852772		0.1931166348		0.1529636711		0.0229445507

		23.5		23.5		23.5		23.5

		38.702		28.242		26.4115		10.5646

		11.75		11.75		11.75		11.75

		0		1.5		2.8		4.3

		3.1673382901		2.9841352877		2.8781867097		2.3222406507

		23.7442		19.7694		17.782		10.1985

		32		36.65		35.5		14.22

		1		1.1453125		1.1		0.44

		47		47		47		47

		52.3		59.89984375		57.53		23.012



0

5

10

15

[A]*10^(-5)

I,mV

Михаэлис-Ментен

2.1

1.2

0.7

0.2

11.5

10.1

8

1.2

0.74

0.54

0.505

0.202

0.454

0.378

0.34

0.195

0.8

3.7375

5

99.872



		





		0		0		0

		5		5		5

		10		10		10

		15		15		15



23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

а

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



		0		0

		5		5

		10		10

		15		15



tga

ордината

[met],v%

tga

0.21

0.03

0.39

0.02

0.67

0.01

2.28

0.15



		0		0		0		0		0

		5		5		5		5		5

		10		10		10		10		10

		15		15		15		15		15



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

23,5

11,75

47

[met],v%

1/V

б

0.4761904762

0.0869565217

0.025838458

0.0421155482

0.0191204589

0.8333333333

0.099009901

0.0354082572

0.0505832246

0.0166945344

1.4285714286

0.125

0.0378622948

0.0562366438

0.0173822354

5

0.8333333333

0.0946557371

0.0980536353

0.0434555884



		0		0

		5		5

		10		10

		15		15



tga

ордината

[met],v%

tga

0.21

0.03

0.39

0.02

0.67

0.01

2.28

0.15



		[метанол],об.%		Км		Хейнс		I-X		Кмсреднее		tga		ордината		M-M

		0		0		20		14		25		0.21		0.03		18

		5		20		35		32		29		0.39		0.02		18

		10		34		60		64		52.6666666667		0.67		0.01		19

		15		66						66		2.28		0.15		19

		[метанол],об.%				Кмсреднее

		0				25

		2.5				13

		5				13

		10				52.6

		15				66






_1025098696.xls
Диаграмма6

		2.13		2.13		2.13		2.13

		0.213		0.213		0.213		0.213

		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213



Б

контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%этанол

1/[S]

1/Vo

0.3846153846

0.5555555556

0.9090909091

2

0.04048583

0.0578034682

0.1086956522

0.2380952381

0.0143884892

0.0144927536

0.0179856115

0.0318471338



Лист2 (3)

		конкурентное ингибирование этанолом люциферазы P.l.,C14





Лист2 (3)

		2.13		2.13		2.13		2.13

		0.213		0.213		0.213		0.213

		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213



Б

контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%этанол

1/[S]

1/Vo

0.3846153846

0.5555555556

0.9090909091

2

0.04048583

0.0578034682

0.1086956522

0.2380952381

0.0143884892

0.0144927536

0.0179856115

0.0318471338



Лист2 (2)

		0.47		0.47		0.47		0.47

		4,7		4,7		4,7		4,7

		47		47		47		47



контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

[S]

[S]/Vo

0.179

0.2611111111

0.4272727273

0.94

0.1902834008

0.2716763006

0.5108695652

1.119047619

0.6762589928

0.6811594203

0.845323741

1.4968152866



Диаграмма15

		





Лист4

		0.6576971214		0.8333333333		0.4689716312

		0.9539007092		0.8865248227		0.4893617021

		1.2255319149		1.1812765957		0.5829787234

		1.4468085106		1.0638297872		0.8368794326



В

0%этанол

5%этанол

10%этанол

V0

V0/[S]

30.9117647059

39.1666666667

22.0416666667

22.4166666667

20.8333333333

11.5

14.4

13.88

6.85

6.8

5



Диаграмма2

		



Б



Диаграмма2

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



0,47

4,7

47

[этанол],об.%

1/V0

0,47*10^(-6),M

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.2380952381

0.0318471338

1.25

0.0694444444



Диаграмма3

		





Диаграмма4

		0

		5

		7.5

		10



Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

29

48.95

80.32

108.5



Диаграмма5

		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		1		0.6923076923		0.4230769231		0.1923076923		0.0384615385

		4.7		4.7		4.7		4.7		4.7

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		47		47		47		47		47



контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-6)M

I,mV

P.l.,C14

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8

69.5

69

55.6

31.4

14.4



Диаграмма11

		0		0

		5		5

		7.5		7.5

		10		10

		12.5		12.5



tga

ордината

[этанол],об.%

tga

ордината

0.18

0.005

0.26

0.005

0.42

0.01

0.93

0.03

4.65

0.11



Диаграмма7

				tga		ордината

		0		0.18		0.005

		5		0.26		0.005

		7.5		0.42		0.01

		10		0.93		0.03

		12.5		4.65		0.11





Диаграмма8

		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13

		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213

		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213



контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

(1/[A])*10^6

(1/I)mV^(-1)

P.l.,C14,Л-Берка

0.3846153846

0.5555555556

0.9090909091

2

10

10

0.04048583

0.0578034682

0.1086956522

0.2380952381

1.25

1.25

0.0143884892

0.0144927536

0.0179856115

0.0318471338

0.0694444444

0.0694444444



Диаграмма9

		





Диаграмма9

		0

		5

		7.5

		10



Км*10^(-5),M

[этанол],об.%

0

0

0.8

2.3



Диаграмма10

		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		4,7		4,7		4,7		4,7		4,7

		47		47		47		47		47



-2,3*10^(-5)M

-0,8

0,1

0,55

контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-5),M

[A]/I

Хейнс,P.l.,C14конкурентное ингибирование

0.179

0.2611111111

0.4272727273

0.94

4.7

0.1902834008

0.2716763006

0.5108695652

1.119047619

5.875

0.6762589928

0.6811594203

0.845323741

1.4968152866

3.2638888889



Диаграмма13

		4.7		47						V0/(V0-Vi)

