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Реферат

Отчет _176_ с., _1_ ч., _71_ рис., _19_ табл., _27_ источников 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: БИОЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ, ЛЮЦИФЕРАЗА, МИКРООКРУЖЕНИЕ, ИММОБИЛИЗАЦИЯ, ВЯЗКОСТЬ СРЕДЫ, СТАБИЛИЗАЦИЯ ФЕРМЕНТОВ, ВКЛЮЧЕНИЕ В ГЕЛЬ, ИННОВАЦИОННОЕ ОБРАЗОВАНИЕ, МАГИСТЕРСКАЯ ПРОГРАММА, МЕЖДУНАРОДНОЕ 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», в рамках которого разрабатываются и развиваются совместные научные и научно-образовательных программы и проекты с зарубежными партнерами:  Университетом Флориды (США), Университетом Болоньи (Италия), рядом университетов стран Шанхайской организации сотрудничества.
Цель проекта: разработка и описание свойств  экспериментальной (биферментная система, иммобилизованная в полимерные гели различной природы, и помещенная в вязкие растворы сахарозы и глицерина) и математической моделей функционирования биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза в клетке. 

Для выполнения проекта использован инновационный методологический подход к изучению механизмов функционирования метаболических цепей в клетке – получение и исследование прототипов экспериментальных моделей клетки, созданных на основе иммобилизованных ферментативных комплексов, в которых воссоздана цепь сопряжения люциферазы с другими ферментами бактерий.

За 3 этапа реализации проекта получены следующие основные результаты:

1. Для решения фундаментальной задачи понимания механизмов сопряжения и функционирования ферментативных метаболических цепей в клетке созданы 4 прототипа экспериментальных моделей (ЭМсахароза, ЭМглицерин ЭМкрахмал ЭМжелатин), в которых реконструирована цепь сопряжения двух ферментов светящихся бактерий (люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы) в растворах повышенной вязкости (сахарозы и глицерина), а также в матричной структуре крахмального или желатинового геля. Модели проявляют биолюминесцентную активность и имитируют вязкое микроокружение ферментов в матриксе, а также связь с мембранными структурами.

2. Установлены механизмы стабилизации биферментной системы светящихся бактерий путем создания благоприятного микроокружения близкого к in vivo посредством  иммобилизации ферментов в гели крахмала и желатина с сохранением функциональной активность ферментов, что подтверждается спектрально-люминесцентными анализом. Показано, что наиболее эффективным механизмом стабилизации биферментной системы является совместная иммобилизация люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы, а также их субстратов и кофакторов в 3 % крахмальный гель. Биферментная система, иммобилизованная совместно с субстратами и кофакторами, сохраняет свою активность в течение длительного времени, не требует специальных условий хранения.
3. 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.

4. Установлено, что термоинактивация биферментной системы в желатиновом и крахмальном гелях имеет нелинейный характер и протекает по диссоциативному механизму.
5. 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.
6. На примере биферментной системы светящихся бактерий показано, что изменение вязкости микроокружения оказывает влияние на механизмы сопряжения между ферментами в метаболических цепях, изменяет вероятность образования и скорость распада возбужденного интермедиата реакции.
7. Подобраны условия (рН, вязкость и другие физико-химические характеристики микроокружения ферментов биолюминесценой системы), при которых не происходит инактивации и термоинактивации биферментной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин и сохраняется высокая субстратная специфичность ферментов, что наилучшим образом отвечает условиям работы ферментов in vivo. 
8. Установлена зависимость между термостабильностью биферментной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин и физико-химическими характеристиками микроокружения ферментов. Показано, что ЭМсахароза обладает большей термостабильностью по сравнению с моделью ЭМглицерин.

9. Установлена гидрофобная природа взаимодействий при образовании фермент-субстратных комплексов. Эффекты влияния органических  веществ и органических растворителей на ферменты объясняются как их прямым действием на гидратную оболочку или на активный центр белка, так и изменением электростатических и гидрофобных внутри-  и межмолекулярных  взаимодействий.

10. Для соответствия характеристик вязких сред свойствам клеточной цитоплазмы необходимо создание комбинированной среды, содержащей высокую концентрацию макромолекул и низкую концентрацию сахаридов.
11. Разработана методика оценки вязкости среды на основе анизотропии флуоресценции флавинмононуклеотида и установлено, что вязкость, характерная для клеточной цитоплазмы, достигается при концентрациях растворов крахмала и желатина более 2% (при 20(С).
12. Лучшим из 4 прототипов экспериментальных моделей является ЭМкрахмал. В крахмальном геле с добавлением ДТТ термоинактивация ферментов происходит с наименьшей скоростью. Энергия активации процесса термоинактивации биферментной системы в крахмальном геле с добавлением ДТТ в 3 раза выше по сравнению с энергией активации в буферном растворе.
План НИР четвертого этапа выполнения работ по проекту включал разработку математических моделей функционирования бактериальной биолюминесцентной системы in vivo с использованием полученных на предыдущих этапах работы экспериментальных данных.

За отчетный период получены следующие основные результаты: 

1. Проведен анализ вклада различных механизмов и стадий реакции в кинетику свечения биферментной системы НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза.

2. На основе анализа механизмов формирования кинетических кривых свечения построена математическая модель сопряженной биферментной реакции НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза для описания работы экспериментальной модели.

3. Построенная математическая модель апробирована для описания экспериментальной модели при анализе кинетики свечения биферментной системы в присутствие хинонов.

4. Показано, что для соответствия математической модели экспериментальным результатам необходимо учитывать следующие механизмы влияния хинонов на функционирование биферментной системы: возможность окисления хиноном субстратов биферментной реакции (ФМНН2 или НАДН), возможность участия хинона в качестве субстрата в редуктазной реакции, влияние на активность ферментов, обусловленное конформационными изменениями в присутствии хинона.

5. Проведено экспериментальное исследование динамики светоизлучения растворимой и иммобилизованной в крахмальный гель биферментной системы с учетом кинетики диффузии молекул ФМН в ЭМкрахмал.

6. Установлена роль процессов диффузии в реакциях с использованием иммобилизованных компонентов биолюминесцентной системы светящихся бактерий. Показано, что процесс диффузии непосредственно не влияет на динамику и интенсивность светоизлучения в реакции, происходящей при совместной иммобилизации субстратов и ферментов.
Работа имеет высокую практическую значимость, так как разработанный многокомпонентный реагент  «Энзимолюм» является биологическим модулем  для создания биолюминесцентного сенсора и проведения биолюминесцентного анализа. Разработаны и зарегистрированы в Ростехрегулировании Технические условия и каталожный лист реагента «Энзимолюм» (ТУ № 2639-001-93879568-2009 «Реагент «Энзимолюм», зарегистрированы 25.12.2009 за № 003534). Начаты процессы коммерциализации научных результатов, полученных в ходе выполнения проекта.
В рамках проекта получен 1 патент и принято положительное решение о выдаче 3-х патентов. Технология производства и использования реагента «Энзимолюм» оформлены в виде заявок на патенты РФ: № 2009110636 «Биолюминесцентный биомодуль и способ его приготовления» и № 2009113656 «Экспресс-способ биотестирования токсичности природных, сточных вод и водных растворов». «Методика измерений интенсивности биолюминесценции с использованием реагента «Энзимолюм» для определения токсичности проб питьевых, природных, сточных и очищенных сточных вод» аттестована в Федеральном государственном унитарном предприятии «Уральский научно-исследовательский институт метрологии» (Свидетельство об аттестации № 224.0137/01.00258/2010). Получен патент РФ № 2376380 «Биолюминесцентный способ определения  антиоксидантной активности гуминовых веществ», принято положительное решение о выдаче патента: «Флуоресцентный способ определения концентрации кальция».

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; внедряются в учебный процесс разработанные участниками проекта Учебно-методические комплексы по дисциплинам: «Фотобиофизика», «История и методология биологии и биофизики», «Информационные технологии в научных исследованиях»; 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. Особое внимание уделяется развитию Биофизического практикума на основе современного оборудования, имеющегося в СФУ. 
В рамках проекта активно развивается международное сотрудничество, как в науке, так и в образовании. В качестве консультантов к осуществлению исследований привлечены сотрудники зарубежных и российских университетов: Университета Болоньи (Италия), Университета Флориды (США), Центра геномных регуляций Университета Помпеи Фабра (Испания) и других. Совместно с Университетом Флориды (США) и Университетом Шанхайской организации сотрудничества разработаны концепции и проекты совместных магистерских программ «Биологическая инженерия для устойчивого развития» (США) и «Устойчивое развитие и экологическая безопасность». Подготовлены проекты Соглашения о сотрудничестве с Университетом Флориды (США), Университетом Болоньи (Италия), Центром геномных регуляций Университета Помпеи Фабра (Испания), компанией «НовоСИБ» (Лион, Франция). 
Заключены договора о сотрудничестве и проведении практик со следующими российскими организациями: Институт биохимии и физиологии микроорганизмов им. Г.К. Скрябина РАН, Институтом биофизики СО РАН, НИИ биологии Иркутского госуниверситета, Факультетом естественных наук Новосибирского госуниверситета, с ООО «Международный научно-производственный центр «ЭкоКонтинент».
Проведен сравнительный анализ программы и учебных планов магистерских программ  и методов обучения кафедры биофизики Института фундаментальной биологии и биотехнологии СФУ и Департамента сельского хозяйства и биологической инженерии Университета Флориды (США). Разработана концепция совместной магистерской программы кафедры биофизики СФУ и Департамента сельского хозяйства и биологической инженерии Университета Флориды (США). Разработаны учебные планы совместной магистерской программы кафедры биофизики Института фундаментальной биологии и биотехнологии и Департамента сельского хозяйства и биологической инженерии Университета Флориды (США). В программу Темпус подготовлен проект создания совместной магистерской программы по направлению «Радиоэкология». Методические разработки и практические рекомендации, полученные при выполнении Проекта, будут использованы в деятельности по продвижению образовательных технологий, созданию совместных международных магистратур и научных достижений по разработке инновационных технологий для устойчивого развития и их продвижению международные рынки образовательных услуг СФУ.
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ВВЕДЕНИЕ

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 проекте представлены исследования по направлению «Моделирование процессов функционирования сопряженных ферментативных систем в клетке на примере ферментов светящихся бактерий», в рамках которого планируется организация и развитие совместных научных и научно-образовательных программ и проектов с зарубежными партнерами:  Университет Флориды (США), Университет Болоньи (Италия), страны Шанхайской организации сотрудничества и др.
В последние годы получено много новых данных о молекулярной организации клетки. Клетку уже больше не рассматривают просто как вместилище равномерно распределенных ферментов и субстратов, так как установлено, что ее составные части и происходящие в ней процессы организованы совершенно определенным образом. Например, метаболические пути функционируют более эффективно, если субстраты для ферментативных реакций оказываются в соответствующем месте в нужное время. Исследование высокоочищенных ферментов в разбавленных растворах, где кинетика реакции соответствует уравнению Михаэлиса-Ментен, много дало для понимания их поведения в этих условиях. Однако большинство внутриклеточных ферментов никогда не функционирует в условиях, отвечающих уравнению Михаэлиса-Ментен, и обычно находится не в разбавленном растворе, а в сложной неоднородной среде (Тривен, 1983). Кроме того, в последние годы получено немало доказательств того, что многие ферменты в клетках работают в виде структурно и кинетически единых комплексов. В них проходит цепь последовательных процессов, когда продукт первого фермента является субстратом для второго фермента и т.д. (Березов, Коровкин, 1998). С этой точки зрения гораздо важнее исследовать функционирование не отдельно взятого фермента, а цепей сопряженных ферментативных реакций. Прямые исследования этих комплексов в клетке произвести трудно. Поэтому весьма актуальной для понимания процессов, происходящих в клетке, является создание моделей структурно и кинетически единых ферментативных комплексов, находящихся в соответствующем микроокружении.

Цель проекта – разработка и исследование экспериментальной модели для изучения функционирования цепей сопряжения ферментов внутри клетки на примере люминесцентной системы светящихся бактерий. В качестве физических моделей рассматриваются структуры, в которых сопряженная система НАДН:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза иммобилизуется в полимерные гели различной природы,  либо помещается в условия повышенной вязкости, созданные ратворами сахарозы или глицерина.

Основная цель плана НИР второго этапа (2010 г.) работы над проектом состояла в разработке математической модели функционирования бактериальной биолюминесцентной системы in vivo на основе полученных в проекте экспериментальных данных. 
Другой целью настоящего проекта являлось вовлечение молодежи в научную деятельность и построение образовательного процесса на основе новых научных результатов. Реализация этой цели осуществлялась на кафедры биофизики Института фундаментальной биологии и биотехнологии СФУ (ИФБиБТ СФУ), возглавляемой руководителем настоящего проекта - проф., д.б.н. Кратасюк В.А.

Основная часть

Раздел 1 Разработка экспериментальных моделей функционирования биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза в вязком микроокружении 

1.1 Выбор микроокружения для построения экспериментальной модели функционирования люциферазы в клетке 

1.1.1 Экспериментальное изучение кинетических параметров работы ферментов в вязких растворах сахарозы и глицерина при изменении рН и температуры

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, которые повышают вязкость реакционной среды, - глицерин и сахароза. 

Важный физико-химический параметр, который очень сильно влияет на активность биферментной биолюминесцентной системы — это рН. Влияние рН на интенсивность свечения биферментной биолюминесцентной системы изучено в условиях различной вязкости. Для измерения интенсивности биолюминесценции в зависимости от кислотности среды использовали различные значения  рН: 5,8; 6,4; 6,9; 7,3; 7,8 и концентрации органических растворителей: сахарозы: 0,06 М; 0,51 М; 1,01 М; 2,03 М; 4,06 М и глицерина: 0,91 М; 1,09 М; 2,72 М; 5,43 М; 8,15 М. За контроль принимали значения кинетических параметр, полученных при значении рН = 6,9. 
Показано, что органические растворители, которые повышают вязкость реакционной среды, - глицерин и сахароза ингибируют интенсивность свечения биолюминесценции при всех исследуемых значениях рН в разной степени. 

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 при рН=6.9 (контроль): для глицерина С50 = 6,65 М; для сахарозы С50=1,993 М (рис.1.1.1). Следовательно, более сильным ингибитором биферментной биолюминесцентной реакции по сравнению с глицерином является органический растворитель – сахароза.
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1 – глицерин, 2 – сахароза

Рисунок 1.1.1 - Зависимость интенсивности свечения биолюминесценции (% ) от концентрации глицерина и сахарозы при рН=6.9.

Интенсивность свечения бактериальной биолюминесцентной реакции уменьшается с увеличением концентрации сахарозы при всех исследованных значениях рН. Изменение рН реакционной среды приводит к уменьшению интенсивности свечения по отношению к контролю при всех исследованных концентрациях, как сахарозы, так и глицерина. Наибольший инактивирующий эффект в присутствии сахарозы имеет рН реакционной среды 5,8 , тогда как  в присутствии глицерина - рН равняется 7,84.

Анализ параметра С50, характеризующий инактивирующее действие органических растворителей на биферментную биолюминесцентную бактериальную систему (табл. 1.1.1.), в реакционных средах с различным значением рН показал, что более сильным ингибитором биферментной биолюминесцентной реакции является органический растворитель - сахароза, по сравнению с глицерином.

Исследование влияния вязкости реакционной среды, моделируемой введением различных концентраций сахарозы, на рН–оптимум биферментной бактериальной системы показало, что рН – оптимум реакционной среды для бактериальной биферментной биолюминесцентной реакции в фосфатном буфере, равный 6,9, не изменяется при варьировании вязкости реакционной среды путем введения сахарозы до 1,01 М ее содержания в реакционной среде.

Таблица 1.1.1 

Параметр С50, характеризующий инактивирующее действие органических растворителей на биферментную биолюминесцентную бактериальную систему

	                         С50, М
рН 
	Сахароза
	Глицерин

	5,8
	0,30
	7,29 

	6,4 
	1,93 
	6,53 

	6,9 
	2,70 
	8,10 

	7,3 
	1,53 
	7,57

	7,8 
	1,21 
	7,80 


Интенсивность свечения биферментной биолюминесцентной реакции уменьшается с увеличением концентрации сахарозы как щелочной, так и в кислой среде: в щелочной среде интенсивность свечения уменьшается с увеличением концентрации сахарозы на 24,2%; 38,1%; 67% и 83,3%  для 1,01 М; 2,03 М и 4,06 М сахароза, соответственно,  или не меняется (0,51 М); в кислой среде при рН = 5,8 значение интенсивности свечения биферментной биолюминесцентной системы уменьшается в среднем на 75 % для 0,51 М; 1,01 М; 2,03 М и 4,06 М концентраций сахарозы (рис. 1.1.2). В реакционной среде, содержащей 4,06 М сахарозы, рН–оптимума не было зарегистрировано.

Далее бала исследована зависимость интенсивности свечения биферментной биолюминесцентной системы от рН в условиях различной вязкости при использовании глицерина. Показано, что рН–оптимум реакционной среды для бактериальной биферментной биолюминесцентной реакции не изменяется при варьировании вязкости реакционной среды путем введении глицерина за исключением концентрации глицерина равной 8,15 М (рис. 1.1.3). В щелочной среде интенсивность свечения с увеличением концентрации глицерина 0,91 М; 1,09 М;  2,72 М; 5,44 М; 8,15 М уменьшается на 13,6%; 15,1 %; 22,9 %; 26,9 % и 56,3% , соответственно. В кислой среде значение интенсивности свечения биферментной биолюминесцентной системы с увеличением концентрации глицерина или увеличивается (0,91 М глицерина),  или уменьшается на 29,2%; 44,8 %; 51,2 % и 62,3 % для 1,09 М;  2,72 М; 5,44 М; 8,15 М концентрации глицерина, соответственно.
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Рисунок 1.1.2 - Зависимость интенсивности свечения биферментной биолюминесцентной системы от рН в условиях различной вязкости.
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1-0,91 М; 2- контроль; 3- 1,09 М; 4- 2,72 М; 5- 5,44 М; 6-8,15 М глицерина

Рисунок 1.1.3 - Зависимость интенсивности свечения биферментной биолюминесцентной системы от рН в условиях различной вязкости.

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. 1.1.4). 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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1 – сахароза, 2 – глицерин

Рисунок 1.1.4 - Зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при контроле (значении рН = 6,9) от концентрации сахарозы иглицерина.

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.

Зависимости константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при разном значении рН (6,9; 5,8; 6,4: 7,3; 7,8) от концентрации сахарозы представлены на рисунке 1.1.5. 

Показано, что скорость распада долгоживущего интермедиата при всех исследованных значениях рН уменьшается на 10-15% с увеличением концентрации органического растворителя – сахарозы (рис.1.1.6), причем при рН в контроле наблюдаются минимальные значения константы спада биолюминесценции, то есть при рН 7,3 наблюдается максимальная стабилизация фермент-субстратного комплекса. При рН 6,4 наблюдаются максимальные значения константы спада биолюминесценции. Из рисунка 1.1.6 видно, что максимальное значение константы спада светоизлучения биферментной биолюминесцентной системы при всех используемых концентрациях глицерина наблюдается в контроле (значении рН 6,9). Константа спада биолюминесценции при рН реакционной системы равной 5,8; 6,4 и 7,3; 7,8 практически совпадает при всех используемых концентрациях глицерина. 
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1- 6,4; 2-5,8: 3- 7,84; 4- 7,3; 5- 6,9 (контроль)

Рисунок 1.1.5 - Зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы от концентрации сахарозы при разных значениях рН.