		3.25		3.25						3,25



0,47

3.25

3.25

2.6

24.7

69.5

3.25



Диаграмма14

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



-Кi

0,47

4,7

47

[этанол],%

1/I

Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338



eff

		5.5865921788		3.829787234		2.3404255319		1.0638297872		0.2127659574

		5.2553191489		3.6808510638		1.9574468085		0.8936170213		0.170212766

		1.4787234043		1.4680851064		1.1829787234		0.6680851064		0.3063829787

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		69.5		69		55.6		31.4		14.4



tga=-Km

tga=-Ks[(Ki+[I])/Ki

контроль

5

7,5

10

12,5

V0/[S]

V0,mV

Иди-Хофсти

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

1

0.6923076923

0.4230769231

0.1923076923

0.0384615385

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8



kork

		0

		5

		7.5

		10



Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

29

48.95

80.32

108.5



Диаграмма1

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



0,47

4,7

47

[этанол],об.%

1/V0

P.l.,C14,Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.2380952381

0.0318471338

1.25

0.0694444444



Лист1

		0.2		0.2						0.2

		0.1333333333		0.1333333333						0.1333333333

		0.1		0.1						0.1

		0.08		0.08						0.08



0,47

47

4,7

1/[этанол]

V0/(V0-Vi)

Уэбб,P.l.,C14

3.25

139

3.3378378378

1.7333333333

5

1.5935483871

1.2380952381

1.8241469816

1.2048780488

1.04

1.2613430127

1.0334728033



Диаграмма12

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



4,7*10^(-6),M(C14)

47

0,47

[et],v%

I,%

P.l.,C14

24.7

69.5

2.6

29.64

90.35

3.198

17.3

69

1.8

9.2

55.6

1.1

4.2

31.4

0.5

0.8

14.4

0.1



Лист2

		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10

		12.5		12.5		12.5



[A]*10^(-6)M 0,47

4,7

47

[et],v%

I,mV

P.l.,C14

2.6

24.7

69.5

3.198

29.64

90.35

1.8

17.3

69

1.1

9.2

55.6

0.5

4.2

31.4

0.1

0.8

14.4



Лист3

		0

		5

		7.5

		10



kcat/Km

[et]

0.0951724138

0.0563840654

0.0343625498

0.0211981567



		0.4409090821

		0.4409090821

		0.4409090821

		0.361727836



k

Km

1.4623979979

1.6897526961

1.9048236998

2.0354297382



		0		0		0

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



Км

kcat

kcat/Km

29

2.76

0.0951724138

48.95

2.76

0.0563840654

80.32

2.76

0.0343625498

108.5

2.3

0.0211981567



						Определение Км для люциферазы P.l. относительно тетрадеканаля

						[A]*10^(-6)M		0.47				4.7				47				1/[A]		2.13		0.213		0.0213		[A]		0.47		4.7		47

				lnI		этанол		I,mV				I,mV				I,mV

						0		2.6		1		24.7		1		69.5		1		1/I		0.3846153846		0.04048583		0.0143884892		[A]/I		0.1790000000		0.1902834008		0.6762589928		I/[A]		5.5865921788		5.2553191489		1.4787234043

		0.52		4.503691017		2.5		3.198		1.23		29.64		1.2		90.35		1.3

		1.04		4.2341065046		5		1.8		0.6923076923		17.3		0.7004048583		69		0.9928057554				0.5555555556		0.0578034682		0.0144927536				0.2611111111		0.2716763006		0.6811594203				3.829787234		3.6808510638		1.4680851064

		1.56		4.0181832013		7.5		1.1		0.4230769231		9.2		0.3724696356		55.6		0.8				0.9090909091		0.1086956522		0.0179856115				0.4272727273		0.5108695652		0.845323741				2.3404255319		1.9574468085		1.1829787234

		2.08		3.4468078929		10		0.5		0.1923076923		4.2		0.1700404858		31.4		0.4517985612				2		0.2380952381		0.0318471338				0.9400000000		1.1190476190		1.4968152866				1.0638297872		0.8936170213		0.6680851064

		2.5		2.6672282066		12.5		0.1		0.0384615385		0.8		0.032388664		14.4		0.2071942446				10		1.25		0.0694444444				4.7000000000		5.8750000000		3.2638888889				0.2127659574		0.170212766		0.3063829787

																										Иди-Хофсти

								V0/(V0-Vi)						1/[et]								[этанола],об%		Км*10^(-5),M		Км		kcat		kcat/Km

						5		3.25		3.3378378378		139		0.2								0		`-0,55		29		2.76		0.0951724138		tga

						7.5		1.7333333333		1.5935483871		5		0.1333333333								5		`-0,1		48.95		2.76		0.0563840654		26

						10		1.2380952381		1.2048780488		1.8241469816		0.1								7.5		0.8		80.32		2.76		0.0343625498

						12.5		1.04		1.0334728033		1.2613430127		0.08								10		2.3		108.5		2.3		0.0211981567

																										lgKm		lgk

																										1.4623979979		0.4409090821

																										1.6897526961		0.4409090821

																										1.9048236998		0.4409090821

																										2.0354297382		0.361727836





		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



0,47

4,7

47

[этанол],%

1/I

Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338



		конкурентное ингибирование этанолом люциферазы P.l.,C14





		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13		2.13

		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213		0.213

		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213		0.0213



контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

(1/[A])*10^(-6),М

(1/I)mV^(-1)

0.3846153846

0.5555555556

0.9090909091

2

10

10

0.04048583

0.0578034682

0.1086956522

0.2380952381

1.25

1.25

0.0143884892

0.0144927536

0.0179856115

0.0318471338

0.0694444444

0.0694444444



		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		4,7		4,7		4,7		4,7		4,7

		47		47		47		47		47



-2,3*10^(-5)M

-0,8

0,1

0,55

контроль

5%эт

7,5%эт

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-5),M

[A]/I

0.179

0.2611111111

0.4272727273

0.94

4.7

0.1902834008

0.2716763006

0.5108695652

1.119047619

5.875

0.6762589928

0.6811594203

0.845323741

1.4968152866

3.2638888889



		





		0		0		0

		2.5		2.5		2.5

		5		5		5

		7.5		7.5		7.5

		10		10		10



-Кi

0,47

4,7

47

[этанол],%

1/I

Диксон

0.3846153846

0.04048583

0.0143884892

0.5555555556

0.0578034682

0.0144927536

0.9090909091

0.1086956522

0.0179856115

2

0.0318471338



		0

		5

		7.5

		10



Км

[этанола],об%

Км*10^(-5),M

P.l.,C14,

29

48.95

80.32

108.5



		0.47		0.47		0.47		0.47		0.47

		1		0.6923076923		0.4230769231		0.1923076923		0.0384615385

		4.7		4.7		4.7		4.7		4.7

		1		0.7004048583		0.3724696356		0.1700404858		0.032388664

		47		47		47		47		47



контроль

5%этанол

7,5%этанол

10%эт

12,5%эт

[A]*10^(-6)M

I,mV

P.l.,C14

2.6

1.8

1.1

0.5

0.1

24.7

17.3

9.2

4.2

0.8

69.5

69

55.6

31.4

14.4



		0.6576971214		0.8333333333		0.4689716312		0.0685106383

		0.9539007092		0.8865248227		0.4893617021		0.0397163121

		1.2255319149		1.1812765957		0.5829787234		0.0242553191

		1.4468085106		1.0638297872		0.8368794326



0%

5

10

15

V0

V0/[S]

30.9117647059

39.1666666667

22.0416666667

3.22

22.4166666667

20.8333333333

11.5

0.9333333333

14.4

13.88

6.85

0.285

6.8

5



		0.2		0.2						0.2

		0.1333333333		0.1333333333						0.1333333333

		0.1		0.1						0.1

		0.08		0.08						0.08



0,47

47

4,7

1/[этанол]

V0/(V0-Vi)

47*10^(-6),M

3.25

139

3.3378378378

1.7333333333

5

1.5935483871

1.2380952381

1.8241469816

1.2048780488

1.04

1.2613430127

1.0334728033



		






_1025097770.xls
Диаграмма11

		7.6		7.6		7.6		7.6		2.3094010768		2.3094010768		6.9641941386		6.9641941386		6.1489449347		6.1489449347

		5.78		5.78		5.78		5.78		5.0990195136		5.0990195136		3.2145502537		3.2145502537		6.1846584384		6.1846584384

		3.8		3.8		3.8		3.8		2.6457513111		2.6457513111		4		4		1.4142135624		1.4142135624

		2.89		2.89		2.89		2.89		4.0926763859		4.0926763859		3.2145502537		3.2145502537		8.3516465442		8.3516465442

		1.9		1.9		1.9		1.9		6.9296464556		6.9296464556		1.9425069712		1.9425069712		2.3741665204		2.3741665204



I,mV

контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[FMN],.10-5, М

62.25

75

68

65

67.5625

80

75

74

60.5

65

63

63

38

45

42

40

9

10

17.75

10.7



Диаграмма1

		0.1315789474				0.1315789474		0.1315789474		0.1315789474

		0.1730103806				0.1730103806		0.1730103806		0.1730103806

		0.2631578947				0.2631578947		0.2631578947		0.2631578947

		0.3460207612				0.3460207612		0.3460207612		0.3460207612

		0.5263157895				0.5263157895		0.5263157895		0.5263157895



8

10

13

20

Km

контроль

5%метанол

5%этанол

ацетон

1/[FMN]*10^(-5)

1/V

0.016064257

0.0144927536

0.0151187905

0.014084507

0.0143338595

0.0144230769

0.0146520147

0.012244898

0.0165289256

0.0169491525

0.0163934426

0.0138888889

0.0293255132

0.0276497696

0.0294117647

0.025974026

0.084317032

0.0660792952

0.0563380282

0.0934579439



Диаграмма2

		7.6		7.6		7.6		7.6		2.3094010768		2.3094010768		6.9641941386		6.9641941386		6.1489449347		6.1489449347		13.0479883507		13.0479883507

		5.78		5.78		5.78		5.78		5.0990195136		5.0990195136		3.2145502537		3.2145502537		6.1846584384		6.1846584384		1.8929694486		1.8929694486

		3.8		3.8		3.8		3.8		2.6457513111		2.6457513111		4		4		1.4142135624		1.4142135624		6.5574385243		6.5574385243

		2.89		2.89		2.89		2.89		4.0926763859		4.0926763859		3.2145502537		3.2145502537		8.3516465442		8.3516465442		5.5834577101		5.5834577101

		1.9		1.9		1.9		1.9		6.9296464556		6.9296464556		1.9425069712		1.9425069712		2.3741665204		2.3741665204		4.4190496716		4.4190496716



Km

контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[ФМН],*10^(-5)

I,mV

62.25

69

66.1428571429

81.6666666667

69.7648809524

69.3333333333

68.25

72

60.5

61

71

34.1

34

38.5

11.86

17.75

10.7



Лист4

		





Лист4

		7.6		7.6		7.6		7.6		2.3094010768		2.3094010768		6.9641941386		6.9641941386		6.1489449347		6.1489449347