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.
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1- контроль; 2- 7,84: 3- 5,8; 4- 7,33; 5-6,39

Рисунок 1.1.6 - Зависимость константы спада биферментной биолюминесцентной системы при разном значении рН от концентрации глицерина.

Исследование влияния рН на квантовый выход биферментной биолюминесцентной системы в условиях различной вязкости квантовый выход с увеличением концентрации сахарозы уменьшается при всех значениях рН. 

При значении рН реакционной среды для функционирования биферментной биолюминесцентной системы, равной 6,9, с увеличением концентрации сахарозы квантовый выход светоизлучения уменьшается незначительно (рис. 1.1.7), тогда как при рН 5,8  в реакционной среде квантовый выход биолюминесценции с увеличением концентрации сахарозы уменьшается на 60 % по сравнению с рН 5,8 в реакционной смеси без органического растворителя. Число квантов Q, испущенных в ходе реакции, при контроле выше приблизительно на 35 %, чем при рН 5,8.

При рН 6,4 значение Q биферментной биолюминесцентной системы ниже, чем в контроле. При значении рН равном 6,4 с увеличением концентрации сахарозы до 2,03 М (рис.1.1.7, кривая 2) квантовый выход биолюминесценции увеличивается приблизительно на 40% по сравнению с реакционной системой при рН 6,4 без сахарозы. При 4,06 М сахарозы квантовый выход уменьшается по сравнению с реакционной системой при рН 6,4 без сахарозы незначительно. Число испущенных квантов при рН 6,9 выше, чем при рН 6,4. 
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1- 6,4; 2- 5,8; 3- контроль; 4-7,8; 5-7,3

Рисунок 1.1.7 - Зависимость квантового выхода биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при разном значении от концентрации сахарозы при различных рН.

Значения Q биферментной биолюминесцентной системы в контроле и при рН 7,3 при малых концентрациях сахарозы от 0 М до 0,06 М совпадает, при дальнейшем повышении концентрации сахарозы квантовый выход биолюминесценции при рН 7,3 уменьшается значительно: при 4,00 М сахарозе квантовый выход составляет 15 % от контроля. Значения Q биферментной биолюминесцентной системы при рН 7,8 меньше, чем в контроле. При повышении концентрации сахарозы квантовый выход биолюминесценции при рН 7,8 уменьшается значительно по сравнению с контролем, приблизительно на 65 %. Таким образом, число испущенных квантов в ходе реакции в контроле выше, чем при рН  7,8.

Таким образом, квантовый выход биферментной биолюминесцентной реакции с увеличением концентрации сахарозы уменьшается при всех значениях рН. Изменение рН (как увеличение, так и уменьшение по отношению к контролю) приводит к уменьшению испускания квантов.

Квантовый выход биферментной биолюминесцентной системы при введении  глицерина не изменяется в кислой среде и увеличивается в щелочной незначительно, по отношению к контролю (рис. 1.1.8).
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1-6,9 (контроль); 2-6,4: 3-5,8; 4-7,3; 5-7,8
Рисунок 1.1.8 - Зависимость квантового выхода биолюминесценции 

биферментной биолюминесцентной системы от концентрации глицерина при разных значениях рН.

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

Таким образом, при изучении кинетических параметров биферментной биолюминесценой реакции при изменении вязкости и рН реакционной среды показано, что увеличение вязкости реакционной среды для биолюминесцентной биферментной бактериальной реакции приводит к уменьшению максимального значения интенсивности свечения и константы спада при различных значениях рН. Значения рН–оптимума изменяется при введении в реакционную смесь только высоких концентраций глицерина и сахарозы. Интенсивность свечения линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды, как в глицерине, так и в сахарозе, и практически не зависит от природы используемого растворителя при нейтральном значении рН. Увеличение вязкости реакционной среды биферментной биолюминесцентной реакции путем введения глицерина приводит к увеличению испускания числа квантов, тогда как введение сахарозы существенно не изменяет квантовый выход. Сахароза является более сильным инактиватором биферментной биолюминесцентной системы по сравнению с глицерином.

Для подбора условий (рН, вязкость и другие физико-химические характеристики микроокружения ферментов биолюминесценой системы), при которых не происходит инактивации и термоинактивации биферментной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин и сохраняется высокая субстратная специфичность ферментов, что наилучшим образом отвечает условиям работы ферментов in vivo, были проведены эксперименты по изучению кинетических параметров бактериальной биолюминесцентной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин при разных температурах.

Исследование влияния вязкости среды на интенсивность свечения биферментной системы показало, что введение увеличивающихся концентраций сахарозы и глицерина в реакционную среду в конечном итоге приводит к уменьшению интенсивности свечения: при различных температурах реакционных смесей наблюдалась инактивация  интенсивности свечения. 

Показано, что температурный оптимум  бактериальной биферментной системы не изменяется и находится в пределах 25°C - 26 °C при всех используемых концентрациях глицерина. Сама же интенсивность светоизлучения уменьшается с увеличением концентрации глицерина. Нормирование графиков зависимостей интенсивности свечения от концентрации глицерина позволяет оценить смещение температурного оптимума, а также изменение стабильности бактериальной биолюминесцентой биферментной системы при разных температурах в условиях различной вязкости. При всех используемых концентрациях глицерина нормированные зависимости интенсивности свечения от температуры совпадают, то есть увеличение вязкости реакционной среды при введении глицерина не приводит к изменению температурного профиля реакции, а значит и к заметным эффектам стабилизации или дестабилизации.

Зависимости интенсивности свечения от температуры практически совпадают, что свидетельствует о стабилизирующем эффекте сахарозы на биферментную систему в этом диапазоне температур: концентрация сахарозы растет, а активность остается на уровне контроля. 

При проведении реакции при 170С увеличивающаяся вязкость среды, достигаемая путем введения сахарозы в реакционную смесь, оказывает существенное влияние на термостабильность биферментной системы. Термостабильность в этих условиях уменьшается с увеличением вязкости среды. При 170С температурный оптимум смещается в сторону более высоких  температур на два градуса при 50%-ном содержании сахарозы в реакционной среде.

Интенсивность свечения биолюминесцентной реакции в присутствии сахарозы ингибируется в меньшей степени, чем при глицерине. Это также совпадает с результатами, полученными при изучении кинетики биферментной биолюминесцентной системы в присутствии этих эффекторов,  которые также показали, что уменьшение максимальной скорости реакции на 50% происходит в более низких концентрациях сахарозы по сравнению с глицерином.  
Далее были изучены зависимости константы спада биолюминесценции от температуры при различном содержании сахарозы и глицерина в реакционной среде. 

Показано, что константа спада биолюминесцентной реакции kcn имеет рН-оптимум, который в буферном растворе равен 25 °С.  Температурный оптимум смещается в сторону больших температур на 2-30С при 50% содержании как сахарозы, так глицерина в реакционной среде. Показано, что kcn максимальна в буферном растворе во всем исследуемом диапазоне температур, и уменьшается с увеличением содержания органического растворителя в реакционной среде.

Экспериментальные результаты показали, что возрастающие концентрации сахарозы и глицерина понижают константу спада во всем диапазоне исследуемых температур, причем возрастающие концентрации сахарозы в реакционной среде стабилизируют долгоживущий интермедиат реакции в большей степени по сравнению с глицерином. Следует заметить, что степень стабилизации долгоживущего интермедиата зависит от температуры реакционной среды. В большей степени увеличивающиеся концентрации как глицерина, так и сахарозы стабилизируют долгоживущей интермедиат при температурах, близких к температурному оптимуму: в этом случае значения константы спада минимальны при максимальном содержании сахарозы или глицерина. При, например, 420С уменьшение константы спада в 50 % глицерине происходит в меньшей степени. Особенно это хорошо видно из зависимостей константы спада биферментной биолюминесцентной системы от концентраций органических растворителей при различных температурах для глицерина и сахарозы. Кроме того, из этих зависимостей следует, что при увеличении концентрации глицерина для любой из исследуемых фиксированных температур наблюдается существенная (почти на порядок) стабилизация долгоживущего интермедиата. В присутствии сахарозы наблюдается аналогичный эффект, но степень стабилизации в 2 раза  меньше.
Квантовый выход биферментной биолюминесцентной реакции зависит от изменения константы спада светоизлучения, и в меньшей степени определяется начальной скоростью реакции. 

Увеличивающиеся концентрации, как глицерина, так и сахарозы уменьшают квантовый выход реакции, причем в глицерине это уменьшение наблюдается в большей степени, чем в сахарозе. 50 % содержание сахарозы в реакционной среде способствует большему количеству излучения квантов, чем такая же концентрация глицерина (рис. 1.1.9 и 1.1.10). Зависимость для квантового выхода биферментных  биолюминесцентных систем от температуры также характеризуется температурным оптимумом, который не изменяется при увеличении концентрации как глицерина, так и сахарозы.
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Рисунок 1.1.9 - Зависимость квантового выхода биферментной 

биолюминесцентной системы от температуры при различных концентрациях глицерина.
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Рисунок 1.1.10 - Зависимость квантового выхода биферментной биолюминесцентной системы от температуры при различных концентрациях сахарозы.
При сравнении абсолютных значений кинетических параметров биолюминесцентной биферментной реакции в вязких средах при увеличении температуры по отношению к оптимуму, можно сделать вывод, что  при более высоких исследуемых температурах в диапазоне от 36,6 до 42 °C глицерин является более сильным ингибитором, чем сахароза. Температурный оптимум для биферментной биолюминесцентной системы равен 25°C  и не зависит от вязкости среды в исследованных пределах.
Таким образом, в ходе экспериментального изучения кинетических параметров работы ферментов в вязких растворах сахарозы и глицерина и в буферном растворе с низкой вязкостью при изменении рН и температуры были получены следующие основные результаты:

1). Подобраны условия (рН, вязкость и другие физико-химические характеристики микроокружения ферментов биолюминесценой системы), при которых не происходит инактивации и термоинактивации биферментной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин и сохраняется высокая субстратная специфичность ферментов, что наилучшим образом отвечает условиям работы ферментов in vivo. 

2). Получены результаты, которые  позволят варьировать условиями реакционной среды (рН, вязкости и температуры) для увеличения интенсивности свечения и квантового выхода биолюминесцентной реакции, приводящие в конечном итоге к увеличению чувствительности биолюминесцентного анализа. В частности, исследование влияния вязкости и рН реакционной среды на биферментную биолюминесцентную бактериальную систему НАДH:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза показало, что увеличение вязкости реакционной среды для биолюминесцентной биферментной бактериальной реакции приводит к уменьшению максимального значения интенсивности свечения и константы спада при различных значениях рН, а значения рН–оптимума изменяются  только в присутствии в реакционной среде высоких концентраций глицерина и сахарозы. Интенсивность свечения биолюминесценции линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды, как в глицерине, так и в сахарозе, и практически не зависит от природы используемого растворителя при нейтральном значении рН. Увеличение вязкости реакционной среды биферментной биолюминесцентной реакции путем введения глицерина приводит к увеличению испускания числа квантов, тогда как введение сахарозы существенно не изменяет квантовый выход биолюминесценции. Показано, что сахароза является более сильным инактиватором биферментной биолюминесцентной системы по сравнению с глицерином в условиях температурного оптимума.

3). Была получена зависимость между термостабильностью биферментной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин и физико-химическими характеристиками микроокружения ферментов. Показано, что ЭМсахароза обладает большей термостабильностью по сравнению с моделью ЭМглицерин.

4). Предложены объемные пропорции компонентов реакционной среды, влияющих  на активный центр люциферазы и характер связи субстратов с ферментом. В частности, в экспериментальной модели ЭМглицерин стабилизация возбужденного интермедиата происходит в большей степени при увеличении вязкости реакционной среды, чем в модели ЭМсахароза в широком диапазоне исследуемых температур (17-420С).

1.1.2 Анализ кинетических параметров работы ферментов в растворах разной вязкости и сравнение с аналогичными показателями в клетках

Современным  и  перспективным  методом  оценки стабильности (устойчивости) биологической активности биопрепаратов различной природы при их длительном хранении является ускоренный изотермический тест на термостабильность при повышенных температурах, который позволяет количественно оценивать их стабильность и прогнозировать сроки хранения в зависимости от температуры. 

Нами предпринята попытка  использования  этого  метода  для прогноза  сроков  хранения люциферазы в водно-органических смесях. Предлагаемый метод  предполагает  проведение  люциферазной реакции при повышенных температурах. Простейшая модель термоинактивации предполагает, что молекулы активного центра фермента (Еа) претерпевают  необратимые структурные и химические изменения, приводящие к неактивной форме (Еi):

Еа → Еi                                  (1)

    
Скорость приведенного выше процесса можно представить в виде дифференциального уравнения первого порядка:

dEa
--- = - k Ea                           
dt
или          ln(Ea(t)) = ln(Ea(0)) - kt,    (2)

где k - константа скорости инактивации,c, t - время, мин.

    
Константа скорости инактивации и энергия активации  связанным уравнением Аррениуса:

k = ko·exp(E/RT),                             (3)

где R = 1,987 кал/(град·моль). 

Если известны константы скорости инактивации для двух разных  температур,  которые  получают  из анализа  изменения  активности фермента в  определенного течение  времени, то можно получить значения k для любой  температуры  на  основании  этого уравнения.

Полученные  нами  зависимости активности буферного раствора люциферазы при различных температурах от времени носят линейный характер и описываются   уравнением   вида   y=a+kx, где k=tga=ln(Ea(t))/t и а - угол наклона прямой.

Статистические  данные  температурной денатурации  люциферазы в буферном растворе приведены в таблице  1.1.2. Из них  можно заключить, что, как и было показано ранее, при разных температурах инактивация люциферазы происходит по экспоненциальному закону и полностью описывается константой скорости мономолекулярной реакции превращения фермента в неактивную форму.  Возрастание температуры инкубации приводит к увеличению константы инактивации фермента.

Для исследования влияния вязкости на термостабильность люциферазы были выбраны два растворителя с высокими пороговыми концентрациями: диметилсульфоксид (ДМСО), который слабо меняет вязкость реакционной среды, и глицерин. Экспериментальные данные получены  для  смесей с содержанием органического компонента меньше порогового значения. Такой выбор концентраций органических растворителей основан на предположении, что белок необратимо теряет свою нативную форму при достижении пороговой концентрации.

Зависимости ln I от времени инкубации в  буферно-глицериновых  растворах  люциферазы  для  400 С  и 420 С достоверно отличаются  от  контроля.  Зависимости lnI(t)  носят  линейный  характер и описываются уравнением вида y=a+bх. Графики, описывающие  зависимости для  буферно-глицеринового  раствора  люциферазы при выбранных нами температурах, проходят значительно выше соответствующих контролей. Значит, глицерин оказывает стабилизирующее действие на термоинактивацию люциферазы.

Статистические  данные ингибирующего действия температуры  и  органических   растворителей (12,5%ГЛ и 5%ДМСО) на люциферазу представлены в табл. 1.1.3.

 Табл. 1.1.2.

Статистические данные термоинактивации люциферазы в буферном растворе

	температура, 0 С
	32
	36
	40
	42

	а
	4.23
	4.05
	4.49
	4.66

	-k
	0.008
	0.013
	0.097
	0.22



	r
	0.59
	0.69
	0.98
	0.99


где  r - коэффициет корреляции, а=ln (Еа(0)).

В экспериментах по изучению влияния 5% DMSO, добавляемого в буферный раствор фермента, на термостабильность люциферазы ферментативную реакцию проводили при 400 С и 420 С. Буферный и  водно-органический растворы фермента во время проведения измерений находились  при  этих  же температурах. Полученные в результате опыта зависимости ln I от времени для DMSO аналогично  контролю носят линейный характер. С увеличением времени инкубации происходит уменьшение ферментативной активности; и чем выше температура  инкубации, тем быстрее происходит термоинактивация. Легко сделать вывод об ингибирующем  действии  DMSO  на люциферазу, сравнив термоинактивацию контроля при 400 С и 420 С и термоинактивацию фермента в присутствии 5% DMSO в реакционной смеси при этих же температурах:  значения  ln  I  в присутствии DMSO с течением времени убывают быстрее, чем значения ln I для контроля при одной и той же температуре.

Ингибирующее  действие DMSO на активность люциферазы наблюдается при проведении ферментативной реакции при 360 С ,  где  в качестве   водно-органического  компанента  использовали  12.5% DMSO. В результате эксперимента получены достоверно отличающиеся значения ln I при контроле от значений ln I для  водно-органических растворов фермента. Аналогичные результаты получены и для 2.5%,7.5%,12.5%  ДМСО при 400 С.

Табл.1.1.3. 

Статистические данные совместного ингибирования люциферазы органическими растворителями и температурой

	температура, С

	параметры уравнения
	40
	40
	42
	42
	40
	40
	42
	42
	36
	36

	
	ГЛ
	к
	к
	ГЛ
	ДМСО
	к
	к
	ДМСО
	к
	ДМСО

	а
	4.7   
	4.8  
	4.6  
	4.6    
	4.8  
	4.3  
	4.7   
	4.9   
	4.5  
	4.5

	  -к     
	0.042  
	0.09
	0.2  
	0.2    
	0.5   
	0.3
	0.1   
	0.2  
	0.03
	0.1

	  -r      
	0.96  
	0.95
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0.9   
	1


Из приведенных данных видно, что термоинактивация люциферазы в водно-органических смесях происходит аналогично термоинактивации  контроля. Глицерин стабилизирует люциферазу против повышенных температур, а ДМСО, в комплексе с температурой,  инактивирует  люциферазу,  поэтому  ускоренный  изотермический тест имеет смысл применить для водно-глицериновых смесей.

Из табл. 1.1.3. возьмем значения k для контроля и 12.5% глицерина  при  400 и 420 С. Графики зависимостей lnk(1/T), где Т - температура, выраженная в  Кельвинах  (К)  y=a+kx, причем прямая для глицерина проходит  выше  прямой для контроля. Из полученного графика можно определить время сохранения  активности  люциферазы  в 12.5% глицерине по сравнению с  0,02 М фосфатным буфером при разных температурах.

Пусть Т=400 С. Из полученного нами графика  найдем  значения kк=0,086    мин   и   kgl=0,042 мин.   В   уравнении   у=kt+а, а=lnIo=ln100=4,61, а у=lnIt=lnO=1. Зная k для контроля и глицерина легко найти время хранения t=3,6/k: tк=41,9 мин,  tgl=85,8 мин. Найдем коэффициент стабилизации q=kк/kgl=0,5.   

Итак,  глицерин  защищает  люциферазу против термоинактивации при повышенных температурах и, согласно ускоренному изотермическому методу, должен стабилизировать фермент при  хранении.  ДМСО  не защищает люциферазу от действия высоких температур.

Таким образом, в результате проведенных исследований были измерены параметры термоинактивации ферментов в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин. Предложен способ описания кинетики процесса и механизмов термической инактивации ферментов в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин для различных водно-органических сред на основе корреляционного анализа между энергией активации при различных температурах и  физико-химическими характеристиками органических растворителей (logP, диэлектрическая проницаемость, вязкость и др.). Полученные результаты необходимы для  оценки соответствия  характеристик изучаемых экспериментальных моделей условиям функционирования ферментов в клетке. 

1.1.3 Подбор условий иммобилизации биферментной системы НАДН:ФМН-

оксидоредуктаза-люцифераза в гели различной природы 

Была изучена эффективность работы люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы в гелевом окружении, имеющем различную химическую природу. Оптимизация микроокружения достигается за счет подбора соответствующей гелеобразующей системы в качестве носителей для иммобилизации. Предварительные исследования показали перспективность использования гелей для создания оптимального микроокружения ферментов и сохранения высокой каталитической активности. 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.

Рассматривались два варианта стабилизации ферментов на основе иммобилизации: в первом случае были иммобилизованы только НАДН:ФМН-оксидоредуктаза и люцифераза, во втором, проводили совместную иммобилизацию ферментов вместе с субстратами и кофакторами – алифатическим альдегидом (C14), ФМН и НАДН. 

Показано, что выход активности при иммобилизации ферментов в гели зависит от природы используемого полимерного геля (рис. 1.1.11). В ходе эксперимента были исследованы характеристики биферментной системы, иммобилизованной в гели, приготовленные из  картофельного, рисового и кукурузного крахмалов различных концентраций. Из рисунка 1.1.11 видно, что интенсивность свечения биферментной системы, иммобилизованной в «картофельный» гель, уменьшается с увеличением процентного содержания крахмала в геле. Для «рисового» геля разницы по интенсивности свечения между 4% и 5% гелем не наблюдали. В случае «кукурузного» геля достоверных различий по интенсивности свечения препаратов ферментов иммобилизованных в гели разной концентрации не получили. 
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Рисунок 1.1.11 - Зависимость интенсивности свечения иммобилизованной биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от концентрации крахмала.

Максимальная активность наблюдалась у биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза–люцифераза, иммобилизованной в «картофельный» гель. Наиболее удобным в работе оказался 3,5% «картофельный» крахмальный гель. В этом случае иммобилизованные ферменты обладали высокой активностью (Imax=850mV), 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 вязкости 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. 

Поэтому для проведения дальнейших исследований был выбран 3,5% «крахмальный» гель.  При использовании данной концентрации картофельного крахмала в гелевом растворе,  достигается высокий выход активности иммобилизованных препаратов и  диски обладают достаточной прочностью.

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.

Далее исследовали способ стабилизации биферментной системы путем совместной иммобилизации ферментов и их субстратов. На рисунке 1.1.12 представлены зависимости интенсивности свечения биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза при добавлении одного из субстратов биферментной реакции в иммобилизованном виде, в то время как остальные компоненты добавляли в реакционную смесь в виде растворов.  Максимальная активность биферментной системы наблюдалась при добавлении в реакционную смесь 13мкг ФМН; 137нг тетрадеканаля; 140 мкг НАДН для получения иммобилизованного реагента. При использовании меньших количеств субстратов активность иммобилизованных препаратов мала из-за недостатка субстратов, а при использовании больших количеств  активность препаратов уменьшалась из-за ингибирования активности ферментов избытком субстратов. 

На рисунке 1.1.13. представлены результаты исследования эффективности работы биферментной системы при совместной иммобилизации ферментов и их субстратов.  Наибольшей активностью обладали реагенты, содержащие (R+L)+C14  и (R+L)+НАДН+С14, иммобилизованные в 3% и 3,5% крахмальный гель, в этих случаях выход активности ферментов составил 100%  (Рис. 1.1.13).  Многокомпонентные реагенты включающие: (R+L)+ФМН; (R+L)+НАДН; (R+L)+ФМН+C14  и (R+L)+ФМН+НАДН обладали низким выходом активности (от 1% до 5%). Максимальная активность иммобилизованного реагента, включающего все компоненты биферментной системы, составила 10%. Таким образом, наиболее стабильной является биферментная система, иммобилизованная совместно с альдегидом и НАДН.

                            [image: image11.wmf]0

20

40

60

80

1,3

6,4

13

26

количество FMN, мкг

Iмакс, мВ


[image: image12.wmf]0

10

20

30

40

137

274

548

количество тетрадеканаля, 

нг

Iмакс, мВ

                  [image: image13.wmf]0

20

40

60

80

100

120

1,4

14

140

количество NADH, мкг

Iмакс, мВ


Рисунок 1.1.12 - Зависимость интенсивности свечения биферментной системы от  количества субстратов в иммобилизованных дисках («крахмальный» гель).
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Рисунок 1.1.13 - Выход активности биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза, иммобилизованной совместно с субстратами в крахмальный гель.

Были выбраны  условия, обеспечивающие максимальную эффективность работы ферментов биферментной системы  при использовании желатина в качестве носителя для иммобилизации. Максимальный выход активности биферментной системы, иммобилизованной в желатиновый гель, составил менее 20% как для  реагента (R+L), так и для (R+L)+НАДН+С14 (рис. 1.1.14.) и достигнут при использовании 5% концентрации желатина.
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Рисунок 1.1.14 - Выход активности иммобилизованной биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза.

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 не менее одного года, при иммобилизации в желатиновый гель – один месяц. В то же время, интенсивность свечения раствора биферментной системы уменьшается до нуля в течение трех суток.
1.1.4 Анализ влияния состава вязких сред на компоненты биолюминесцентной реакции методами флуоресцентной спектроскопии 

С целью моделирования работы биолюминесцентной биферментной системы в бактериальной клетке ранее было исследовано влияние на интенсивность биолюминесценции четырех вязких сред, содержащих глицерин, сахарозу, желатин и крахмал. Механизмы воздействия вязких сред различаются: от стимулирования свечения растворами желатина до ингибирования растворами глицерина или сахарозы. Однако вопрос о том, насколько тушение биолюминесценции связано непосредственно с вязкостью раствора остается открытым. Альтернативой ингибированию «по Крамерсу», характерному для ферментов, претерпевающих в ходе катализа существенные конформационные изменения (Uribe and Sampedro, 2003) является специфическое взаимодействие компонентов вязких сред с участниками биолюминесцентной реакции, что приводит к снижению их активности. Для обнаружения специфических взаимодействий со средой и конформационных изменений ферментов удобно использовать методы флуоресцентной спектроскопии, поскольку межмолекулярные взаимодействия отражаются на структуре электронно-возбужденных состояний молекул.

Важнейшими компонентами биолюминесцентной реакции бактерий являются ферменты люцифераза и НАДН:ФМН-оксидоредуктаза и субстрат ФМН.

Бактериальная люцифераза представляет собой ((-гетеродимер с молекулярной массой около 80 кДа, не содержащий металлов или кофакторов (Pocker and Janjic, 1990). Поэтому люминесцентные свойства данного фермента обусловлены содержащимися в его составе триптофановыми аминокислотными остатками. Согласно литературным данным бактериальные люциферазы  содержат в своей аминокислотной последовательности  7-8 остатков триптофана. Спектр флуоресценции бактериальной люциферазы имеет максимум при 330 нм (Mejri et al., 1998).

НАДН:ФМН-оксидоредуктаза представляет собой белок с молекулярной массой приблизительно 26 кДа. Молекула этого фермента содержит один триптофановый остаток в положении 212, находящийся близко к поверхности глобулы, и восемь тирозиновых остатков (Джеймс, 1980).

Флавины обнаруживают интенсивную  желто-зеленую флуоресценцию с максимумом при 520-530 нм (Kramers, 1940). Квантовый выход флуоресценции флавинов не зависит от длины волны возбуждения (в диапазоне 260-500 нм), что свидетельствует об очень высокой скорости внутренней конверсии и, как следствие, малых потерях энергии из-за излучения с высших состояний и интеркомбинационной конверсии. В растворителях, менее полярных, чем вода, максимум спектра испускания флавинов обычно сдвигается в коротковолновую область и частично разрешается структура колебательных подуровней. Уменьшение полярности растворителя приводит также к увеличению квантового выхода флуоресценции флавинов. При связывании с белками квантовый выход флуоресценции ФМН и его производных, как правило, значительно уменьшается (флавопротеины флуоресцируют слабо). Исключение составляют бактериальная люцифераза, люмазиновый апопротеин и желтый флуоресцентный белок (Джеймс, 1980).

Целью данного этапа работы являлось исследование влияния состава вязких сред на спектрально-люминесцентные характеристики основных компонентов биолюминесцентной реакции бактерий – ФМН, бактериальной люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы.

Спектры флуоресценции

Были получены спектры люминесценции флавинмононуклеотида (ФМН), бактериальной люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы в присутствии разных концентраций глицерина, сахарозы, желатина и крахмала. Влияние сред на спектры флуоресценции описаны в таблице 1.1.4.

Показано, что флуоресценция ФМН характеризуется максимумом при длине волны 530 нм. Положение максимума флуоресценции ФМН не подвержено влиянию ни одной из  вязких сред,  исследуемых  в данной работе. Это свидетельствует о том, что для молекулы ФМН не происходит снижения полярности микроокружения (Fischer et al., 1996). С другой стороны, модифицированные вязкие среды влияют на интенсивность люминесценции ФМН, а значит на его квантовый выход флуоресценции. При этом установлено, что глицерин усиливает интенсивность люминесценции ФМН почти в 1,25 раза, а сахароза, напротив, ее тушит почти в 4 раза (таблица 1.1.4). Возможно, это связано с разными механизмами  влияния компонентов сред на молекулы растворителя. Так, известно, что сахароза обладает способностью к структуризации молекул воды. В ее присутствии усиливаются водородные связи между молекулами растворителя и уменьшается их мобильность. 

Табл. 1.1.4.

Влияние состава среды на спектрально-люминесцентные свойства компонентов биолюминесцентной системы: спектр флуоресценции (СФ) и анизотропию флуоресценции (АФ) при 20(С.

	Компонент (концентрация)
	ФМН* (1(10-5 М)
	Бактериальная люцифераза# 

(1(10-6 М)
	НАДН:ФМН-

оксидоредуктаза# 

(0,56 ед.акт/мл)

	Состав среды (диапазон концентраций)
	
	
	

	Фосфатный буфер 

(0,05 М)
	СФ: (max=530 нм, 

Imax= 7 о.е. 

АФ: 0,005
	СФ: (max=330 нм, 

Imax= 7 о.е. 

АФ: 0,045
	СФ: (max=331 нм, 

Imax= 14,6 о.е. 

АФ: 0,053

	Глицерин
(10-80%)
	СФ: форма сохраняется,

Imax увеличивается на 25%

АФ: растет от 0,009 до 0,119
	СФ: гипсохромный сдвиг на (5 нм, Imax уменьшается на 15%
АФ: растет от 0,053 до 0,063
	СФ: форма сохраняется,

Imax уменьшается на 30%

АФ: растет от 0,049 до 0,051

	Сахароза
(10-65%)
	СФ: форма сохраняется,

Imax уменьшается на 75%
АФ: растет от 0,018 до 0,301
	СФ: форма сохраняется,

Imax уменьшается на 50%
АФ: растет от 0,058 до 0,072
	СФ: гипсохромный сдвиг на (5 нм, Imax уменьшается на 59%
АФ: растет от 0,073 до 0,087

	Желатин
(0,1-1%)
	СФ: форма сохраняется,

Imax уменьшается на 16%
АФ: растет от 0,008 до 0,014
	СФ: форма сохраняется,

Imax уменьшается на 63%
АФ: растет от 0,062 до 0,085
	СФ: форма сохраняется,

Imax уменьшается на 72%
АФ: растет от 0,059 до 0,077

	Картофельный крахмал 

(0,5-5%)
	СФ: форма сохраняется,

Imax уменьшается на 14%
АФ: сохраняется 0,011
	СФ: не изменяется

АФ: растет от 0,048 до 0,059
	СФ: не изменяется

АФ: сохраняется 0,070


* Условия регистрации: длина волны возбуждения – 450 нм, длина волны регистрации – 530 нм, спектральная ширина щелей возбуждающего и регистрирующего монохроматоров – 4 нм.

#Условия регистрации: длина волны возбуждения – 285 нм, длина волны регистрации – 335 нм, спектральная ширина щелей возбуждающего и регистрирующего монохроматоров – 4 нм.

Известно, что глицерин оказывает обратное действие – он увеличивает подвижность молекул растворителя (Mejri, 1998), что по-видимому, и происходит в нашем случае.

 Желатин является наиболее изученным гелеобразующим веществом биологической природы. В отличие от других гелей он способен образовывать гель не только при охлаждении, но и в результате набухания в воде (Илларионов и др., 1988). Экспериментальные наблюдения показывают, что желатиновый гель представляет собой систему, к которой водородные связи и гидрофобные силы сбалансированы.

Спектры бактериальной люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы характеризуется максимумами при длине волны около 330 нм. Следует заметить, что, согласно литературным данным (Lee, 1993), спектры флуоресценции триптофана в воде и глицерине  имеют максимумы при 347 и 343 нм, соответственно.  Это говорит о том, что большинство триптофановых остатков люциферазы и оксидоредуктазы находятся в неполярном окружении и спрятаны от растворителя внутри белковой глобулы. Зарегистрирован гипсохромный  сдвиг приблизительно на 5 нм спектров флуоресценции люциферазы и  НАДН:ФМН-оксидоредуктазы в растворе сахарозы и глицерина.  В случае оксидоредуктазы такое изменение спектра свидетельствует  о конформационном изменении фермента в среде, содержащей сахарозу. Направление сдвига указывает на уменьшение полярности окружения триптофанов оксидоредуктазы, что может быть результатом более плотной упаковки глобулы данного белка. Сдвиг спектра люциферазы может быть вызван как конформационными изменениями данного фермента, так и тушением флуоресценции части триптофановых остатков в ее составе. Для обоих ферментов сдвиг спектра сопровождается уменьшением интенсивности люминесценции. Не смотря на то, что при уменьшении полярности микроокружения следует ожидать увеличения квантового выхода флуоресценции триптофана (Tanner et al., 1996), полученные в данной работе результаты могут объясняться сближением триптофановых остатков с группами-тушителями в составе белков (например, с цистеиновыми остатками) (Демченко, 1988).

Анизотропия флуоресценции

Поляризация или анизотропия излучаемого флуорофором света может свидетельствовать о его скорости вращательной диффузии, а, следовательно, о вязкости микроокружения или взаимодействии с макромолекулами. При изучении закономерностей функционирования ферментов  в вязких и особенно гелеобразных средах часто возникает проблема измерения величины микровязкости окружения, в котором протекают исследуемые реакции. Это вызвано тем, что макровязкость растворов биополимеров, измеряемая стандартным способом с помощью визкозиметра, определяется прежде всего размерами макромолекул, тогда как микровязкость зависит от взаимодействия небольших сегментов соседних молекул (Кузьмин и Кузьмина, 1987). С этой точки зрения более подходящим способом измерения микровязкости является флуоресцентный метод, основанный на явлении анизотропии флуоресценции. Среди реагентов биолюминесцентной реакции бактерий имеется флуоресцирующее в видимой области низкомолекулярное соединение, которое может играть роль естественного зонда на вязкость – это молекула ФМН. Калибровка данного зонда с помощью растворов глицерина и сахарозы описаны в п.1.3.5 отчета. Было получено значительное увеличение анизотропии флуоресценции ФМН в средах с высокой вязкостью (таблица 1.1.4, рис. 1.1.15).
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Рисунок 1.1.15 - Зависимость анизотропии флуоресценции ФМН от вязкости 

среды в присутствии разных концентраций глицерина и сахарозы.

Величины анизотропии флуоресценции триптофановых остатков в составе исследованных ферментов варьируют в диапазоне 0,05-0,09 (рис.1.1.16).  Низкая величина анизотропии флуоресценции белков, полученная в данной работе, говорит о малом вкладе в деполяризацию вращения белковой глобулы как целого (Демченко, 1988). Согласно литературным данным, даже для вращения триптофана в воде анизотропия флуоресценции приблизительно равна 0,14 (Lee, 1993). Поэтому, очевидно, низкая величина анизотропии флуоресценции люциферазы и оксидоредуктазы свидетельствует о сокращении излучательного времени жизни флуоресцентного состояния триптофанов в их составе. Не смотря на спрятанность триптофановых остатков внутри белковой глобулы, на которую указывает положение спектров люминесценции, их анизотропия флуоресценции чувствительна к вязкости среды. Это может быть следствием конформационных изменений ферментов, приводящих к увеличению локальной микровязкости окружения триптофанов и/или к сокращению времени жизни флуоресцентных состояний. Интересным фактом является относительно высокое значение анизотропии флуоресценции ферментов при сравнительно низких использованных концентрациях желатина. Также наблюдается отсутствие изменение анизотропии флуоресценции ФМН и редуктазы в средах, содержащих крахмал. Увеличившись при концентрации 0,5% до определенного предела по сравнению с буферным раствором, анизотропия этих веществ практически не меняется даже когда концентрация крахмала вырастает в 10 раз. Учитывая отсутствия изменений в спектрах компонентов в данном случае, можно предположить, что влияние на анизотропию флуоресценции ферментов в присутствии крахмала оказывает затруднение вращения белка как целого.
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Рисунок 1.1.16. Анизотропия флуоресценции ФМН, бактериальной люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы в разных средах.

Таким образом, установлено, что компоненты вязких сред оказывают влияние, главным образом, на интенсивность флуоресценции ферментов и ФМН. Спектры флуоресценции белков свидетельствуют об экранировке триптофановых остатков в их составе  белковой матрицей от полярных молекул растворителя. Зарегистрирован гипсохромный  сдвиг приблизительно на 5 нм спектров флуоресценции люциферазы в растворе глицерина и  НАДН:ФМН-оксидоредуктазы в растворе сахарозы, что может быть вызвано конформационными изменениями данных белков. Полученное возрастание анизотропии флуоресценции ферментов с увеличением вязкости среды свидетельствует о том, что часть триптофановых остатков в их составе находится на поверхности и подвержена влиянию растворителя. Обнаружено, что наименьшее влияние при исследованных концентрациях на компоненты биолюминесцентной реакции оказывает картофельный крахмал.

1.2. Сравнительный анализ физико-химических характеристик  растворимых ферментов  и ферментов, иммобилизованных совместно с субстратами


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.

1.2.1 Сравнение субстратной специфичности растворимой и иммобилизованной биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза

На рис. 1.2.1 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 Табл. 1.2.1. 
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. 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.
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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 1.2.1 - Зависимость интенсивности свечения биферментной системы  НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от концентрации субстратов в координатах Иди-Хофсти.

Таблица 1.2.1. 

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


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.

1.2.2 Влияние физических и химических факторов на активность растворимой и иммобилизованной биферментной системы НАДН:ФМН- оксидоредуктаза – люцифераза
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 1.2.2 представлена рН-зависимость интенсивности свечения биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза. Видно, что рН-оптимум растворимых ферментов составлял 6,8, при этом для всех 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 многокомпонентного реагента, иммобилизованного в желатиновый гель, рН-оптимум был более узким и располагался в диапазоне рН 6,6 - 7,3.
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1 - растворимые R+L; 2 - R+L, иммобилизованные в крахмальный гель; 3 - R+L, иммобилизованные в крахмальный гель совместно с НАДН и альдегидом; 4 - R+L, иммобилизованные в желатиновый гель; 5 - R+L, иммобилизованные в желатиновый гель совместно с НАДН и альдегидом

Рисунок 1.2.2 - рН - зависимость нормированной интенсивности свечения биферментной системы светящихся бактерий:.

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. Расширение рН–оптимума для многокомпонентного иммобилизованного реагента, вероятно, обусловлено дополнительной стабилизацией молекул ферментов вследствие встраивания субстратов в активные центры ферментов в процессе иммобилизации.
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. 1.2.3). 