		5.78		5.78		5.78		5.78		5.0990195136		5.0990195136		3.2145502537		3.2145502537		6.1846584384		6.1846584384

		3.8		3.8		3.8		3.8		2.6457513111		2.6457513111		4		4		1.4142135624		1.4142135624

		2.89		2.89		2.89		2.89		4.0926763859		4.0926763859		3.2145502537		3.2145502537		8.3516465442		8.3516465442

		1.9		1.9		1.9		1.9		6.9296464556		6.9296464556		1.9425069712		1.9425069712		2.3741665204		2.3741665204



контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[ФМН],*10^(-5), М

I,mV

62.25

75

68

65

67.5625

80

75

74

60.5

65

63

63

38

45

42

40

9

10

17.75

10.7



Диаграмма3

		7.6		7.6		7.6		7.6

		5.78		5.78		5.78		5.78

		3.8		3.8		3.8		3.8

		2.89		2.89		2.89		2.89

		1.9		1.9		1.9		1.9



контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[FMN]*10^(-5),M

S/V

0.1220883534

0.1013333333

0.1117647059

0.1169230769

0.0855504163

0.07225

0.0770666667

0.0781081081

0.0628099174

0.0584615385

0.0603174603

0.0603174603

0.0760526316

0.0642222222

0.0688095238

0.07225

0.0422222222



Диаграмма4

		0		0		0

		2		5		2.5

						5



2%ацетон

5%метанол

5%этанол

[орг.р-ль],об.%

Км*10^(-5),M

Км (ФМН),P.l.,C14

4.7

4.7

4.7

8

4.7

7.6

6



Диаграмма10

		7.6		7.6		7.6		7.6

		5.78		5.78		5.78		5.78

		3.8		3.8		3.8		3.8

		2.89		2.89		2.89		2.89

		1.9		1.9		1.9		1.9



-Km

ац=8*10^(-5)M

эт=6

мет и к =4,7

контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[FMN]*10^(-5),M

S/V

Хейнс,бесконкурентное

0.1220883534

0.1085714286

0.1117647059

0.1169230769

0.0871630537

0.0750649351

0.0770666667

0.0781081081

0.0628099174

0.0584615385

0.0603174603

0.0603174603

0.0847507331

0.0688095238

0.07225

0.07225

0.0452380952



Лист1

		0.91		0.91		0.91		0.91

		0.65		0.65		0.65		0.65

		0.48		0.48		0.48		0.48

		0.275		0.275		0.275		0.275

		0.24		0.24		0.24		0.24



контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

опт.пл.ФМН

I,%

P.l.,C14

1

1.1084337349

1.0624899598

1.3118072289

1.1212851406

1.1137349398

1.0963855422

1.156626506

0.9718875502

0.9477911647

0.9799196787

1.140562249

0.5477911647

0.5810441767

0.546184739

0.6184738956

0.1905220884

0.2430522088

0.2851405622

0.1718875502



Km

		0.1315789474		8.1907894737		9.8684210526		8.9473684211

		0.1730103806		11.6890138408		13.8408304498		12.9757785467

		0.2631578947		15.9210526316		17.1052631579		16.5789473684

		0.3460207612		13.1487889273		15.5709342561		14.5328719723

		0.5263157895		4.7368421053		23.6842105263		9.3421052632



62.25

75

68

65

67.5625

80

75

74

60.5

65

63

63

38

45

42

40

9

10

17.75

10.7



Лист3

																																		S/V

																																		контроль		5%метанол		5%этанол		2%ацетон

																														1/[ФМН]		[ФМН]*10^(-5),M		[FMN]*10^(-5)/I

				0.91				активность,mV												среднее		V0/s		стандартное откл		I,%		1/I				0.1315789474		7.6		0.1220883534		0.1013333333		0.1117647059		0.1169230769

				контроль		51		51		72		75								62.25		473.1		13.0479883507		100%		0.016064257		1		0.1730103806		5.78		0.0855504163		0.07225		0.0770666667		0.0781081081

				5%метанол		66		67		75		77		60						75		570		6.9641941386		111		0.0133333333				0.2631578947		3.8		0.0628099174		0.0584615385		0.0603174603		0.0603174603

				5%этанол		72		69		67		59		56		70		70		68		516.8		6.1489449347		106%		0.0147058824				0.3460207612		2.89		0.0760526316		0.0642222222		0.0688095238		0.07225

				2%ацетон		83		83		79										65		494		2.3094010768		131		0.0153846154				0.5263157895		1.9		0.2111111111		0.0422222222		0.1070422535		0.1775700935

																																		V/s

				[ФМН]=0,65				активность,mV																										0.1315789474		8.1907894737		9.8684210526		8.9473684211		8.5526315789

				контроль		63		63		59		62								67.5625		390.51125		1.8929694486		1		0.0148011101						0.1730103806		11.6890138408		13.8408304498		12.9757785467		12.8027681661

				5%метанол				67		68		73								80		462.4		3.2145502537		0.9375		0.0125						0.2631578947		15.9210526316		17.1052631579		16.5789473684		16.5789473684

				5%этанол		67		60		73		73								75		433.5		6.1846584384		1.1100832562		0.0133333333						0.3460207612		13.1487889273		15.5709342561		14.5328719723		13.8408304498

				2%ацетон		72		65		74		77								74		427.72		5.0990195136		1.0952821462		0.0135135135						0.5263157895		4.7368421053		23.6842105263		9.3421052632		5.6315789474

				[ФМН]=0,48

				контроль		55		64		55		68								60.5		229.9		6.5574385243		1		0.0165289256

				5%метанол		59		55		63										65		247		4		1.0743801653		0.0153846154

				5%этанол		62		60												63		239.4		1.4142135624		1.041322314		0.0158730159

				2%ацетон		70		74		69										63		239.4		2.6457513111		1.041322314		0.0158730159

				[ФМН]=1,9*10^5 ; опт.пл. = 0,275																												[FMN]		I,mV		I,%		5%метанол		I,%к контролю		I% к 69		5%этанол		I,% к 66,14		I,%к контролю		2%ацетон		I,% к 81,66		I,%к контролю

				контроль		39		30.5		26.5		35		39.5						38		109.82		5.5834577101		1		0.0263157895				0.91		62.25		1		69		1.1084337349		1		66.14		1		1.0624899598		81.66		1		1.3118072289

				5%метанол						37.5		38.5		32.5						45		130.05		3.2145502537		1.1842105263		0.0222222222				0.65		69.8		1.1212851406		69.33		1.1137349398		1.0047826087		68.25		1.031902026		1.0963855422		72		0.8817046289		1.156626506

				5%этанол						43		26.5		32.5						42		121.38		8.3516465442		1.1052631579		0.0238095238				0.48		60.5		0.9718875502		59		0.9477911647		0.8550724638		61		0.8937728938		0.9799196787		71		0.8694587313		1.140562249

				2%ацетон		38.5		35		39		35		45						40		115.6		4.0926763859		1.0526315789		0.025				0.275		34.1		0.5477911647		36.17		0.5810441767		0.5242028986		34		0.5140610826		0.546184739		38.5		0.4714670585		0.6184738956

																																0.24		11.86		0.1905220884		15.13		0.2430522088		0.2192753623		17.75		0.268370124		0.2851405622		10.7		0.1310311046		0.1718875502

				опт.пл.=0,24

				контроль		14.6		8.4		7.9		18.2		10.2						9		17.1		4.4190496716		1		0.1111111111

				5%метанол						16.8		13		15.6						10		19		1.9425069712		1.1111111111		0.1

				5%этанол				18.8		18.8		14.2		19.2						17.75		33.725		2.3741665204		1.9722222222		0.0563380282

				2%ацетон								5.8		15.6						10.7		20.33		6.9296464556		1.1888888889		0.0934579439





Диаграмма6

		0		0		0

		2		5		2.5

						5



2%ацетон

5%метанол

5%этанол

[орг.р-ль],об.%

Км*10^(-5),M

Км (ФМН),P.l.,C14

4.7

4.7

4.7

8

4.7

7.6

6



Диаграмма5

		Км для ФМН

		[орг.р-ль],об.%						Км*10:(-5),М						Км*10:(-5),М

		0		0		0		4.7				0		4.7

		200%		2%		2%		8		ацетон		2		8

		5%		5%				4.7		метанол		5		4.7

		2.50%		2.50%				7.6		этанол		2.5		7.6

		5%		5%				6		этанол		5		6





Диаграмма7

		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		9.7		9.7						4.7558014108		4.7558014108		2.7325202043		2.7325202043

		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		7.9613207547		7.9613207547						5.8518022646		5.8518022646		6.4413437333		6.4413437333

		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		7.5952830189		7.5952830189						5.3323375296		5.3323375296		4.1554611228		4.1554611228

		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		6.2683962264		6.2683962264						2.2922795324		2.2922795324		2.5033311141		2.5033311141

		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		5.1245283019		5.1245283019						7.9474838786		7.9474838786		3.2093613072		3.2093613072



I,mV

среднее

2,5%этанол

[ФМН]*10^(-5),M

I,mV

P.l.,C14

83.8333333333

95.6666666667

90.0769230769

93.0909090909

85.9411764706

95.125

85.6363636364

95.3333333333

76.6875

81.4



Диаграмма8

		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06						4.7558014108		4.7558014108		2.7325202043		2.7325202043

		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87						5.8518022646		5.8518022646		6.4413437333		6.4413437333

		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83						5.3323375296		5.3323375296		4.1554611228		4.1554611228

		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685						2.2922795324		2.2922795324		2.5033311141		2.5033311141

		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56						7.9474838786		7.9474838786		3.2093613072		3.2093613072



I,mV

среднее

2,5%этанол

опт.пл.ФМН

I,mV

P.l.,C14

83.8333333333

95.6666666667

90.0769230769

93.0909090909

85.9411764706

95.125

85.6363636364

95.3333333333

76.6875

81.4



Лист2

		0.1030927835		0.1030927835

		0.1256072994		0.1256072994

		0.1316606633		0.1316606633

		0.1595304387		0.1595304387

		0.1951399116		0.1951399116



-1/Km

2,5%этанол

среднее

(1/[FMN])*10^(-5),M

(1/I),mV^(-1)

Л-Берк, бесконкурентное ингибирование

0.0119284294

0.0104529617

0.0111016225

0.0107421875

0.0116358658

0.0105124836

0.0116772824

0.0104895105

0.0130399348

0.0122850123



		0

		2.5



[этанол],об.%

Km

Km*10^(-5),M;P.l.,C14

50

7.6923076923



		

				Ингибирование активности субстратом ФМН

				опт.пл.[FMN]		I,mV																																				среднее		I,%		станд.отклонение		1/I		(1/FMN)*10^(-5),M^(-1)

				1.06		87		87		80		85		84		90		75		79		82		86		81		76		78		88		88		87		91		85		83.8333333333		0.9306860233		4.7558014108		0.0119284294		0.1030927835

				0.87		93		80		87		86		83		86		89		88		95		91		99		98		96												90.0769230769		1		5.8518022646		0.0111016225		0.1256072994

				0.83		81		86		85		96		88		87		87		88		88		91		92		93		78		78		80		81		82				85.9411764706		0.9540865022		5.3323375296		0.0116358658		0.1316606633