[image: image22.wmf]0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

0

10

20

30

40

50

60

70

T, 

0

C

I/I

max

1

2

3

4

5


1 - растворимые R+L; 2 - R+L, иммобилизованные в крахмальный гель; 3 - R+L, иммобилизованные в крахмальный гель совместно с НАДН и альдегидом; 4 - R+L, иммобилизованные в желатиновый гель; 5 - R+L, иммобилизованные в желатиновый гель совместно с НАДН и альдегидом.

Рисунок 1.2.3 - 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 и ферментов, иммобилизованных совместно с тетрадеканалем и НАДН, 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 1.2.2. 

Таблица 1.2.2. 

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

люцифераза

	Растворимые R+L
	R+L
	R+L+С14+НАДН
	R+L
	R+L+С14+НАДН

	
	Иммобилизованные в желатиновый гель
	Иммобилизованные в крахмальный гель

	201 ( 39
	79 ( 18
	162 ( 33
	30 ( 7
	129 ( 28


Из таблицы 1.2.2 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. Значения энергии активации для многокомпонентных систем оказываются больше, чем для  ферментов, иммобилизованных без субстратов, в случае как крахмального, так и желатинового гелей. Это означает, что совместная иммобилизация ферментов и субстратов не приводит к дополнительной стабилизации ферментов, что выявляется в экспериментах по термоинактивации. 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) (Джеймс, 1980), 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 (Джеймс, 1980). 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. 

Итак, 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. Таким образом, показано, что экспериментальная модель ЭМкрахмал имеет лучше характеристики чем ЭМжелатин. Однако при использовании других типов желатина возможно найти условия, в которых бы желатиновая модель имела преимущества.
1.3 Разработка 4 прототипов экспериментальных моделей функционирования ферментов внутри клетки.
Для решения фундаментальной задачи понимания механизмов сопряжения и функционирования ферментативных метаболических цепей в клетке создано несколько вариантов экспериментальных моделей (ЭМ), в которых реконструирована цепь сопряжения двух ферментов светящихся бактерий (люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы) в микроокружении, отличающемся разной вязкостью.  Разработаны следующие прототипы экспериментальных моделей:

1).ЭМсахароза. Биферментная система НАДН:ФМН-оксидоредуктаза – люцифераза осуществляется в среде, вязкость которой меняется в зависимости от содержания сахарозы.

2).ЭМглицерин. Биферментная система НАДН:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза осуществляется в среде, вязкость которой меняется в зависимости от содержания глицерина.

3).ЭМкрахмал. Биферментная система НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза одна или вместе с субстратами и другими необходимыми для биолюминесценции компонентами иммобилизована в крахмальный гель. 

4).ЭМжелатин. Биферментная система НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза иммобилизована в желатиновый гель вместе с субстратами и другими необходимыми для биолюминесценции компонентами. 

В моделях имитируется вязкое микроокружение ферментов в матриксе путем введения растворов сахарозы и глицерина, а также связь с мембранными структурами путем иммобилизации в крахмальный и желатиновый гели. 

Оценку эффективности каждой модели проводили, измеряя активность биолюминесцентной биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза –люцифераза. Для всех четырех типов экспериментальных моделей проведено исследование характеристик биолюминесценции биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза, функционирующей в условиях различной вязкости, и биферментной системы, иммобилизованной в гели различных концентраций. Для обеспечения различных условий микроокружения использовались растворы сахарозы, глицерина, желатина и крахмала различных концентраций, что позволяло создавать микроокружение для ферментов с наперед заданными физико-химическими свойствами (гидрофобность, диэлектрическая проницаемость, вязкость, донорно-акцепторные свойства и др.). Полученные экспериментальные результаты позволяют выявить слабые и сильные стороны каждой из экспериментальных моделей и провести усовершенствование экспериментальных моделей, в том числе и с подключением методов математического моделирования, что в конечном итоге необходимо для выяснения разницы в условиях функционирования люциферазы в клетке и в растворе.

В работе проводили выбор оптимального соотношения компонентов биолюминесцентных реакций в 4 прототипах экспериментальных моделей (ЭМглицерин, ЭМсахароза, ЭМкрахмал, ЭМжелатин), позволяющих улучшить характеристики биолюминесцентной биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза по сравнению с растворимыми системами. Были проведены следующие исследования:

Исследованы кинетические параметры биолюминесцентной биферментной системы при варьировании вязкости реакционной среды путем введения в реакционную смесь органических растворителей (глицерина и сахарозы) или гелевых растворов разной природы (крахмального и желатинового);

Исследованы кинетические параметры биолюминесценции биферментной  системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза при варьировании вязкости и pH реакционной среды.
Изучено влияние температуры на  кинетические параметры биферментного комплекса  в условиях различной вязкости.

1.3.1 Подбор условий оптимизации экспериментальных моделей ЭМглицерин и ЭМсахароза

Оптимизация микроокружения для биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза была достигнута за счет подбора соответствующих реакционных сред, отличающихся  концентрациями органических растворителей, а также за счет вариьрования таких физико-химических характеристик реакционной среды как температура и рН  в условиях различной вязкости.

Для достижения поставленной цели исследовалось влияние глицерина и сахарозы на кинетические параметры сопряженной ферментной системы НАД(P)H:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза при направленном изменении физико-химических характеристик реакционной среды.

Показано, что органические растворители, которые повышают вязкость реакционной среды, - глицерин и сахароза ингибируют интенсивность свечения биолюминесценции при всех исследуемых значениях рН, но в разной степени. Интенсивность свечения бактериальной биолюминесцентной реакции уменьшается с увеличением концентрации сахарозы при всех исследованных значениях рН. Изменение рН реакционной среды приводит к уменьшению интенсивности свечения по отношению к контролю при всех исследованных концентрациях как сахарозы, так и глицерина. Наибольший инактивирующий эффект в присутствии сахарозы имеет рН реакционной среды 5,8,  в присутствии глицерина - 7,84.

На рисунках 1.3.1 – 1.3.4 представлены зависимости  интенсивности свечения биферментной биолюминесцентной системы при значениях рН = 5,8; 6,4; 6,9; 7,3; 7,8 от вязкости, различные значения которой получены путем введения органических растворителей: глицерина и сахарозы (используемые концентрации органических растворителей: сахарозы: 0,06 М; 0,51 М; 1,01 М; 2,03 М; 4,06 М и глицерина: 0,91 М; 1,09 М; 2,72 М; 5,43 М; 8,15 М).
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Рисунок 1.3.1 - Зависимость интенсивности свечения биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН = 5,8 от вязкости реакционной среды. 

Интенсивность свечения, которая характеризует скорость ферментативной биолюминесцентной реакции, при значении рН 5,8 линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды при введении глицерина в реакционную среду (рис. 1.3.1, прямая 1), тогда как при использовании сахарозы для достижения аналогичных значений вязкости в реакционной среде  зависимость интенсивности свечения от вязкости не является линейной (рис. 1.3.1, кривая 2). Зависимости интенсивности биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы от вязкости реакционной среды для сахарозы и глицерина, не совпадают: значения интенсивности свечения в глицерине значительно выше по сравнению с этими же параметрами при той же самой вязкости в сахарозе.
Таким образом, при рН 5,8 реакционной среды увеличение вязкости  реакционной среды для биолюминесцентной биферментной реакции приводит к уменьшению интенсивности свечения биферментной биолюминесцетной бактериальной реакции как в  глицерине, так и сахарозе. Результаты показали, что природа растворителя является важным фактором, определяющим изменение интенсивности свечения биолюминесценции, поскольку эти растворители не только в разной степени оказывают ингибирующее действие на активность сопряженной биолюминесцентной ферментативной системы, но и характер этого ингибирования существенно отличается (глицерин линейно уменьшает интенсивности свечения, тогда как сахароза – нет) при значении рН  5.8. Из рисунка 1.3.1 видно, что при рН 5,8 реакционной среды  сахароза является более сильным ингибитором по сравнению с глицерином. В свою очередь глицерин является лучшим стабилизатором по сравнению с сахарозой при увеличении вязкости реакционной среды до значения 4 мПа∙с. 

На рисунке 1.3.2 представлена зависимость интенсивности свечения биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН = 6,4 от вязкости реакционной среды.
Интенсивность свечения при рН 6.4 линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды, как при введении органического растворителя глицерина, так и сахарозы (рис. 1.3.2). Зависимости интенсивности биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы от вязкости реакционной среды для сахарозы и глицерина не совпадают: значения интенсивности свечения в сахарозе значительно выше по сравнению с этими же параметрами при той же самой вязкости в глицерине, но сахароза лучше предохраняет биферментную биолюминесцентную систему от инактивации по сравнению с глицерином при увеличении вязкости реакционной среды во всем измеренном диапазоне значений вызкости. Результаты показали, что при рН  6,4 природа растворителя является важным фактором, определяющим изменение интенсивности свечения биолюминесценции.

Интенсивность свечения, которая характеризует скорость ферментативной биолюминесцентной реакции, линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды, как при введении органического растворителя - глицерина, так и сахарозы (рис. 1.3.3) в стандартных условиях (при рН 6.9) также. 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, при нейтральных значениях pH реакционной среды природа растворителя не является фактором, определяющим изменение интенсивности биолюминесценции. Таким образом, интенсивность свечения линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды, как в глицерине, так и в сахарозе, и практически не зависит от природы используемого растворителя при нейтральном значении рН.
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Рисунок 1.3.2 - Зависимость интенсивности свечения биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН = 6,4 от вязкости реакционной среды.

На рисунке 1.3.4 представлена зависимость интенсивности свечения биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН  7,3 от вязкости реакционной среды. Интенсивность свечения ферментативной биолюминесцентной реакции линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды, как при введении глицерина, так и сахарозы (рис. 1.3.4). 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, при рН  7,3 увеличение вязкости реакционной среды для биолюминесцентной биферментной реакции является важным физико-химическим фактором, изменение интенсивности свечения линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды, как в глицерине, так и в сахарозе, и не зависит от природы используемого растворителя при этом значении рН
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Рисунок 1.3.3 - Зависимость интенсивности свечения биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН 6,9 от вязкости реакционной среды. 
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Рисунок 1.3.4 - Зависимость интенсивности свечения биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН = 7,3 от вязкости реакционной среды.

Аналогичные результаты получены и при pH 7,9 реакционной среды для бактериальной биолюминесценой реакции.
Таким образом, интенсивность свечения уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды как в глицерине, так и в сахарозе, и практически не зависит от природы используемого растворителя при больших значения рН, начиная с нейтрального рН.

Максимальный ингибирующий эффект при всех значениях вязкости для всех исследуемых концентрациях сахарозы и глицерина наблюдается при рН=5.8. Остальные исследуемые значения рН вносят незначительный вклад в ингибирование биолюминесценции в диапазоне значений вязкости не превышающим 4 мПа∙с.

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. 

На рисунках 1.3.5 – 1.3.7 представлены зависимости константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при  рН  5,8; рН 6,4; рН 6,9; рН 7,3; рН 7,8 от вязкости, различные значения которой получены путем введения органических растворителей: глицерина и сахарозы (используемые концентрации органических растворителей: сахарозы: 0,06 М; 0,51 М; 1,01 М; 2,03 М; 4,06 М и глицерина: 0,91 М; 1,09 М; 2,72 М; 5,43 М; 8,15 М).

Рисунок 1.3.5 представляет зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной реакции при рН 5.8 от вязкости реакционной среды, из которого видно, что при одних и тех же значениях вязкости реакционной среды и фиксированном значении рН, константа спада биолюминесценции имеет отличающиеся значения в глицерине и сахарозе, что говорит о существенном влиянии природы растворителя на этот кинетический параметр.

Согласно результатам,  представленным на рис. 1.3.5 показано, что присутствие возрастающих концентраций органических растворителей - сахарозы и глицерина - в реакционной среде биферментной биолюминесцентной системы при  рН 5.8 приводит в конечном итоге 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, но в разной степени. 
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1 - сахароза; 2- глицерин

Рисунок 1.3.5 - Зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной реакции при значении рН = 5.8 от вязкости реакционной среды. 

Следует отметить, что сахароза оказывает небольшой активирующий эффект на константу спада биолюминесценции при значении вязкости 3 мПа.с (рис. 1.3.5, кривая 1). В глицерине же уменьшение константы спада происходит по линейному закону (рис. 1.3.5, прямая 2). Полученные результаты показали, что при рН 5.8 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 биолюминесцентной сопряженной системы, то есть к его стабилизации, причем  в глицерине стабилизация наблюдается в большой степени (рис. 1.3.5, прямая 2). Аналогичные результаты плучены при рН=7.3. 

Рисунок 1.3.6 представляет зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной реакции при значении рН 6.4 от вязкости реакционной среды, из которого видно, что при одних и также значения вязкости реакционной среды и фиксированном значении рН, константы спада биолюминесценции имеют близкие значения и в глицерине, и в сахарозе, возможно, из-за  влиянии природы растворителя на этот кинетический параметр.
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1- сахароза; 2- глицерин

Рисунок 1.3.6 - Зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной реакции при значении рН = 6.4 от вязкости реакционной среды.

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 биолюминесцентной сопряженной системы, то есть к его стабилизации, причем  при  рН 6.4 в  сахарозе стабилизация наблюдается в большой степени. То есть, скорость распада фермент-субстратных комплексов монотонно изменяется с ростом доли органического компонента в реакционной среде: увеличивается с увеличением концентрации глицерина и сахарозы. 

Зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при рН 6,9 от вязкости реакционной среды представлена на рис. 1.3.7. 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.


[image: image29.emf]0

20

40

60

80

100

120

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Константа спада, %

Вязкость органического растворителя, мПа∙с

1

2


1- сахароза; 2- глицерин

Рисунок 1.3.7 - Зависимость константы спада биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН 6,9 от вязкости реакционной среды.

Константа спада биферментной биолюминесцентной системы, которая характеризуется скоростью распада долго живущего интермедиата, уменьшается с увеличением вязкости, как при введении глицерина, так и сахарозы. 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. 1.3.7 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.

Эксперименты показали, что при рН 6,9 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  возрастанием концентрации глицерина и сахарозы. Аналогичные результаты получены и для рН 7.8.

Полученные результаты показали, что увеличение вязкости реакционной среды при введении как глицерина, так и сахарозы приводит к уменьшению константы спада биолюминесценции при значении рН = 6,9 и рН = 7.8, а значит,  к увеличению времени жизни долгоживущего интермедиата биолюминесцентной сопряженной системы, то есть к его стабилизации, причем  в сахарозе стабилизация наблюдается в большой степени. Полученные результаты показали, что при рН 7.8 увеличение вязкости реакционной среды при введении глицерина приводит к уменьшению константы спада биолюминесценции, а значит,  к увеличению времени жизни долгоживущего интермедиата биолюминесцентной сопряженной системы, то есть к его стабилизации, причем  в глицерине стабилизация наблюдается в большой степени, тогда как в сахарозе стабилизации практически не наблюдается.

Исследование влияния рН на квантовый выход биферментной биолюминесцентной системы в условиях различной вязкости показало, что квантовый выход с увеличением концентрации сахарозы уменьшается при всех значениях рН, за исключением рН 6.4, где наблюдается небольшое увеличение квантового выхода (рис. 1.3.8). 


Увеличение вязкости биферментной биолюминесцентной системы путем введения органического растворителя - сахарозы приводит к увеличению испускания числа квантов, примерно в 1,5 раза, за счет стабилизации долгоживущего интермедиата (рис. 1.3.8). При введении в реакционную биферментную биолюминесцентную систему глицерина квантовый выход биолюминесценции уменьшается на 20%. Таким образом, при рН  6,4 увеличение вязкости реакционной среды биферментной биолюминесцентной реакции путем введения сахарозы приводит к увеличению испускания числа квантов, тогда как введение глицерина существенно не изменяет квантовый выход биолюминесценции. Можно предположить, что значение рН  6,4 стабилизирует квантовый выход в глицерине и способствует его возрастанию в сахарозе. 
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1 - сахароза; 2- глицерин 

Рисунок 1.3.8 - Зависимость квантового выхода биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН 6,4 от вязкости реакционной среды.

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 глицерина приводит к увеличению испускания числа квантов, примерно в 2 раза, за счет стабилизации долгоживущего интермедиата (рис. 1.3.9). При введении в реакционную биферментную биолюминесцентную систему сахарозы квантовый выход биолюминесценции уменьшается на 20%. 

На рисунке 1.3.10 представлена зависимость  квантового выхода биолюминесценции биферментной биолюминесцентной реакции при рН 7,3 от вязкости путем введения органических растворителей: глицерина и сахарозы. Увеличение вязкости биферментной биолюминесцентной системы путем введения глицерина приводит к увеличению испускания числа квантов, примерно в 2 раза, за счет стабилизации долгоживущего интермедиата (рис. 1.3.10). При введении в реакционную биферментную биолюминесцентную систему сахарозы квантовый выход биолюминесценции уменьшается на 40%.
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1- глицерин; 2- сахароза

Рисунок 1.3.9 - Зависимость квантового выхода биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН 6,9 от вязкости реакционной среды.
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1- глицерин; 2- сахароза

Рисунок 1.3.10 - Зависимость квантового выхода биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН 7,3 от вязкости реакционной среды.

На рисунке 1.3.11 представлена зависимость  квантового выхода биолюминесценции биферментной биолюминесцентной реакции при рН  7,9 от вязкости путем введения органических растворителей: глицерина и сахарозы. При введении в реакционную биферментную биолюминесцентную систему сахарозы квантовый выход биолюминесценции уменьшается на 60%.
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1- глицерин; 2- сахароза

Рисунок 1.3.11 - Зависимость квантового выхода биолюминесценции биферментной биолюминесцентной системы при значении рН 7,9 от вязкости реакционной среды.

Для подбора условий (рН, вязкость и другие физико-химические характеристики микроокружения ферментов биолюминесценой системы), при которых не происходит инактивации и термоинактивации биферментной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин и сохраняется высокая субстратная специфичность ферментов, что наилучшим образом отвечает условиям работы ферментов in vivo, были проведены эксперименты по изучению кинетических параметров бактериальной биолюминесцентной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин при разных температурах.

Исследование влияния вязкости среды на интенсивность свечения биферментной системы показало, что введение увеличивающихся концентраций сахарозы и глицерина в реакционную среду в конечном итоге приводит к уменьшению интенсивности свечения. 

Квантовый выход биферментной биолюминесцентной реакции с увеличением концентрации сахарозы уменьшается при всех значениях рН. Изменение рН (как увеличение, так и уменьшение по отношению к контролю) приводит к уменьшению испускания квантов.

Квантовый выход биферментной биолюминесцентной системы при введении  глицерина не изменяется в кислой среде и увеличивается в щелочной, по сравнению с контрольным.

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.

Таким образом, в ходе экспериментального изучения кинетических параметров работы ферментов в вязких растворах сахарозы и глицерина и в буферном растворе с низкой вязкостью при изменении рН были получены следующие основные результаты:

1). Подобраны условия (рН, вязкость и другие физико-химические характеристики микроокружения ферментов биолюминесценой системы), при которых не происходит инактивации биферментной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин и сохраняется высокая субстратная специфичность ферментов, что наилучшим образом отвечает условиям работы ферментов in vivo. 