				0.685		82		83		87		85		90		88		86		87		84		85		85																85.6363636364		0.9507025852		2.2922795324		0.0116772824		0.1595304387

				0.56		83		73		73		85		88		85		84		69		67		64		62		81		79		79		78		77						76.6875		0.8513556789		7.9474838786		0.0130399348		0.1951399116

		[FMN]*10^(-5),M		опт.пл.[FMN]		I,mV		2,5%этанол																																				2,5%этанол

		9.7		1.06		95		98		100		94		94		93																										95.6666666667		1.0276692708		2.7325202043		0.0104529617		0.1030927835

		7.9613207547		0.87		86		86		96		96		96		100		96		97		97		95		79																93.0909090909		1		6.4413437333		0.0107421875		0.1256072994

		7.5952830189		0.83		100		100		88		95		95		98		93		92																						95.125		1.0218505859		4.1554611228		0.0105124836		0.1316606633

		6.2683962264		0.685		98		97		96		96		94		91																										95.3333333333		1.0240885417		2.5033311141		0.0104895105		0.1595304387

		5.1245283019		0.56		83		78		83		85		78																												81.4		0.8744140625		3.2093613072		0.0122850123		0.1951399116

				[этанола],об.%																																						1/Km		Km*10^(-5),M

				0																																						0.02		50

				2.5																																						0.13		7.6923076923






_1025097953.xls
Диаграмма12

		7.6		7.6		7.6		7.6

		5.78		5.78		5.78		5.78

		3.8		3.8		3.8		3.8

		2.89		2.89		2.89		2.89

		1.9		1.9		1.9		1.9



2

1

1

3

4

контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[S]

S/V

0.1220883534

0.1013333333

0.1117647059

0.1169230769

0.0855504163

0.07225

0.0770666667

0.0781081081

0.0628099174

0.0584615385

0.0603174603

0.0603174603

0.0760526316

0.0642222222

0.0688095238

0.07225

0.0422222222



Диаграмма1

		0.1315789474				0.1315789474		0.1315789474		0.1315789474

		0.1730103806				0.1730103806		0.1730103806		0.1730103806

		0.2631578947				0.2631578947		0.2631578947		0.2631578947

		0.3460207612				0.3460207612		0.3460207612		0.3460207612

		0.5263157895				0.5263157895		0.5263157895		0.5263157895



8

10

13

20

Km

контроль

5%метанол

5%этанол

ацетон

1/[FMN]*10^(-5)

1/V

0.016064257

0.0144927536

0.0151187905

0.014084507

0.0143338595

0.0144230769

0.0146520147

0.012244898

0.0165289256

0.0169491525

0.0163934426

0.0138888889

0.0293255132

0.0276497696

0.0294117647

0.025974026

0.084317032

0.0660792952

0.0563380282

0.0934579439



Диаграмма2

		7.6		7.6		7.6		7.6		2.3094010768		2.3094010768		6.9641941386		6.9641941386		6.1489449347		6.1489449347		13.0479883507		13.0479883507

		5.78		5.78		5.78		5.78		5.0990195136		5.0990195136		3.2145502537		3.2145502537		6.1846584384		6.1846584384		1.8929694486		1.8929694486

		3.8		3.8		3.8		3.8		2.6457513111		2.6457513111		4		4		1.4142135624		1.4142135624		6.5574385243		6.5574385243

		2.89		2.89		2.89		2.89		4.0926763859		4.0926763859		3.2145502537		3.2145502537		8.3516465442		8.3516465442		5.5834577101		5.5834577101

		1.9		1.9		1.9		1.9		6.9296464556		6.9296464556		1.9425069712		1.9425069712		2.3741665204		2.3741665204		4.4190496716		4.4190496716



Km

контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[ФМН],*10^(-5)

I,mV

62.25

69

66.1428571429

81.6666666667

69.7648809524

69.3333333333

68.25

72

60.5

61

71

34.1

34

38.5

11.86

17.75

10.7



Лист4

		





Лист4

		7.6		7.6		7.6		7.6		2.3094010768		2.3094010768		6.9641941386		6.9641941386		6.1489449347		6.1489449347

		5.78		5.78		5.78		5.78		5.0990195136		5.0990195136		3.2145502537		3.2145502537		6.1846584384		6.1846584384

		3.8		3.8		3.8		3.8		2.6457513111		2.6457513111		4		4		1.4142135624		1.4142135624

		2.89		2.89		2.89		2.89		4.0926763859		4.0926763859		3.2145502537		3.2145502537		8.3516465442		8.3516465442

		1.9		1.9		1.9		1.9		6.9296464556		6.9296464556		1.9425069712		1.9425069712		2.3741665204		2.3741665204



контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[ФМН],*10^(-5), М

I,mV

62.25

75

68

65

67.5625

80

75

74

60.5

65

63

63

38

45

42

40

9

10

17.75

10.7



Диаграмма3

		7.6		7.6		7.6		7.6

		5.78		5.78		5.78		5.78

		3.8		3.8		3.8		3.8

		2.89		2.89		2.89		2.89

		1.9		1.9		1.9		1.9



контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[FMN]*10^(-5),M

S/V

0.1220883534

0.1013333333

0.1117647059

0.1169230769

0.0855504163

0.07225

0.0770666667

0.0781081081

0.0628099174

0.0584615385

0.0603174603

0.0603174603

0.0760526316

0.0642222222

0.0688095238

0.07225

0.0422222222



Диаграмма4

		0		0		0

		2		5		2.5

						5



2%ацетон

5%метанол

5%этанол

[орг.р-ль],об.%

Км*10^(-5),M

Км (ФМН),P.l.,C14

4.7

4.7

4.7

8

4.7

7.6

6



Диаграмма10

		7.6		7.6		7.6		7.6

		5.78		5.78		5.78		5.78

		3.8		3.8		3.8		3.8

		2.89		2.89		2.89		2.89

		1.9		1.9		1.9		1.9



-Km

ац=8*10^(-5)M

эт=6

мет и к =4,7

контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

[FMN]*10^(-5),M

S/V

Хейнс,бесконкурентное

0.1220883534

0.1085714286

0.1117647059

0.1169230769

0.0871630537

0.0750649351

0.0770666667

0.0781081081

0.0628099174

0.0584615385

0.0603174603

0.0603174603

0.0847507331

0.0688095238

0.07225

0.07225

0.0452380952



Лист1

		0.91		0.91		0.91		0.91

		0.65		0.65		0.65		0.65

		0.48		0.48		0.48		0.48

		0.275		0.275		0.275		0.275

		0.24		0.24		0.24		0.24



контроль

5%метанол

5%этанол

2%ацетон

опт.пл.ФМН

I,%

P.l.,C14

1

1.1084337349

1.0624899598

1.3118072289

1.1212851406

1.1137349398

1.0963855422

1.156626506

0.9718875502

0.9477911647

0.9799196787

1.140562249

0.5477911647

0.5810441767

0.546184739

0.6184738956

0.1905220884

0.2430522088

0.2851405622

0.1718875502



Km

		0.1315789474		8.1907894737		9.8684210526		8.9473684211

		0.1730103806		11.6890138408		13.8408304498		12.9757785467

		0.2631578947		15.9210526316		17.1052631579		16.5789473684

		0.3460207612		13.1487889273		15.5709342561		14.5328719723

		0.5263157895		4.7368421053		23.6842105263		9.3421052632



62.25

75

68

65

67.5625

80

75

74

60.5

65

63

63

38

45

42

40

9

10

17.75

10.7



Лист3

																																		S/V

																																		контроль		5%метанол		5%этанол		2%ацетон

																														1/[ФМН]		[ФМН]*10^(-5),M		[FMN]*10^(-5)/I

				0.91				активность,mV												среднее		V0/s		стандартное откл		I,%		1/I				0.1315789474		7.6		0.1220883534		0.1013333333		0.1117647059		0.1169230769

				контроль		51		51		72		75								62.25		473.1		13.0479883507		100%		0.016064257		1		0.1730103806		5.78		0.0855504163		0.07225		0.0770666667		0.0781081081

				5%метанол		66		67		75		77		60						75		570		6.9641941386		111		0.0133333333				0.2631578947		3.8		0.0628099174		0.0584615385		0.0603174603		0.0603174603

				5%этанол		72		69		67		59		56		70		70		68		516.8		6.1489449347		106%		0.0147058824				0.3460207612		2.89		0.0760526316		0.0642222222		0.0688095238		0.07225

				2%ацетон		83		83		79										65		494		2.3094010768		131		0.0153846154				0.5263157895		1.9		0.2111111111		0.0422222222		0.1070422535		0.1775700935

																																		V/s

				[ФМН]=0,65				активность,mV																										0.1315789474		8.1907894737		9.8684210526		8.9473684211		8.5526315789

				контроль		63		63		59		62								67.5625		390.51125		1.8929694486		1		0.0148011101						0.1730103806		11.6890138408		13.8408304498		12.9757785467		12.8027681661

				5%метанол				67		68		73								80		462.4		3.2145502537		0.9375		0.0125						0.2631578947		15.9210526316		17.1052631579		16.5789473684		16.5789473684

				5%этанол		67		60		73		73								75		433.5		6.1846584384		1.1100832562		0.0133333333						0.3460207612		13.1487889273		15.5709342561		14.5328719723		13.8408304498

				2%ацетон		72		65		74		77								74		427.72		5.0990195136		1.0952821462		0.0135135135						0.5263157895		4.7368421053		23.6842105263		9.3421052632		5.6315789474

				[ФМН]=0,48

				контроль		55		64		55		68								60.5		229.9		6.5574385243		1		0.0165289256

				5%метанол		59		55		63										65		247		4		1.0743801653		0.0153846154

				5%этанол		62		60												63		239.4		1.4142135624		1.041322314		0.0158730159

				2%ацетон		70		74		69										63		239.4		2.6457513111		1.041322314		0.0158730159

				[ФМН]=1,9*10^5 ; опт.пл. = 0,275																												[FMN]		I,mV		I,%		5%метанол		I,%к контролю		I% к 69		5%этанол		I,% к 66,14		I,%к контролю		2%ацетон		I,% к 81,66		I,%к контролю

				контроль		39		30.5		26.5		35		39.5						38		109.82		5.5834577101		1		0.0263157895				0.91		62.25		1		69		1.1084337349		1		66.14		1		1.0624899598		81.66		1		1.3118072289

				5%метанол						37.5		38.5		32.5						45		130.05		3.2145502537		1.1842105263		0.0222222222				0.65		69.8		1.1212851406		69.33		1.1137349398		1.0047826087		68.25		1.031902026		1.0963855422		72		0.8817046289		1.156626506

				5%этанол						43		26.5		32.5						42		121.38		8.3516465442		1.1052631579		0.0238095238				0.48		60.5		0.9718875502		59		0.9477911647		0.8550724638		61		0.8937728938		0.9799196787		71		0.8694587313		1.140562249

				2%ацетон		38.5		35		39		35		45						40		115.6		4.0926763859		1.0526315789		0.025				0.275		34.1		0.5477911647		36.17		0.5810441767		0.5242028986		34		0.5140610826		0.546184739		38.5		0.4714670585		0.6184738956

																																0.24		11.86		0.1905220884		15.13		0.2430522088		0.2192753623		17.75		0.268370124		0.2851405622		10.7		0.1310311046		0.1718875502