2). Получены результаты, которые  позволят варьировать условиями реакционной среды (рН, вязкости) для увеличения интенсивности свечения и квантового выхода биолюминесцентной реакции, приводящие в конечном итоге к увеличению чувствительности биолюминесцентного анализа. В частности, исследование влияния вязкости и рН реакционной среды на биферментную биолюминесцентную бактериальную систему НАДН:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза показало, что увеличение вязкости реакционной среды для биолюминесцентной биферментной бактериальной реакции приводит к уменьшению максимального значения интенсивности свечения и константы спада при различных значениях рН, а значения рН–оптимума изменяются  только в присутствии в реакционной среде высоких концентраций глицерина и сахарозы. 

3) Интенсивность свечения биолюминесценции линейно уменьшается с увеличением вязкости реакционной среды, как в глицерине, так и в сахарозе, и практически не зависит от природы используемого растворителя при нейтральном значении рН. Увеличение вязкости реакционной среды биферментной биолюминесцентной реакции путем введения глицерина приводит к увеличению испускания числа квантов, тогда как введение сахарозы существенно не изменяет квантовый выход биолюминесценции. 

4). Предложены объемные пропорции компонентов реакционной среды, влияющих  на активный центр люциферазы и характер связи субстратов с ферментом. В частности, в экспериментальной модели ЭМглицерин стабилизация возбужденного интермедиата происходит в большей степени при увеличении вязкости реакционной среды, чем в модели ЭМсахароза.


1.3.2 Подбор условий оптимизации экспериментальных моделей ЭМкрахмал и ЭМжелатин
Ранее в экспериментальных моделях ЭМкрахмал и ЭМжелатин осуществляли выбор оптимального по вязкости микроокружения для фермент-субстратных комплексов. С этой целью изучали эффективность работы люциферазы (Л) и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы (Р) в гелевом окружении различной вязкости и имеющем различную химическую природу. 

Рассматривали два варианта стабилизации ферментов в экспериментальных моделях ЭМкрахмал и ЭМжелатин: в первом случае были иммобилизованы только НАДН:ФМН-оксидоредуктаза и люцифераза, во втором, проводили совместную иммобилизацию ферментов вместе с субстратом и кофактором – алифатическим альдегидом (C14) и НАДН. 

В ходе эксперимента были исследованы характеристики биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза–люцифераза (Л+Р), иммобилизованной в гели, приготовленные из  картофельного, рисового и кукурузного крахмалов и желатина различных концентраций. Показано, что выход активности иммобилизованных в гели ферментов зависит от вязкости среды и природы используемого полимерного геля (табл. 1.3.1). 

Максимальная активность наблюдалась у биферментной системы Л+Р, иммобилизованной в 3 % гель на основе картофельного крахмала. Максимальный выход активности ферментов, иммобилизованных в крахмальный гель, составил 60 %.
В желатиновом геле эффективность работы биферментной системы существенно ниже по сравнению с крахмальным гелем. Присутствие желатина даже в низких концентрациях (0,1 % и 0,05 %), соответствующих значениям вязкости живых клеток, вызывает существенное снижение активности биферментной системы: по сравнению с буферным раствором в выбранных модельных средах интенсивность свечения биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза уменьшается в 3 раза, хотя спектральные характеристики биферментной системы не изменялись. Максимальный выход активности биферментной системы, иммобилизованной в желатиновый гель и предварительно высушенной в течение 8 часов на лавсановой пленке, наблюдался при использовании 4 % желатинового геля и составил около 17 % (табл. 1.3.1).

Таблица 1.3.1. 

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

	Носитель для иммобилизации биферментной системы
	Концентрация геля, %

	
	3
	3,5
	4
	5
	6

	
	Выход активности биферментной системы, %

	Картофельный крахмал
	60
	44
	25
	18
	-

	Рисовый крахмал
	51
	-
	32
	22
	-

	Кукурузный крахмал
	17
	-
	26
	14
	-

	Желатин
	-
	-
	17
	7
	6


«-» - измерения не проводили

Для улучшения характеристик биолюминесцентной биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза по сравнению с растворимыми системами осуществляли выбор оптимального соотношения компонентов биолюминесцентных реакций в прототипах экспериментальных моделей ЭМкрахмал и ЭМжелатин. С этой целью варьировали содержание ферментов в иммобилизованных дисках. Измерения активности иммобилизованных препаратов ферментов, предварительно высушенных в течение 8 часов при температуре 40С, сравнивали с активностью растворимых ферментов, используемых в качестве контрольных образцов. Количество люциферазы в растворе и иммобилизованном реагенте одинаково для каждого отдельного опыта.

Уменьшение содержания люциферазы в дисках или растворе приводит к существенному снижению максимальной интенсивности свечения (Табл. 1.3.2). Максимальный выход активности иммобилизованных ферментов - 60 % - достигался при 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. 

Таблица 1.3.2. 

Зависимость параметров биолюминесценции биферментной системы НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза в ЭМкрахмал от содержания люциферазы 
	Содержание люциферазы, мкг
	I макс, усл.ед.
	Выход активности, %

	
	Л+Р 

Растворимые 
	Л+Р

ЭМкрахмал
	

	0,33
	480420 ± 36618
	290411±28628
	60

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

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


Для улучшения характеристик ЭМкрахмал путем стабилизации работы ферментов исследовали зависимость параметров биолюминесценции иммобилизованных ферментов Л+Р от концентрации дитиотрейтола (ДТТ) и меркаптоэтанола, используемых в качестве стабилизаторов SН-групп ферментов. Активность ферментов, иммобилизованных совместно со стабилизаторами или без них, сравнивали с активностью растворимых ферментов в присутствии стабилизаторов или их отсутствии (контроль).  Показано, что дополнительное внесение 10-4 М ДТТ увеличивает выход активности ферментов до 76 % (Табл. 1.3.3).

Таблица 1.3.3. 

Зависимость параметров биолюминесценции биферментной системы НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза  в ЭМкрахмал от содержания стабилизаторов 

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

	
	Растворимые Л+Р
	Л+Р

ЭМкрахмал
	

	-
	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


«-» - стабилизаторы не вносили

В дальнейшем оптимизацию ЭМкрахмал и ЭМжелатин проводили путем совместной иммобилизации ферментов и их субстратов. 

Многокомпонентную иммобилизацию люциферазы и НАДН:ФМН- оксидоредуктазы со стабилизаторами и субстратами в 3 % крахмальный гель проводили, варьируя концентрацию НАДН и добавляя разные стабилизаторы ферментов в иммобилизованный реагент. В готовый крахмальный гель, непрерывно помешивая, добавляли последовательно растворы ферментов (КРАБ), тетрадеканаля, НАДН и раствор калий – фосфатного буфера, содержащий стабилизаторы ферментов. Количество ферментов и субстратов рассчитывали таким образом, чтобы количество люциферазы и стабилизаторов в одном диске соответствовало количеству люциферазы в растворе (контроль) при единичном измерении.

При использовании ферментов, иммобилизованных совместно с субстратами, реакционная смесь состояла из диска, раствора ФМН и буферного раствора. Количество люциферазы в растворе (контроль) и иммобилизованном реагенте одинаково и составило 0,2 мкг; концентрация тетрадеканаля в многокомпонентном иммобилизованном препарате составляла 0,0002 %; концентрации ДТТ или меркаптоэтанола - 10-4 М.
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Рисунок 1.3.12 - Зависимость выхода активности биферментной системы от концентрации НАДН и стабилизаторов ферментов в многокомпонентном иммобилизованном препарате.

Лучший результат достигается при использовании дисков, содержащих совместно иммобилизованные ферменты и субстраты, и предварительно высушенные на лавсане. Без стабилизаторов выход активности составляет от 5 до 18 %, при добавлении ДТТ  выход активности достигает  55 % (рис. 1.3.12). 

Выход активности биферментной системы, иммобилизованной совместно с 10-4 М раствором меркаптоэтанола, практически не отличается от выхода активности биферментной системы, иммобилизованной без добавления стабилизаторов.

Время выхода свечения на максимум для многокомпонентного реагента существенно меньше, по сравнению с иммобилизованными ферментами: 20-110 с в зависимости от концентрации НАДН и используемого стабилизатора. Скорость падения интенсивности свечения многокомпонентного препарата не отличалась от таковой для растворимых ферментов.

Таким образом, в ходе работы были оптимизированы прототипы экспериментальных моделей Эмкрахмал и ЭМжелатин. Были подобраны оптимальные соотношения компонентов биолюминесцентных реакций в прототипах экспериментальных моделей. Многокомпонентный иммобилизованный препарат должен содержать 0,2 мкг люциферазы, концентрация тетрадеканаля в одном диске должна составлять 0,0002 %,  концентрация НАДН - 2∙10-4 М. 

Оптимальным по вязкости микроокружением для фермент-субстратных комплексов следует признать 3 % крахмальный гель. Дополнительное внесение 10-4М ДТТ позволяет существенно увеличить выход активности биферментной системы Л+Р в экспериментальной модели ЭМкрахмал. 

По-видимому, существенным фактором, снижающим эффективность работы ферментов в ЭМкрахмал и ЭМжелатин, является их предварительное высушивание. Окончательная экспериментальная модель функционирования ферментов в клетке на примере ферментов светящихся бактерий может быть получена при исключении из процедуры иммобилизации стадии высушивания геля.


1.3.3 Исследование механизмов влияния вязкости на ферментативные системы
Инактивация ферментов под влиянием температуры сопряжена со многими структурными изменениями молекулы. Следовательно, изменение каталитической активности ферментов в результате температурных воздействий может дать весьма полезную информацию для изучения тонких структурных изменений молекулы белка в процессе ее инактивации и денатурации, а также указать на механизмы стабилизации белковых молекул и эффективности функционирования ферментативных метаболических цепей в клетке. 

В настоящее время установлено, что процессы со сложной кинетикой, отвечающей достаточно разнообразным механизмам, встречаются чаще, чем процессы инактивации по первому порядку (V(t) = V(0)exp(-kt), где V(t) – скорость реакции в момент времени t). Интересно, что даже для белков без четвертичной структуры инактивация, описываемая уравнением первого порядка, наблюдается далеко не при всех условиях.

На основании совокупности применения физических и кинетических методов можно указать, по крайней мере, на четыре кинетических типа инактивации ферментов.

1) Необратимая инактивация первого порядка

Е → Еден,

где Е и Еден соответственно каталитически активная и неактивная формы фермента. Процесс перехода между этими формами фермента в условиях данного кинетического эксперимента можно считать кинетически необратимым. Из графика, построенного в координатах уравнения первого порядка, легко вычислить константу скорости денатурации kд = tgα (рис. 1.3.13 а).

2) Инактивация по системе последовательных превращений первого порядка (рис.1.3.13 б)

Естаб ↔ Енестаб → Еден.

3) Инактивация по механизму последовательно-параллельных реакций первого порядка (Рис. 1.3.13, в).

Е ↔ Е’стаб ↔ Е”стаб
        ↓                ↓

          Еден           Еден
4) Диссоциативный механизм термоинактивации, учитывающий предварительный распад на субъединицы

Е2 ↔ 2Е1 → Еден,

где Еден – продукт необратимого изменения субъединиц белка, а Е2 и Е1 соответственно димерная и мономерная формы. Поскольку диссоциативный процесс в данном случае второго порядка, кинетические кривые термоинактивации не имеют протяженных строго линейных участков в координатах уравнения первого порядка, хотя иногда их можно представить как кривую с «изломом», фактически разделяющим две асимптоты к реальной кинетической кривой. Схематически это показано на рисунке 1.3.13, в.

Иммобилизация фермента может не изменять химический механизм термодеградации, но она влияет на кинетику процесса. Во-первых, могут измениться численные значения каталитических постоянных. Во-вторых, если каждая из субъединиц фермента независимо связана с носителем, то при диссоциации субъединицы оказываются локализованы в одном месте, что облегчает обратный процесс ассоциации. Простейшая кинетическая схема в этом случае имеет вид

Е2актив ↔ Е2неактив → 2Еден.

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 


 а – необратимая инактивация первого порядка; б – инактивация по системе последовательных превращений первого порядка; в – инактивация по механизму последовательно-параллельных реакций первого порядка

Рисунок 1.3.13 - Кинетические кривые термоинактивации ферментов, соответствующие различным механизмам.

Еще одна весьма существенная характеристика фермента с точки зрения его практического применения – это его термостабильность. Как и другие химические процессы, ферментативные реакции ускоряются при повышении температуры. Однако с повышением температуры начинает заметно протекать процесс термоинактивации фермента, и наблюдаемая скорость ферментативной реакции падает. Именно этим обусловлен колоколообразный вид зависимости скорости большинства ферментативных процессов от температуры.

В результате химического присоединения к носителям повышается стабильность самых разных ферментов при использовании разнообразных носителей и методов пришивки. Надо полагать, что главной причиной стабилизации является образование связей между ферментом и носителем, причем степень стабилизации определяется количеством образованных связей. Таким образом, иммобилизация ферментов предоставляет новые возможности в их практическом применении.

В работе выявлены факторы, повышающие термостабильность ферментов, в том числе варьирование микроокружения путем изменения вязкости среды (добавлением гелей различной природы), внесением стабилизатора SH-групп ферментов (дитиотрейтола). Получены температурные зависимости констант инактивации ферментов в различном микроокружении, рассчитаны коэффициенты стабилизации биферментной системы по сравнению с контролем. 


В ходе работы было исследовано влияние микроокружения на характеристики растворимой биолюминесцентной системы светящихся бактерий НАДН:ФМН–оксидоредуктаза–люцифераза. Проведено сравнение кинетических и термодинамических характеристик биферментной системы НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза в присутствии буферного раствора, крахмального и желатинового гелей. Также исследовано изменение этих характеристик при добавлении в реакционную смесь стабилизатора ферментов дитиотрейтола. Методами спектрального анализа исследована зависимость скорости расходования НАДН в биолюминесцентных реакциях, катализируемых люциферазой и оксидоредуктазой, от микроокружения.

Термостабильность и термоинактивация биферментной системы светящихся бактерий НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза в крахмальном геле
Интенсивность свечения биферментной системы НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза зависит от окружающей её среды. Для исследования термостабильности и термоинактивации биферментной системы в присутствии ДТТ и 2 % крахмального геля варьировали время предварительной инкубации ферментов (0,5-30 минут) при различных температурах (15-50°С).

Из рис. 1.3.14 и 1.3.15 видно, что при изменении микроокружения ферментов расширения температурного оптимума не происходит, однако наблюдается изменение его значения. Температурный оптимум сдвигается в область более высоких температур и составляет 33°С в крахмальном геле, и геле с добавлением ДТТ. Тот факт, что в крахмальном геле ферменты более активны при более высоких температурах, можно объяснить тем, что увеличение вязкости приводит к тому, что максимальная скорость реакции достигается при более высоких температурах.
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а – контрольное измерение; б – контрольное измерение с добавлением ДТТ 

Рисунок 1.3.14 – Зависимость интенсивности свечения биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от температуры при инкубации ферментов в буферном растворе в течение 0, 0,5, 1, 5, 10, 20, и 30 минут.
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а – измерение в геле; б - измерение в геле с добавлением ДТТ

Рисунок 1.3.15 – Зависимость интенсивности свечения биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от температуры при инкубации ферментов в крахмальном геле в течение 0, 0,5, 1, 5, 10, 20, и 30 минут. 

По тангенсу угла наклона зависимости максимальной интенсивности свечения биферментной системы от времени инкубации ферментов в гелевом растворе при различных температурах (Рис. 1.3.16) рассчитывали константы термоинактивации биферментной системы (Табл. 1.3.4).
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а – 180С, б - 230С, в - 280С, г - 330С, д -380С, е - 430С

Рисунок  1.3.16 – Зависимость интенсивности свечения биферментной системы от времени инкубации ферментов с добавлением геля и ДТТ при различных температурах. 

Из рис. 1.3.16 видно, что при температурах выше 350С зависимость интенсивности свечения биферментной системы светящихся бактерий от времени инкубации ферментов носит нелинейный характер. Этот эффект связан с тем, что при высоких температурах происходит термоинактивация второго порядка. Термоинактивация второго порядка означает, что реально протекают 2 процесса инактивации, предположительно это: денатурации ферментов и диссоциация люциферазы на отдельные субъединицы. В табл. 1.3.4 для температур выше 350С представлены значения констант термоинактивации для обоих процессов.

Таблица 1.3.4

Константы термоинактивации биферментной системы в 2% крахмальном геле и в присутствии  ДТТ 

	T, °С
	k, мин-1

	
	Буфер
	Буфер + ДТТ
	Крахмальный гель
	Крахмальный гель + ДТТ

	18
	0,04
	0,035
	0,028
	0,01

	23
	0,046
	0,052
	0,044
	0,027

	28
	0,064
	0,056
	0,059
	0,02

	33
	0,062
	0,053
	0,072
	0,064

	38
	0,645
	0,014
	1,529
	0,004
	1,32
	0,007
	1,633
	0,007

	43
	0,53
	0,101
	0,482
	0,081
	1,161
	0,008
	0,922
	0,005


Из табл. 1.3.4 видно, что при температурах менее 350С при добавлении ДТТ константа инактивации практически не меняется по сравнению с контрольным измерением.  В то же время, крахмальный гель оказывает стабилизирующее действие на биферментную систему. Наибольший стабилизирующий эффект наблюдался при одновременном внесении в реакционную смесь крахмального геля и ДТТ: в этом случае термоинактивация ферментов происходит с наименьшей скоростью. Особенно хорошо этот эффект заметен в случае, когда температура инкубации ферментов выше  350С.

По соотношению констант термоинактивации в буферном растворе и гелевом окружении вычислили коэффициенты стабилизации биферментной системы (табл. 1.3.5). Из таблицы 1.3.5 видно, что крахмальный гель, действительно оказывает стабилизирующий эффект на биферментную систему. Крахмальный гель с добавлением ДТТ оказывает более ощутимый стабилизирующий эффект на биферментную систему. Этот эффект обусловлен тем, что дитиотрейтол предохраняет SH-группы ферментов от окисления. Однако, при внесении ДТТ в буферный раствор, стабилизации биферментной системы светящихся бактерий не наблюдается. 

Из табл. 1.3.4 -1.3.5 видно, что при температуре выше 35°С как добавление ДТТ, так и крахмального геля приводит к снижению скорости денатурации ферментов, но увеличивает скорость диссоциации люциферазы на отдельные субъединицы. Наибольший стабилизирующий эффект оказывает крахмальный гель с добавлением ДТТ: скорость  денатурации ферментов при 35°С в 20 раз меньше по сравнению со скоростью денатурации ферментов в буферном растворе.

Таблица 1.3.5

Коэффициент стабилизации биферментной системы в 2% крахмальном геле и в присутствии  ДТТ 

	T, °С
	Коэффициент стабилизации S

	
	Буфер + ДТТ
	Крахмальный гель
	Крахмальный гель + ДТТ
	
	

	18
	1,14
	1,43
	4,00
	
	

	23
	0,88
	1,05
	1,70
	
	

	28
	1,14
	1,08
	3,20
	
	

	33
	1,17
	0,86
	0,97
	
	

	38
	0,42
	3,50
	0,49
	2,00
	0,39
	2,00
	
	

	43
	1,10
	1,25
	0,46
	12,63
	0,57
	20,20
	
	



Энергию активации биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза определяли по тангенсу угла наклона прямой, построенной в координатах Аррениуса по экспериментальным данным для диапазона температур, при которых зависимость интенсивности свечения биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от времени инкубации ферментов имеет линейный характер (рис. 1.3.17). Для расчета энергии активации при более высоких температурах, когда наблюдается термоинактивация второго порядка, необходимы более сложные расчеты, в данной работе они не приводятся. 

Из рисунка 1.3.18 видно, что энергия активации биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза зависит от микроокружения ферментов. При добавлении ДТТ энергия активации не изменяется по сравнению с контрольным значением (равным 24 кДж) и равна 20 кДж. В крахмальном геле энергия активации для этого процесса увеличивается до 46 кДж, а с добавлением ДТТ – до 78 кДж, то есть для термоинактивации ферментов в крахмальном геле с добавлением ДТТ требуются дополнительные затраты энергии.
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Рисунок 1.3.17 - Зависимость натурального логарифма константы инактивации биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза от температуры (координаты Аррениуса).
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Рисунок 1.3.18 – Значения энергии активации биферментной системы в крахмальном геле в присутствии дитиотрейтола.

Таким образом, показано, что изменение вязкости среды (добавлением крахмального геля), внесение стабилизатора SH-групп ферментов (дитиотрейтола) являются факторами, повышающими термостабильность ферментов.


Оценка эффективности взаимодействия люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы в различных условиях
В работе исследовали влияние крахмального геля на активность НАДН:ФМН-оксидоредуктазы. Проводили сравнение скоростей неферментативного окисления НАДН, окисления НАДН оксидоредуктазой в отсутствии люциферазы и при ее добавлении (в составе препарата КРАБ). Кроме того, определяли скорость окисления НАДН эндогенным ФМН в составе люциферазы, в этом случае в реакционную смесь вносили только люциферазу.
Из таблицы 1.3.6 видно, что скорость расходования НАДН зависит от микроокружения ферментов. Внесение стабилизатора снижает скорость ферментативных реакций окисления НАДН, катализируемых оксидоредуктазой. В то же время внесение ДТТ повышает скорость ферментативных реакций, катализируемых люциферазой, в 1,7 раза. Снижение скорости реакции, катализируемой оксидоредуктазой, и увеличение скорости реакции, катализируемой люциферазой, может объясняться тем, что ДТТ может осуществлять реакцию восстановления ФМН вместо НАДН.  При использовании оксидоредуктазы или двух ферментов одновременно (в виде реагента КРАБ) стабилизирующий эффект не проявляется - скорость окисления НАДН не изменяется при внесении ДТТ. 

Таким образом,  при добавлении ДТТ в реакционную смесь сложно оценить эффект, который он оказывает на биферментную систему светящихся бактерий, так как ДТТ может не только стабилизировать ферменты, но и восстанавливать ФМН, тем самым увеличивая скорость реакций, катализируемых люциферазой. Поэтому мы не можем точно сказать, какой процесс при этом вносит больший вклад в увеличение скорости реакций.

Крахмальный гель обладает существенно большим стабилизирующим эффектом по сравнению с ДТТ, скорость реакций, катализируемых оксидоредуктазой и люциферазой, увеличивается по сравнению с реакциями в буферном растворе в 2,5 и 2,2 раз, соответственно. Так же стабилизирующим действием обладает крахмальный гель и ДТТ, скорость реакций, катализируемых оксидоредуктазой и люциферазой, увеличивается по сравнению с реакциями в буферном растворе в 2,1 и 2,2 раз, соответственно. 

Кроме того, из таблицы 1.3.6 видно, что при использовании биферментной системы (препарата КРАБ) скорость окисления НАДН в крахмальном геле существенно увеличивается, причем дополнительное внесение ДТТ уменьшает ее, однако это значительно больше по сравнению со скоростью реакции окисления НАДН оксидоредуктазой. Подобный эффект может служить подтверждением гипотезы о том, что НАДН-оксидоредуктаза и люцифераза не могут создавать комплекс. Кроме того, существуют литературные данные, свидетельствующие против существования такого комплекса.

Таблица 1.3.6

Зависимость скорости окисления НАДН и коэффициент Kv изменения скорости окисления НАДН от состава реакционной смеси

	 Используемые фермент
	Буфер
	Буфер+ДТТ
	Крахмал
	Крахмал+ДТТ

	
	V, мкМ/мин
	V, мкМ/мин
	Kv
	V, мкМ/мин
	Kv
	V, мкМ/мин
	Kv

	Отсутствие ферментов
	0,08
	0,87
	
	1,06
	
	0,60
	

	Оксидоредуктаза
	0,63
	0,53
	0,8
	1,60
	2,5
	1,30
	2,1

	Люцифераза
	1,75
	2,90
	1,7
	3,92
	2,2
	3,90
	2,2

	КРАБ 
	2,70
	2,46
	0,9
	5,00
	1,9
	3,70
	1,4


Таким образом, методами спектрального анализа подтверждено, что увеличение вязкости микроокружения путем добавления крахмального геля приводит к существенной стабилизации люциферазы, снижая скорость ее тепловой денатурации.

Активность биферментной системы в растворе желатина

В ходе работы были получены зависимости интенсивности свечения биферментной системы светящихся бактерий от температуры в присутствие в реакционной смеси различных концентраций желатина: 0.5%, 1%, 1.5%, 5% (Рис. 1.3.19).

Видно, что при низких концентрациях желатина (0.5%) активность биферментной системы снижается на всем интервале исследованных температур. При увеличении концентрации желатина (1% и более) наблюдается высокая интенсивность свечения при температуре Т<Tг (температуры гелеобразования), максимальное увеличение интенсивности с последующим резким ее падением при Т≈Тг и низкий выход активности ферментов при Т>Тг. Кроме того, изменение интенсивности свечения при Т≈Тг становится более выраженным при увеличении концентрации желатина.
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а – 0.5% раствор желатина; б – 1% раствор желатина; в – 1.5% раствор желатина; г – 5% раствор желатина.

Рисунок 1.3.19 - Зависимость интенсивности свечения биферментной системы от температуры в растворах желатина разной концентрации.

Температура гелеобразования Тг в данном случае введена формально, для удобства описания полученных результатов. Согласно литературным данным (Джеймс, 1980) Тг≈27°С. Падение интенсивности свечения наблюдалось вблизи именно этой температуры, но дополнительных экспериментов, доказывающих или опровергающих наличие гелеобразного состояния желатина ниже и его разрушение выше указанной температуры, проведено не было. Тем не менее, в качестве одной из гипотез можно выдвинуть предположение о наличии взаимосвязи между резким изменением интенсивности свечения и нарушением гелевой структуры желатина.

В таком случае, из полученных результатов следует, что ферменты, помещенные в гелевую матрицу, работают стабильнее, чем ферменты в растворе. Возможно, это связано с тем, что молекулы ферментов включаются в структуру (матрицу), образованную спиральными цепями желатина, благодаря электростатическим, гидрофобным взаимодействиям или путем образования водородных связей. Образованные связи стабилизируют фермент, препятствуя его инактивации, о чем свидетельствует высокий выход активности.

При температуре выше температуры гелеобразования поперечные связи между молекулами разрушаются и полипептдные цепи желатина начинают двигаться независимо друг от друга. Молекулы ферментов, скорее всего, тоже разрывают свои связи с желатином, а постоянное хаотическое движение больших молекул желатина мешает нормальной работе ферментов и способствует их инактивации.

Снижение интенсивности свечения в растворе желатина низкой концентрации на всём диапазоне исследованных температур, вероятно, связано с тем, что такой концентрации не достаточно для образования геля.

Термоинактивация биферментной системы в растворе желатина

Изучение термоинактивации биферментной системы светящихся бактерий показало, что кинетика термоинактивации в присутствие в реакционной смеси 0,5% желатина и его отсутствие имеет принципиально одинаковый характер на всём диапазоне температур. При Т=30-40ºС наблюдается термоинактивация второго порядка, включающая в себя два различных механизма инактивации биферментной системы, последовательно сменяющие друг друга и протекающие с разными скоростями (Рис. 1.3.20).

Известно, что бактериальная люцифераза и НАДН:ФМН-оксидоредуктаза обладают четвертичной структурой и представляют собой гетеродимер и гомодимер соответственно. Таким образом, логично предположить, что самым первым процессом, происходящим при термодеградации биферментной системы, является диссоциация ферментов на субъединицы. Как раз процессу диссоциации и соответствует первый «линейный» участок кинетических кривых термоинактивации. За расхождением субъединиц люциферазы и (или) НАДН:ФМН-оксидоредуктазы при высокой температуре, скорее всего, следует необратимая денатурация ферментов: люциферазы и (или) НАДН:ФМН-оксидоредуктазы. То есть второму «линейному» участку кинетических кривых термоинактивации биферментной системы, наверняка, соответствует денатурация ферментов. На данном этапе исследований, к сожалению, невозможно точно сказать, у какого именно фермента происходит нарушение структуры. Для этого необходимы дальнейшие подробные исследования термоинактивации люциферазы и оксидоредуктазы отдельно друг от друга.

Следовательно, можно предположить, что термоинактивация биферментной системы светящихся бактерий происходит по диссоциативному механизму.

[image: image49.emf]
a – без желатина; b – 0,5% раствор желатина.


Рисунок 1.3.20 - Кинетические кривые термоинактивации биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза при разных значениях температуры в присутствие 0,5% желатина и его отсутствии.

При Т=15-25ºС в присутствие 0,5% желатина и его отсутствие наблюдается медленная инактивация биферментной системы по первому порядку. Предположительно она связана с процессом диссоциации ферментов на субъединицы. Денатурация при такой невысокой температуре не происходит.

Из рисунка 1.3.20 видно, что первый этап термоинактивации, соответствующий диссоциации ферментов, в желатине происходит с большей скоростью, чем без него, при всех исследованных температурах. При этом наличие желатина практически не влияет на скорость денатурации.

Изучение термоинактивации биферментной системы в 1% растворе желатина показало, что кинетика термоинактивации в присутствие в реакционной смеси желатина и его отсутствие имеет одинаковый характер не на всём диапазоне температур, как в случае 0,5% желатина, а лишь при Т>Тг. При Т=23-38ºС кинетические кривые инактивации в полулогарифмических координатах состоят из двух «линейных» участков, соответствующих процессам диссоциации и денатурации (Рис. 1.3.21). При Т>43ºС наблюдается быстрая инактивация первого порядка. Это объясняется тем, что кинетические режимы термоинактивации становятся экспериментально неразличимыми из-за резкого увеличения с ростом температуры скорости диссоциации ферментов на субъединицы.

Значительного различия скоростей инактивации в присутствие желатина и его отсутствие не наблюдается. Причиной этому может служить тот факт, что процесс диссоциации происходит слишком быстро при высоких температурах, а скорости денатурации ферментов в желатине и без него, как и в предыдущем случае, практически одинаковы.

[image: image50.emf]
a – без желатина; b – 1% раствор желатина.


Рисунок 1.3.21 - Кинетические кривые термоинактивации биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза при разных значениях температуры в присутствие 1% желатина и его отсутствие.

При анализе кривых инактивации, полученных для 5% желатина, было выявлено, что кинетика термоинактивации в присутствие в реакционной смеси желатина и его отсутствие, также как и для 1% желатина, имеет похожий вид только при Т>Тг. При Т=28-38ºС наблюдается термоинактивация второго порядка, а при Т>43ºС – первого порядка (Рис. 1.3.22). Однако, в данном случае скорость денатурации ферментов в желатине несколько ниже, чем в его отсутствие.


[image: image51]
a – без желатина; b – 5% раствор желатина.


Рисунок 1.3.22 - Кинетические кривые термоинактивации биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза при разных значениях температуры в присутствие 5% желатина и его отсутствие.

При температурах, меньших температуры гелеобразования желатина (Т<Тг), в желатинах с концентрациями 1% и 5% происходит значительная активация биферментной системы с течением времени, в то время как в отсутствие желатина идёт медленная инактивация по первому порядку. Пример таких кинетических кривых для 1% желатина приведён на рисунке 1.3.23. Этот необычный результат лишний раз подтверждает факт стабилизации ферментов при их помещении в гелевую матрицу желатина. 

Кроме того, было замечено, что при помещении биферментной системы, выдержанной в присутствие желатина при высокой температуре (35-50ºС) в течение небольшого промежутка времени (30 с – 1 мин), обратно в условия с комнатной температурой (≈20ºС) происходит ее реактивация (Рис. 1.3.24). В отсутствие желатина такой эффект тоже наблюдается, однако в желатине реактивация гораздо более сильно выражена. Таким образом, можно сделать вывод о том, что процесс термоинактивации биферментной системы частично обратим, а также о том, что наличие желатина способствует восстановлению активности ферментов.
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Рисунок 1.3.23 - Зависимость интенсивности свечения биферментной системы от времени выдерживания в присутствие 1% желатина и его отсутствие при Т=10ºС в полулогарифмических координатах.
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Рисунок 1.3.24 – Кинетические зависимости интенсивности свечения биферментной системы для разных интервалов времени выдерживания в 

1% растворе желатина при 48ºС.
Сравнение кинетических кривых термоинактивации в присутствие желатинов разной прочности (Bloom) показало, что принципиальных различий кинетических характеристик биферментной системы в разных желатинах нет. Также было выяснено, что, несмотря на снижение абсолютного значения активности биферментной системы в растворах желатина, отношение активности в присутствие желатина к активности в отсутствие желатина растет с увеличением времени инкубирования ферментов при данной температуре.


Таким образом, показано, что активность биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза и кинетика её термоинактивации в желатине низкой концентрации (предположительно, не достаточной для образования геля) и в желатине высокой концентрации (достаточной для образования геля) различаются. Термоинактивация биферментной системы имеет нелинейный характер и, предположительно, протекает по диссоциативному механизму. Желатин, находящийся в жидкой фазе, ускоряет первый этап термоинактивации, а гелеобразный желатин, напротив, способствует активации биферментной системы. В присутствие желатина возможна реактивация биферментной системы при комнатной температуре.

1.3.4 Изучение связи «структура-функция» в зависимости от микроокружения

Была проверена применимость термодинамической модели денатурирующего действия органических растворителей на различные белки и ферменты к люциферазам. Авторами модели (Белова и др., 1991) предложен новый параметр ДС – денатурирующая сила, который учитывает несколько характеристик органических растворителей: параметр гидрофобности (-logP), размер молекулы, сольватирующую  способность, и предполагает, что денатурация растворителями происходит, в основном, из-за вытеснения молекул воды из гидратной оболочки белка. Данная термодинамическая модель широко используется для описания функционирования различных ферментов в водно-органических средах.  Следуя методике авторов, для расчета и "привязки" шкалы ДС к люциферазе, были выбраны "хорошие" опорные органические растворители: этиленгликоль и ацетон, имеющие  значительные различия в величинах ДС (табл.1.3.7), и средние для различных ферментов значения параметров logX этих растворителей. На основе экспериментальных пороговых концентраций С50 ЭТГЛ и АЦ  для обеих люцифераз построены теоретические прямые корреляции С50 от параметра logX (рис. 1.3.25, прямые 1,2). Значения logX (табл. 1.3.7) для других растворителей рассчитаны по формуле:

logX=((ДСх-ДСэтгл)/(ДСац-ДСэтгл))·(logАЦ-logЭТГЛ)+logЭТГЛ.

Теоретические значения пороговых концентраций растворителей С50(т) определены графически из теоретических корреляционных прямых (табл. 1.3.7). Экспериментальные пороговые концентрации органических растворителей С50(э) значительно отличаются от теоретических (табл. 1.3.7) и коррелируют с параметром logX  с низкими коэффициентами корреляции, около 46% для обеих люцифераз (рис. 1.3.25, кривые 1`, 2`).  Отсюда следует, что вытеснение воды из гидратной оболочки люцифераз ,по-видимому вносит определенный вклад в ингибирование биолюминесценции. Для параметра ДС, так же как и (-logP),  наблюдается общая тенденция: с увеличением ДС уменьшается пороговая концентрация С50. Использование шкалы ДС, приведенной в работе, может только качественно охарактеризовать действие органических растворителей на люциферазу: сильный денатурант, слабый денатурант. Значения С50 для любых органических растворителей, предсказанные теоретически, плохо  соотносятся  с практическими полученными пороговыми концентрациями.
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1,2 – теоретические; 1`,2` - экспериментальные корреляционные прямые для люцифераз Р.leiognathi и V.harveyi, соответственно, при использовании тетрадеканаля

Рисунок 1.3.25 - Корреляция пороговых концентраций органических 

растворителей С50 с параметром (-logX). 

По-видимому, действие органических растворителей на белок не  ограничивается  вытеснением воды из гидратной оболочки фермента, а сопровождается влиянием органических растворителей  на связывание люциферазы с ее субстратами (ФМН и альдегидом), кроме того, не учтено и взаимодействие между субстратами и средой.

Таблица 1.3.7. 

Шкала ДС, рассчитанные значения параметра (-logХ) и экспериментальные 

(С50(э), об.%) и теоретически рассчитанные (С50(т), об.%) пороговые концентрации органических растворителей для люцифераз Р.leiognathi и V.harveyi при использовании тетрадеканаля.

	растворитель
	ДС
	    -logX
	P.leiognathi 
	       V.harveyi  

	
	
	
	C50(т)
	С50(э)
	C50(т)
	C50(э)

	ФА
	0
	0,90
	22
	11
	22
	13,5

	ЭТГЛ
	3,3
	0,92
	21
	30
	33
	33

	ГЛ
	10,7
	0,98
	20
	20
	----
	----

	МЕТ
	29,6
	1,12
	19
	11,8
	22
	19,5

	ЭТ
	52,1
	1,29
	11,5
	10,3
	15
	14,3

	ДМСО
	59,6
	1,35
	9,5
	15
	10
	11,5

	АЦТНТР
	64,4
	1,39
	8,5
	3
	----
	----

	АЦ
	79,4
	1,50
	6,5
	6,5
	9,5
	9,5


Как известно, характер нативной конформации белка определяется не каким-либо одним эффектом, а представляет собой результат совместного тонко сбалансированного действия целого ряда факторов и взаимодействий. Реально существующая структура белков упорядочена и компактна и определяется, в основном, гидрофобными взаимодействиями, которые чаще всего рассматриваются как стабилизирующий фактор для белковых макромолекул. Проверка применимости термодинамической модели Беловой, Можаева с сооавторами, основанной на представлении о том, что денатурация белков органическими растворителями происходит в основном из-за вытеснения молекул воды из гидратной оболочки фермента показала, что, во-первых, процесс инактивации ферментативной активности люцифераз складывается из процессов увеличения гидрофобности реакционной среды при введении органических растворителей и вытеснения молекул воды из гидратной оболочки белка; во-вторых, теоретически определенные значения пороговых концентраций органических растворителей на основании шкалы ДС превышают экспериментально полученные значения С50 для обеих люцифераз; в третьих, шкала ДС качественно характеризует действие органических растворителей на люциферазы: сильный денатурант, слабый денатурант. Таким образом, термодинамическая модель качественно описывает процесс потери ферментативной активности. 
1.3.5 Обеспечение условий вязкости, подобных условиям в клеточном матриксе

Был проведен поиск наиболее чувствительных компонентов систем, позволяющих оптимизировать состав компонентов в предложенных прототипах моделей для выбора условий, в которых влияние вязкости на активность биолюминесцентных систем соответствовало бы условиям работы ферментов в клеточном матриксе.

Проанализировано соответствие вязкости исследованных экспериментальных моделей вязкости клеточной цитоплазмы.

С одной стороны, известно, что абсолютная вязкость цитоплазмы колеблется от 2 до 50 спз и меняется в различных частях клетки и в разные периоды клеточного цикла. Особенностью цитоплазмы является то, что при понижении температуры ниже 12—15°С и повышении выше 40—50°С вязкость цитоплазмы увеличивается.