				опт.пл.=0,24

				контроль		14.6		8.4		7.9		18.2		10.2						9		17.1		4.4190496716		1		0.1111111111

				5%метанол						16.8		13		15.6						10		19		1.9425069712		1.1111111111		0.1

				5%этанол				18.8		18.8		14.2		19.2						17.75		33.725		2.3741665204		1.9722222222		0.0563380282

				2%ацетон								5.8		15.6						10.7		20.33		6.9296464556		1.1888888889		0.0934579439





Диаграмма6

		0		0		0

		2		5		2.5

						5



2%ацетон

5%метанол

5%этанол

[орг.р-ль],об.%

Км*10^(-5),M

Км (ФМН),P.l.,C14
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Диаграмма5

		Км для ФМН

		[орг.р-ль],об.%						Км*10:(-5),М						Км*10:(-5),М

		0		0		0		4.7				0		4.7

		200%		2%		2%		8		ацетон		2		8

		5%		5%				4.7		метанол		5		4.7

		2.50%		2.50%				7.6		этанол		2.5		7.6

		5%		5%				6		этанол		5		6





Диаграмма7

		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		9.7		9.7						4.7558014108		4.7558014108		2.7325202043		2.7325202043

		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		7.9613207547		7.9613207547						5.8518022646		5.8518022646		6.4413437333		6.4413437333

		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		7.5952830189		7.5952830189						5.3323375296		5.3323375296		4.1554611228		4.1554611228

		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		6.2683962264		6.2683962264						2.2922795324		2.2922795324		2.5033311141		2.5033311141

		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		5.1245283019		5.1245283019						7.9474838786		7.9474838786		3.2093613072		3.2093613072



I,mV

среднее

2,5%этанол

[ФМН]*10^(-5),M

I,mV

P.l.,C14

83.8333333333

95.6666666667

90.0769230769

93.0909090909

85.9411764706

95.125

85.6363636364

95.3333333333

76.6875

81.4



Диаграмма8

		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06		1.06						4.7558014108		4.7558014108		2.7325202043		2.7325202043

		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87		0.87						5.8518022646		5.8518022646		6.4413437333		6.4413437333

		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83		0.83						5.3323375296		5.3323375296		4.1554611228		4.1554611228

		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685		0.685						2.2922795324		2.2922795324		2.5033311141		2.5033311141

		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56		0.56						7.9474838786		7.9474838786		3.2093613072		3.2093613072



I,mV

среднее

2,5%этанол

опт.пл.ФМН

I,mV

P.l.,C14

83.8333333333

95.6666666667

90.0769230769

93.0909090909

85.9411764706

95.125

85.6363636364

95.3333333333

76.6875

81.4



Лист2

		0.1030927835		0.1030927835

		0.1256072994		0.1256072994

		0.1316606633		0.1316606633

		0.1595304387		0.1595304387

		0.1951399116		0.1951399116



-1/Km

2,5%этанол

среднее

(1/[FMN])*10^(-5),M

(1/I),mV^(-1)

Л-Берк, бесконкурентное ингибирование

0.0119284294

0.0104529617

0.0111016225

0.0107421875

0.0116358658

0.0105124836

0.0116772824

0.0104895105

0.0130399348

0.0122850123



		0

		2.5



[этанол],об.%

Km

Km*10^(-5),M;P.l.,C14

50

7.6923076923



		

				Ингибирование активности субстратом ФМН

				опт.пл.[FMN]		I,mV																																				среднее		I,%		станд.отклонение		1/I		(1/FMN)*10^(-5),M^(-1)

				1.06		87		87		80		85		84		90		75		79		82		86		81		76		78		88		88		87		91		85		83.8333333333		0.9306860233		4.7558014108		0.0119284294		0.1030927835

				0.87		93		80		87		86		83		86		89		88		95		91		99		98		96												90.0769230769		1		5.8518022646		0.0111016225		0.1256072994

				0.83		81		86		85		96		88		87		87		88		88		91		92		93		78		78		80		81		82				85.9411764706		0.9540865022		5.3323375296		0.0116358658		0.1316606633

				0.685		82		83		87		85		90		88		86		87		84		85		85																85.6363636364		0.9507025852		2.2922795324		0.0116772824		0.1595304387

				0.56		83		73		73		85		88		85		84		69		67		64		62		81		79		79		78		77						76.6875		0.8513556789		7.9474838786		0.0130399348		0.1951399116

		[FMN]*10^(-5),M		опт.пл.[FMN]		I,mV		2,5%этанол																																				2,5%этанол

		9.7		1.06		95		98		100		94		94		93																										95.6666666667		1.0276692708		2.7325202043		0.0104529617		0.1030927835

		7.9613207547		0.87		86		86		96		96		96		100		96		97		97		95		79																93.0909090909		1		6.4413437333		0.0107421875		0.1256072994

		7.5952830189		0.83		100		100		88		95		95		98		93		92																						95.125		1.0218505859		4.1554611228		0.0105124836		0.1316606633

		6.2683962264		0.685		98		97		96		96		94		91																										95.3333333333		1.0240885417		2.5033311141		0.0104895105		0.1595304387

		5.1245283019		0.56		83		78		83		85		78																												81.4		0.8744140625		3.2093613072		0.0122850123		0.1951399116

				[этанола],об.%																																						1/Km		Km*10^(-5),M

				0																																						0.02		50

				2.5																																						0.13		7.6923076923
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MM

		0.47		0.47		0.47		0.47
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контроль

5%метанол

10%метанол

20%метанол

C14 . 10-6,M

I,mV

0.24

0.27

0.16

0.0025

0.85

1.29

0.25

0.0032

1.2

1.8

0.25

0.0051

1.21

2
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