Для двух из использованных экспериментальных моделей – ЭМглицерин и ЭМсахароза зависимость вязкости среды от концентрации хорошо изучена (Никольский и др., 1963). Из литературных данных следует, что для достижения вязкости, присущей клеточной цитоплазме, необходимо очень высокое содержание глицерина и сахарозы в растворе (20-75% (2,2-8,2М) и 25-60% (1,4-3,4М) соответственно). Такие концентрации действуют ингибирующе на биолюминесцентную реакцию (см. п.1.1.1 отчета). 

Таким образом, ЭМглицерин и ЭМсахароза не могут в полной мере соответствовать природным условиям функционирования биолюминесцентной системы в бактериальной клетке. 

С другой стороны, известно, что вязкость биологических сред определяется в большинстве случаев структурной вязкостью. В частности, вязкость клеточной цитоплазмы связана со структурой составляющих её биополимеров и субклеточных образований, что вызывает отклонения вязкого течения от ньютоновского закона нормальных жидкостей. Биохимические процессы в клетках происходят при высокой концентрации макромолекул – 50-400 мг/мл (Таблица 1.3.8). И хотя общая концентрация каждого конкретного вида макромолекул невелика, эти соединения стремятся локализоваться в определенной области клетки (молекулярный краудинг). Такие условия также оказывают влияние на характер протекания биохимических процессов.


Таблица 1.3.8

 Примерный химический состав бактериальной клетки

	
	Доля от общей массы клетки, %
	Число типов молекул

	Вода
	70
	1

	Неорганические ионы
	1
	20

	Сахара и их предшественники
	1
	250

	Аминокислоты и их предшественники
	0,4
	100

	Нуклеотиды и их предшественники
	0,4
	100

	Жирные кислоты и их предшественники
	1
	50

	Другие малые молекулы 
	0,2
	(300

	Макромолекулы (белки, нуклеиновые кислоты, полисахариды)
	26
	(3000


Все это говорит о необходимости создания экспериментальной модели с использованием высоких концентраций макромолекул. Действие таких модельных сред на биолюминесценцию (ЭМжелатин и ЭМкрахмал) было изучено (см. п.1.3.2 отчета).

Разработана методика оценки вязкости среды с помощью молекулы ФМН в качестве флуоресцентного зонда. Для этого проведено измерение времен жизни флуоресценции ФМН в растворах, содержащих различные концентрации глицерина, сахарозы, желатина и картофельного крахмала (таблица 1.3.9). Установлено, что с ростом содержания глицерина и сахарозы в среде увеличивается время жизни флуоресценции молекулы ФМН, а в присутствии крахмала и желатина (за исключением последнего в концентрации 5%) оно не изменяется. Следует отметить, что изменение времени жизни флуоресценции является недостатком флуорофора, претендующего на роль зонда для измерения вязкости (идеальный зонд должен иметь неизменное время жизни флуоресцентного состояния). Тем не менее, возможно учесть погрешность, вводимую изменением данного параметра.

Таблица 1.3.9

 Измеренные времена жизни и анизотропия флуоресценции ФМН в разных средах и вычисленные времена вращательной корреляции (20(С, возбуждение 450 нм)

	Содержание

компонента, %
	Вязкость раствора, спз
	(((, нс
	r
	(cal, нс

	Буфер

	100
	1,00*
	4,69 ( 0,01
	0,005
	0,07

	Глицерин

	10
	1,31*
	4,71 ( 0,01
	0,011
	0,15

	20
	1,77*
	4,75 ( 0,01
	0,016
	0,22

	30
	2,50*
	4,86 ( 0,01
	0,021
	0,31

	40
	3,75*
	4,84 ( 0,01
	0,022
	0,32

	50
	6,05*
	4,95 ( 0,02
	0,035
	0,55

	60
	10,96*
	4,96 ( 0,02
	0,060
	1,01

	70
	22,94*
	4,96 ( 0,04
	0,070
	1,23

	80
	62*
	4,98 ( 0,09
	0,119
	2,52

	Сахароза

	10
	1,33*
	4,72 ( 0,01
	0,018
	0,26

	20
	1,94*
	4,81 ( 0,02
	0,023
	0,33

	30
	3,18*
	4,81 ( 0,02
	0,055
	0,88

	50
	15,4*
	4,95 ( 0,02
	0,126
	2,73

	60
	58,37*
	4,93 ( 0,04
	0,301
	27,66

	Крахмал

	0,5
	0,95#
	4,69 ( 0,01
	0,008
	0,11

	1
	1,14#
	4,70 ( 0,01
	0,009
	0,13

	5
	11,32#
	4,69 ( 0,01
	0,064
	1,04

	Желатин

	0,1
	1,01#
	4,67 ( 0,01
	0,008
	0,11

	0,5
	1,62#
	4,67 ( 0,01
	0,012
	0,17

	1
	1,88#
	4,66 ( 0,01
	0,014
	0,19

	5
	25,53#
	4,51 ( 0,01
	0,12
	2,31



* Табличные значения (Никольский и др., 1963)

# Значения вычислены с помощью калибровочной зависимости

Используя полученные времена жизни и значения анизотропии флуоресценции, были вычислены времена вращательной корреляции ФМН ((cal) для исследованных сред по формуле (Lacowicz, 2006):
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где ( - время жизни флуоресценции, r0 – фундаментальная анизотропия ФМН (равная 0,354), r – экспериментально измеренная анизотропия флуоресценции ФМН (таблица 1.3.5.2). 

Известно, что время вращательной корреляции линейно связано с вязкостью среды (() по формуле (Lacowicz, 2006):
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где V- объем вращающейся частицы, k – константа Больцмана, Т – температура.

На основе вычисленных времен вращательной корреляции и известных значений вязкости растворов, содержащих глицерин, была построена калибровочная зависимость для определения вязкости других сред (рисунок 1.3.26). На предыдущем этапе было выявлено, что использованные среды не оказывают влияния на структуру электронно-возбужденных состояний молекулы ФМН, а значит, можно допустить, что объем молекулы ФМН не изменяется при переходе из одной среды в другую.
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Рисунок 1.3.26 – Калибровочная прямая для определения вязкости микроокружения ФМН

Получено эмпирическое уравнение, связывающее время вращательной корреляции ФМН и вязкость среды:
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Используя данное уравнение, были оценены вязкости растворов, содержащих желатин и крахмал. Получено, что в диапазон значений вязкости клеточной цитоплазмы (2-50 спз) попадают вязкость 5%-х растворов данных веществ (таблица 1.3.9) при 20(С. Интерполяция полученных значений позволяет оценить, что, начиная приблизительно с 2%-го содержания биополимера, вязкость микроокружения ФМН превышает 2 спз, т.е. становится схожей с характеристиками клеточной цитоплазмы. Следует отметить, что методика эксперимента (а именно, частое перемешивание и термостатирование в течение не более 20 минут) предполагает, что в исследованных образцах не происходило образования геля.

Таким образом, разработана методика оценки вязкости среды на основе анизотропии флуоресценции флавинмононуклеотида и установлено, что вязкость, характерная для клеточной цитоплазмы, достигается при концентрациях растворов крахмала и желатина более 2% (при 20(С).

1.4. Обоснованность и достоверность полученных результатов

Полученные в проекте научные результаты подтверждают гипотезу о возможности стабилизации ферментов путем иммобилизации. Результаты, полученные для ферментов светящихся бактерий, могут быть применимы для создания экспериментальных моделей функционирования других фермент-субстратных комплексов в клетке. Подготовлены экспериментальные образцы многокомпонентного иммобилизованного реагента, готовые для использования в биотестировании сточных вод промышленных предприятий. 

Раздел 2 Разработка математической модели функционирования бактериальной биолюминесцентной системы
2.1 Анализ вклада различных механизмов и стадий реакции в кинетику свечения биферментной системы НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза
На основании полученных ранее экспериментальных данных построена математическая модель сопряженной биферментной реакции НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза для оценки вклада различных механизмов и стадий реакции в кинетику свечения. 

Измерения кинетики биферментной реакции проводили на планшетном биолюминометре TriStar LB 941 фирмы «Berthold Technologies» (Германия). Измерение интенсивности свечения проводили  в течение 30 с, время единичного измерения составляло 0.5 с. Измерения каждой экспериментальной точки проводили не менее чем в пяти параллельных измерениях.

Подача реагентов в лунку планшета осуществлялась с помощью двух инжекторов, единоразовый объем каждой новой порции смеси реактивов составлял 50 мкл. Раствор для первого инжектора содержал 0.12 мМ ФМН, 9.5 мкМ тетрадеканаля (C14H28O), 16.6 мМ этанола, 64.5 нМ люциферазы, 4.3 единиц активности редуктазы на литр. Инициировали реакцию с помощью второго инжектора 19 мкМ раствором НАДH. При исследовании кинетики биферментной системы в присутствие бензохинона в реакционную смесь помимо указанных компонентов вносили 10 мкл бензохинона заданной концентрации. Для получения контрольных зависимостей интенсивности биолюминесценции от времени вместо бензохинона в лунку планшета вносили 10 мкл дистиллированной воды.

Математическое моделирование проводили с помощью программы Solver, встроенной в электронную таблицу Excel («Microsoft», США). Для статистической обработки результатов также использовали пакет прикладных программ Excel.

2.1.1 Кинетические схемы функционирования моно- и биферментной системы светящихся бактерий

Конечной, индикаторной стадией биотеста является реакция, катализируемая люциферазой. На рисунке 2.1.1 представлена кинетическая схема реакции. Следует отметить, что отдельные стадии люциферазной реакции протекают достаточно медленно по сравнению со временем биотеста, что не позволяет использовать квазистационарное приближение Михаэлис-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 ферменту. Анализ поведения кривых свечения люциферазной реакции при различных условиях позволил построить кинетическую схему люциферазной реакции, 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. Небольшая кинетическая схема в центре описывает всегда имеющее место окисление восстановленного флавинмононуклеотида кислородом – "кислородный шунт".

Рисунок 2.1.1 - Общая минимальная трехсубстратная кинетическая схема функционирования бактериальной люциферазы (В.В.Межевикин).

НАДH:ФМН-оксидоредуктаза поставляет в реакционную среду ФМНH2 – один из субстратов люциферазной реакции. До настоящего времени точно не известен механизм работы этого фермента. В последнем обзоре на эту тему (Tu, 2008) утверждается, что одиночная НАДPH-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 НАДH-редуктазы подобных данных о существовании ферментного комплекса нет. Более того, существуют литературные данные, приведенные в работе (Петушков и др., 1984), 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 НАДH нет. Квазистационарное приближение для редуктазы применимо, вследствие малого времени оборота фермента (Петушков и др., 1984). 

Кинетическая схема редуктазной реакции для механизма с замещением субстрата приведена на рисунке 2.1.2. 
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R – редуктаза; R' – редуктаза с протоном; N – НАДH; n – НАД; F – ФМНH2, f – ФМН

Рисунок 2.1.2 - Кинетическая схема функционирования НАДH:ФМН-оксидоредуктазы. 

2.1.2 Построение упрощенной математической модели функционирования биферментной системы 

Для описания люциферазной реакции по предложенной кинетической схеме требуется 17 дифференциальных уравнений, для описания работы редуктазной реакции - 5 уравнений. При таком большом общем количестве дифференциальных уравнений и входящих в них параметров чрезвычайно сложно провести реконструкцию величин этих параметров по кинетической кривой. Заранее можно сказать, что ее вид определяется в основном относительно небольшим числом параметров сопряженной реакции. Задача состоит в поиске этих параметров. 

Построение максимально простой математической модели, которая в основном воспроизводит существенные черты наблюдаемых кинетических кривых, требует введения предположения о существенных переменных системы и, кроме того, накладывает требования на условия проведения экспериментов, которые способствовали бы упрощению модели. Эти предположения и условия таковы:

1. начальная концентрация НАДH существенно меньше 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).

Тогда модель динамики свечения описывается системой дифференциальных уравнений:
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(1)

где N – НАДH, F0 – ФМН; F – ФМНH2; L0 – начальная концентрация люциферазы; L* - люцифераза с возбужденным хромоформ;  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)
Проверку качественного соответствия динамики свечения в построенной модели и экспериментальных данных, без сопоставления на данном этапе параметров модели с параметрами реакции в эксперименте проводили с  использованием программы Solver, встроенной в электронную таблицу Excel. Эта программа осуществляет минимизацию выбранной целевой функции, подбирая произвольное количество параметров при наличии необходимых ограничений. В качестве целевой функции была выбрана сумма квадратов разностей между экспериментальными значениями и модельным прогнозом. В процессе нахождения минимума невязки подбирались, при наличии ограничения на их неотрицательность, следующие три параметра модели:
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Типичный вид результата подбора параметров при различных условиях проведения реакции приведен на рисунке 2.1.3.
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Пунктирная линия - модельное решение, сплошная – экспериментальная кинетическая кривая
Рисунок 2.1.3 - Экспериментальная и модельная кривые свечения биферментной реакции НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза в растворе.

Легко видеть, что при наличии относительно удовлетворительного количественного соответствия (отклонение значений модельной кривой от экспериментальной не превышает 8 %), имеется существенное качественное расхождение. В контексте конечной цели 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. Так, например, при рассмотрении характера отклонения модельной и экспериментальной кривой, видно, что максимальное свечение в эксперименте достигался большее время, чем это следует из модели. Кроме того, кривая спада свечения в эксперименте имеет двухфазный характер, сначала падение интенсивности происходит быстрее, чем в модели, а затем наоборот. Подобный факт свидетельствует, что в формировании кривой на стадии падения интенсивности свечения принимают участие, по крайней мере, два механизма. Это может означать, что некоторые упрощающие предположения, принятые в модели не верны.

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. Отсюда следует необходимость проверить адекватность модельного описания биферментной системы путем прямого переноса в модель экспериментальных значений констант и концентраций. 

2.1.3 Анализ механизмов формирования кинетических кривых свечения

Параметры реакционной смеси

Исходя из условий проведения эксперимента был сделан расчет содержания субстратов и ферментов непосредственно в кювете: концентрация люциферазы в кювете равна 4*10-9 М, [НАДH] = 8,7(10-5 M, [ФМН] = 1,1(10-5 M, скорость потребления субстрата (НАДH) 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. 2.1.4). Это указывает на необходимость учета дополнительных реакционных процессов.
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Рисунок 2.1.4 - 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 2.1.5. Можно видеть, что учет временной инактивации люциферазы в модели позволяет воспроизвести качественные особенности кинетики биферментной системы. 

[image: image124.bmp]
Рисунок 2.1.5 - 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 полученных оценок модельных параметров. 

В качестве пробной сложной кинетики была выбрано поведение биферментной системы в присутствие хинона (Рис.2.1.6). 
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Рисунок 2.1.6 - Кинетика биферментной системы в присутствие различных концентраций хинона.

Для моделирования наблюдаемого отклика на хинон модель должна учитывать механизм действия хинона на биферментную систему. Ранее была высказана гипотеза о том, что 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.2.1.6). 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.2.1.7). Однако понижение интенсивности свечения после достижения максимального значения модель, построенная в рамках данной гипотезы, не описывает. Более того, при увеличении концентрации хинона интенсивность свечения после достижения максимального значения даже несколько возрастает. 

Таким образом, возникает необходимость рассмотрения других возможных механизмов реагирования биферментной системы на хинон. Ранее было показано, что в присутствие редуктазы скорость окисления хинонами молекул НАДH значительно выше по сравнению с неферментативным процессом (Кудряшева, 2004). Высказано предположение о недостаточно высокой специфичности редуктазы к ее субстрату (ФМН) и возможности катализа редуктазой реакции восстановления других окислителей, в частности хинонов (Кудряшева, 2004).
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Рисунок 2.1.7 - Кинетика свечения биферментной системы в присутствие хинона в модели, учитывающей окисление восстановленного флавина хиноном. Сплошная линия – контроль.

Тогда уменьшение интенсивности свечения после достижения максимального значения связано с тем, что в присутствии хинона возрастает активность редуктазы, что приводит к уменьшению концентрации НАДH в среде, и, как следствие, к снижению интенсивности свечения. В этом случае работу редуктазы можно описать следующей кинетической схемой (рис. 2.8): 


[image: image71]
R – редуктаза; R* – редуктаза с протоном; N – НАДH; FR – ФМНH2, 

F – ФМН; H – хинон

Рисунок 2.1.8 - Кинетическая схема функционирования НАДH:ФМН-

оксидоредуктазы при наличии дополнительного субстрата - хинона.

Для вывода квазистационарной скорости реакции по отношению к двум субстратам применен метод графов (Волькенштейн, 1975):
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Для упрощения анализа было принято, что α и β равны единице, тогда: 
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В этом случае модель биферментной системы в тех же обозначениях принимает следующий вид:
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Результаты численных расчетов модели (6) приведены на рисунке 2.1.9.


[image: image75]
(А) - вариант кинетики со специально подобранными значениями констант (см.текст); (Б) – типичная кинетика свечения.  Сплошная линия – контроль

Рисунок 2.1.9 - Кинетика свечения биферментной системы в присутствие хинона в модели, учитывающей использование хинона в качестве субстрата редуктазы.

Для этого варианта модели удается подобрать параметры и кинетические константы таким образом, что наблюдается ожидаемое уменьшение уровня свечения (Рис.2.1.6А). 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. 2.1.4, 2.1.6). При других значениях параметров, сохраняющих «горб» на кривой свечения, типичная кинетика имеет вид, представленный на Рис.2.1.6 (Б), который качественно не отличается от предыдущего варианта (Рис.2.1.7). Отсюда следует, что для объяснения наблюдаемого падения интенсивности необходимо учитывать другие механизмы. 

Один из путей воздействия экзогенных соединений на биолюминесценцию – взаимодействие их с ферментами биолюминесцентной системы реакций, которое может приводить к нарушению их каталитической активности. В работах Ветровой с соавторами показано, что в присутствие бензохинона наблюдается изменение таких флуоресцентных характеристик препаратов ферментов, как интенсивность, время жизни, а также спад анизотропии флуоресценции эндогенного флавина (Vetrova et al., 2005, 2007). Подобные изменения характеристик ферментов объясняются изменениями конформации ферментов в присутствие бензохинона. Таким образом, вероятным механизмом воздействия хинона 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 2.1.10 и 2.1.11. 


[image: image76]
А) – обратимое и Б) – необратимое ингибирование редуктазы; В) – обратимое и Г) – необратимое ингибирование люциферазы

Рисунок 2.1.10 - 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.  


[image: image77]
А) – обратимое и Б) – необратимое ингибирование редуктазы; В) – обратимое и Г) – необратимое ингибирование люциферазы

Рисунок 2.1.11 - Варианты кинетики свечения модельной реакции

при ингибировании ферментов продуктом восстановления хинона.

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.2.1.6) 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. 2.1.10 (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, 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 2.1.12. 
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Рисунок 2.1.12 - Кинетика свечения биферментной системы в модели, 

учитывающей использование хинона в качестве субстрата редуктазы и зависимость скорости формирования возбужденного комплекса от концентрации продукта восстановления хинона.

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.

Однако общий ход, форма кинетических кривых отличается от таковых в эксперименте. Для получения сходства форм кинетических кривых (эстетика соответствия) в модели комбинировали три вышеуказанных механизма: непосредственное восстановление хинона восстановленным флавином, обратимая инактивация редуктазы хиноном и обратимое ингибирование люциферазы продуктом восстановления хинона. Этот вариант модели имеет вид:
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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 2.1.13. Видно, что форма кинетических кривых в этом варианте модели хорошо соответствует экспериментальным данным (Рис.2.1.6). 
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Рисунок 2.1.13 -  Кинетика свечения биферментной системы в модели,

учитывающей восстановление хинона в результате редуктазной реакции, обратимую инактивацию редуктазы хиноном и обратимое ингибирование 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. 


2.2 Моделирование кинетики функционирования иммобилизованной биолюминесцентной системы светящихся бактерий 


2.2.1 Роль диффузии в функционировании иммобилизованной биферметной системы

Для описания работы иммобилизованных биолюминесцентных систем как действующего физического макета функционирования бактериальной биолюминесцентной системы in vivo была сформулирована теоретическая концептуальная модель, описывающая количественные зависимости выхода активности иммобилизованной биолюминесцентной системы от концентрации соединений, участвующих в реакции, срока хранения, вязкости среды иммобилизации с учетом химической природы среды, использованной для иммобилизации. Модель была использована для установления роли процессов диффузии в реакциях с использованием иммобилизованных компонентов биолюминесцентной  системы светящихся бактерий. Было проведено экспериментальное исследование динамики светоизлучения растворимой и иммобилизованной в крахмальный гель биферментной системы в связи с кинетикой диффузии молекул ФМН в ЭМкрахмал.

В работе использовали произведенный лабораторией бактериальной биолюминесценции Института биофизики СО РАН (Красноярск) комплект реактивов аналитической биолюминесценции (КРАБ), содержащий люциферазу из рекомбинантного штамма E.coli и НАД(P)H:ФМН-оксидоредуктазу из Vibrio fischeri. Один флакон КРАБа содержал 0,5 мг/мл люциферазы, 0,15 ед.активности НАД(Р)Н:ФМН-оксидоредуктазы и 0,2·10-4 ДТТ. Степень чистоты люциферазы 80%.

Для измерения биолюминесценции использовали биолюминометр Lumat LB 9507 (Berthold technologies, Германия). Оптическую плотность измеряли с помощью спектрофотометра UVIKON 943 (Kontron Instruments).

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 статистической обработки результатов использовали пакет прикладных программ ЕXCEL («Microsoft», США). Представленные экспериментальные данные получены в 3 сериях экспериментов, измерения каждой экспериментальной точки проводили не менее чем в 5 параллельных измерениях. Вычисляли среднее значение параметров биолюминесценции и стандартное отклонение. Ошибка экспериментов не превышала 15%.

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. 2.2.1). 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. 

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.
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Рисунок 2.2.1 - Динамика интенсивности свечения растворимой 

биферментной системы НАД(Р)Н:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза при различных концентрациях ФМН.

На Рис. 2.2.2 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. 

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 (рис. 2.2.3).

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.2.2.4).
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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 2.2.2 -  Максимумы интенсивности свечения биферментной системы при добавлении ФМН в виде раствора и иммобилизованного препарата с различным процентным содержанием крахмала.
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Рисунок 2.2.3 - Динамика интенсивности свечения биферментной системы НАДH:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза, иммобилизованной совместно с ФМН 

(10-4 М) в гели разной концентрации.
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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 2.2.4 - Максимумы интенсивности свечения биферментной 

системы при добавлении ФМН в виде раствора и иммобилизованного препарата с различным процентным содержанием крахмала.

Для оценки характерных времен диффузии иммобилизованных низкомолекулярных компонентов из мембраны в раствор мы использовали модельную систему: помещали мембрану с иммобилизованным ФМН (или ФМН, иммобилизованный 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. Временная динамика оптической плотности при диффузии иммобилизованного ФМН в раствор из диска во всех случаях имеет схожий вид: оптическая плотность растворов увеличивается в течение первых 5-8 минут, затем скорость роста замедляется и примерно через 20 минут от начала эксперимента достигается равновесное значение концентрации ФМН. 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. Поскольку в проведенных экспериментах, в течение 40 минут этого не происходит, то это означает, что этого времени недостаточно для вовлечения в диффузию глубокорасположенных молекул ФМН. Этим и объясняется уменьшение значения плато на временной динамике оптической плотности раствора. Достижение этого плато не означает достижения выравнивания содержания ФМН в мембране и растворе и достижение равновесного содержания ФМН. Это означает завершение выхода в раствор тех молекул ФМН, которые расположены в поверхностном и приповерхностном слоях мембраны. По-видимому, вовлечение в диффузию более глубоко расположенных молекул требует больше, чем 40 минут, в течение которых выполнялись измерения оптической плотности. В пользу это предположения говорит тот факт, что после 40-минутного пребывания в растворе буфера мембраны остаются все еще целыми. 

В результате проведенных экспериментов было показано, что характерное время диффузии ФМН из ЭМкрахмал, представляющей собой крахмальный диск, составляет 5-10 минут, после чего выход молекул ФМН из диска прекращается и не возобновляется в течение ближайшего часа. Закономерного влияния иммобилизованных в крахмальном диске ферментов на темпы диффузии ФМН не выявлено. То, 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 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. 

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, участвующим 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.

2.2.2 Моделирование процесса диффузии ФМН из гелевого диска

При помещении мембраны в раствор молекулы ФМН, расположенные внутри крахмального матрикса начинают выходить в раствор. Из общих соображений нужно предположить, что молекулы ФМН могут проникать обратно внутрь мембраны и связываться там. Процесс диффузии молекул в такой системе можно представить в виде схемы: 

[image: image125.bmp]
где X – "концентрация" связанных с гелем молекул ФМН, F – концентрация свободных молекул ФМН в растворе, M – "концентрация" вакантных для молекул ФМН мест в мембране, k1 и k-1 – константы скорости прямой и обратной реакции. 

Данная кинетическая схема описывается уравнением:
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Введем следующие обозначения:
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Решение уравнения имеет вид:
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где X0 – начальная "концентрация" связанных с гелем молекул ФМН. Функция f(t) описывает динамику молекул флавина. Используя эту функцию в качестве шаблона для подбора параметров в программе Solver пакета Excel можно оценить параметры исследуемого процесса по имеющимся экспериментальным данным. На рисунке 2.2.5 приведен типичный вид временной зависимости процесса высвобождения флавина из гелевой мембраны в эксперименте и в модели. 
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Рисунок 2.2.5 - Экспериментальная (точки) и модельная (линия) динамики высвобождения флавина из гелевого диска.
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[image: image100]  - ФМН, 
[image: image101]- ФМН совместно с ферментами

Рисунок 2.2.6 - Рассчитанные константы скорости выхода флавина 

из дисков, содержащих ФМН или ФМН совместно с ферментами.

Вычисленные значения константы скорости высвобождения флавина для дисков с разной концентрацией крахмала приведены на рисунке 2.2.6.

Во всех случаях константа равновесия не превышала искусственно принятое ограничение для программы нахождения минимума K=0,001. Это дает основание перейти к более упрощенной модели, в которой обратного процесса не происходит. Тогда кинетическая схема, описывающая выделение молекул из мембраны, имеет вид:
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Эта схема описывается простым уравнением:
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И для F будем иметь решение:
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Константы скорости реакции были вычислены по экспериментальным данным и отображены на рисунке 2.2.7.
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[image: image106]  - ФМН, 
[image: image107]- ФМН совместно с ферментами

Рисунок 2.2.7 - Рассчитанные по упрощенной модели константы 

скорости выхода флавина из дисков, содержащих ФМН или ФМН совместно с ферментами.

Константы скорости выделения ФМН убывают при увеличении содержания крахмала в геле. Отмечается, что в 3% геле константа несколько больше остальных значений. Этот результат ожидаем, поскольку молекулы ФМН встречают больше затруднений при выходе из мембран с большим содержанием крахмала. 

Однако оценка константы скорости высвобождения по всей кривой, включая довольно длительное плато, может приводить к понижению чувствительности метода, поскольку для мембран с разной концентрацией геля плато должно находиться примерно на одном уровне, при различии участков выхода на плато. Действительно, если взять экспериментальные значения оптической плотности первых 15-17 минут (когда динамическое равновесие в растворе еще устанавливается), то рассчитанные константы скорости будут будут иметь вид, представленный на рисунке 2.2.8. 

Даная гистограмма более точно отображает (ожидаемую) зависимость констант от содержания крахмала в геле. При этом более заметно различие между мембранами в которых был дополнительно иммобилизован фермент и мембранами без него. Присутствие фермента, как и ожидалось, уменьшает значение k1 , однако говорить о статистической достоверности еще рано, необходимы дополнительные измерения.
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Рисунок 2.2.8 - Рассчитанные константы скорости по начальным значениям 

кривых оптической плотности растворов, содержащих диски с разной концентрацией геля.

Итак, процесс высвобождения флавина из гелевой мембраны весьма удовлетворительно описывается простой моделью, допускающей аналитическое решение, что существенно упростит построение модели биферментной реакции в гелевом диске. Однако при построении модели собственно биферментной реакции в растворе обнаружились качественные расхождения в ходе модельной и экспериментальной кривых, что с большой вероятностью может указывать на существование неучтенных в модели процессов. Эти процессы могут быть вызваны либо присутствием комплекте КРАБ двух оксидо-редуктаз с различающимися свойствами, либо какими-либо иными компонентами, которые могут присутствовать в данном комплекте, имеющем относительно низкий уровень очистки оксидоредуктазного компонента. Кроме того, в рамках приведенных данных о начальных концентрациях компонентов реакции и активности редуктазы имеется расхождение с кинетикой свечения, которая демонстрирует более быстрое падение интенсивности. Для выяснения этих вопросов требуются дополнительные итерации во взаимодействии "эксперимент-модель".
Раздел 3. 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)

3.1 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 произведен первый набор на эту программу.

Результаты, полученные в студенческих работах, вошли в отчет по проекту либо будут представлены на следующих этапах выполнения проекта. 

За 2 года реализации проекта  было успешно защищено 9 дипломных работ по теме проекта (Табл 3.1):

Таблица 3.1.

 Дипломные работы по теме проекта

	№
	Ф.И.О.

студента
	Тема диплома
	Год

Защи-ты
	Научный руководитель

Ф.И.О., степень, звание, должность

	1.
	Кондик Анна Михайловна
	Исследование чувствитель- ности иммобилизованной биолюминесцентной бифер- ментной системы НАДН:ФМН- оксидоредуктаза - люцифераза к действию токсических веществ.
	2009
	Есимбекова Елена Николаевна, к.б.н., н.с. лаборатории фотобиологии ИБФ СО РАН

	2.
	Шманько Надежда Валерьевна
	Оценка токсичности воздушной среды с помощью биолюминесцентных тест-объектов
	2009
	Немцева Елена Владимировна, к.ф.-м.н., доцент кафедры биофизики, Институт фундаментальной биологии и биотехнологии, СФУ

	3
	Бука Нина Сергеевна
	Влияние вязкости и рН реакционной среды на кинетику бактериальной биферментной биолюминесцентной системы
	2009
	Суковатая Ирина Егоровна, к.б.н., доцент кафедры биофизики, зам. директора, Институт фундаментальной биологии и биотехнологии, СФУ

	4
	Тарасова Анна Сергеевна
	Биолюминесцентный мониторинг процессов детоксикациии растворов редокс-активных соединений гуминовыми веществами
	2009
	Кудряшева Надежда Степановна, д.ф.-м.н., профессор, профессор кафедры физической и неорганической  химии, Институт цветных металлов и материаловедения, СФУ

	5
	Алиева Роза Ришатовна
	Изучение спектров биолюминесценции и фотолюминесценции обелина при различных концентрация Са2+
	2009
	Кудряшева Надежда Степановна, д.ф.-м.н., профессор, профессор кафедры физической и неорганической  химии, Институт цветных металлов и материаловедения, СФУ

	6
	Брюховских Татьяна Викторовна
	Воздействие галоидсодержащих ксантеновых красителей на биолюминесцентные реакции различных организмов
	2009
	Кудряшева Надежда Степановна, д.ф.-м.н., профессор, профессор кафедры физической и неорганической  химии, Институт цветных металлов и материаловедения, СФУ

	7
	Васюнькина Елена Владимировна
	Действие радионуклидов на биолюминесцентные системы: роль перекисных соединений.
	2010
	Кудряшева Надежда Степановна, д.ф.-м.н., профессор, профессор кафедры физической и неорганической  химии, Институт цветных металлов и материаловедения, СФУ

	8
	Гульнов Дмитрий Валерьевич
	Исследование конформации компонентов биолюминесцентной реакции бактерий в вязких средах методами оптической спектроскопии.
	2010
	Немцева Елена Владимировна к.ф.-м.н., доцент, доцент кафедры биофизики, Институт фундаментальной биологии и биотехнологии, СФУ

	9
	Орлова Анна Валерьевна
	Влияние микроокружения на характеристики биферментной системы светящихся бактерий НАДН:ФМН-оксидоредуктаза -люцифераза.
	2010
	Есимбекова Елена Николаевна, к.б.н., н.с., лаборатории фотобиологии ИБФ СО РАН


В июне 2009 г. также успешно были защищены три магистерских диссертации по новым направлениям развития данного проекта:

1. Латынина Анастасия Аркадьевна, магистрант специальности «Новые материалы и технологии». Магистерская диссертации «Исследование спектров комбинационного рассеяния и инфракрасного отражения нанокомпозитов на основе алмазной и графеновой фаз» (руководитель - д.ф.-м.н. А.Н. Втюрин, научный наставник - д.ф.-м.н. П.И. Белобров) посвящена изучению оптических свойств наноалмазного композита, который испльзуется в настоящее время как депо лекарств  при операциях на животных. 

2. Знак Дмитрий Александрович, магистрант специальности «Приборостроение». Магистерская диссертации «Исследование магнитных свойств композита на основе алмазной и графеновой фаз» (руководитель - д.ф.-м.н. П.И. Белобров) посвящена изучению магнитных свойств наноалмазных композитов, которые имеют важные биологические и медицинские применения. 

3. Цегельник Сергей Сергеевич, магистрант специальности «Приборостроение». Магистерская диссертации «Исследование электрических свойств нанокомпозита на основе алмазной и графеновой фаз» (руководитель - д.ф.-м.н. П.И. Белобров) посвящена изучению электрических свойств наноалмазных композитов, которые эффективно применяются  в биологии и медицине.

Темы магистерских диссертаций, защищенных в  июле 2010г. по  направлению «Физика»: магистерская программа  010700.68.06 Биофизика: (рук. д.б.н., проф. Кратасюк В.А.) и магистерская программа  010700.68.06 Окружающая среда и человек:основы контроля и надзора»  (рук. д.б.н., проф. Кратасюк В.А.) представлены в таблице 3.2.

Таблица 3.2
Магистерские диссертации, защищенные в рамках проекта в 2010 году 

	ФИО магистранта
	ФИО руководителя
	Тема магистерской диссертации

	Корастилева Ксения Александровна
	Смирнова Ольга Валентиновна, проф., д.м.н.
	«Структурно-метаболические особенности лимфоцитов и нейрофилов у больных хроническим лимфолейкозом в зависимости от стадии заболевания»

	Бобылева Ксения

Аркадьевна
	Коваленко Виталий Владимирович,
 к.г.-м.н.
	«Радиационная обстановка а пойме реки Енисей в зоне наблюдения ФГУП «Горно-химический комбинат» :характеристика и динамика изменения»

	Воднев Юрий Алексеевич
	Кургуз Сергей Александрович, к.т.н.  
	«Влияние содержания радона внутри помещений на динамику мощности дозы гамма-излучения»

	Гетц Анна Николаевна
	Кургуз Сергей Александрович, к.т.н.  
	«Радоновыделение и радонопроницаемость природных материалов и грунтов различной влажности»

	Дрыгин Олег Викторович
	Печуркин Николай Савельевич,
 проф., д.б.н.
	«Контроль уровней электромагнитных полей ,создаваемых антеннами передающего радиотехнического объекта с использованием данных измерений анализатора спектра»

	Каталкина Людмила Леонидовна
	Григорьев Александр Иванович
	«Определение техногенной  составляющей в структуре индивидуальных доз облучения»

	Коваленко Светлана Геннадьевна
	Коваленко Виталий Владимирович 
к.г.-м.н
	«Структура и динамика доз медицинского облучения населения Красноярского края»

	Соколик Владимир Александрович
	Кургуз Сергей Александрович, к.т.н. 
	«Количественная оценка шумовых характеристик транспортных потоков на улично-дорожной сети г. Красноярска»


Кроме того, были успешно защищено 20 курсовых работ по теме проекта (табл.  3.3, 3.4 и 3.5):

Таблица 3.3.

Курсовые работы студентов 1-2 курса по теме проекта
	№
	Ф.И.О.
	Тема научной работы
	Год защиты
	Научный руководитель

	1
	Туманян Артур Геворкиевич
	Анализ технических модулей биосенсоров и алгоритмов программирования цифровых контроллеров
	2009
	д.ф.-м.н., проф.

Белобров П.И.

	2
	Якимов Антон Сергеевич
	Возможные интерфейсы между биологическими тканями и наноматериалами
	2009
	д.ф.-м.н., проф.

Белобров П.И.

	3
	Лукьяненко Кирилл Андреевич
	Модели и классификация биологических барьеров
	2009
	д.ф.-м.н., проф.

Белобров П.И.


Таблица 3.4.

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

	1
	Безруких Анна Евгеньевна
	Термостабильность и термоинактивация биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза в желатиновом геле
	2009
	К. б. н.,

Есимбекова Е.Н.

	2
	Арбузов Вячеслав Александрович
	Изучение структуры и свойств нанолмаза в композите
	2009
	д.ф.-м.н., проф.

Белобров П.И.

	3
	Архипова Валерия Владимировна
	Коррекция кривой динамики свечения бактерий Photobacterium phosphoreum при разведении бактериальной суспензии
	2009
	Д. ф. -м. н. ,проф. Кудряшева  Н.С., асп. М.А. Александрова 

	4
	Кудряшева  Галина  Александровна
	Влияние галоид-замещенных антраценов на биолюминесцентную реакцию бактерий
	2009
	К.ф.–м .н. доцент ИФБиБТ Немцева Е.В.

	5
	Авсиевич Татьяна Игоревна
	Анализ влияния дезинфицирующих средств на бактериальную биолюминесценцию in vivo и in vitro 


	2010
	 к.ф.-м.н., 

Немцева Е.В.

	6
	Туманян Артур Геворкиевич
	Разработка электронного модуля для микрофлюидного биочипа.


	2010
	д.ф.-м.н., проф.

Белобров П.И.

	7
	Черняев Вячеслав Андреевич
	Определение функционального состояния организма детей с заболеваниями ДЦП и сколиоза до и после занятия иппотерапией.


	2010
	д.б.н., проф. 

В.А. Кратасюк

	8
	Якимов Антон Сергеевич
	Проблемы создания ацетилхолинового биосенсора на основе люцифераз: теория и экспериментальные реализации биочипов
	2010
	д.ф.-м.н. Белобров П.И.


Таблица 3.5.

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

	1
	Орлова Анна Валерьевна
	Термодинамические характеристики биферментной системы светящихся бактерий НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза в крахмальном геле
	2009
	К. б. н.,

Есимбекова Е.Н.

	2
	Гульнов Дмитрий Валерьевич
	Анализ влияния вязких сред на спектрально-люминесцентные характеристики компонентов биолюминесцентной реакции бактерий
	2009
	К.ф.–м .н. доцент ИФБиБТ Немцева Е.В.

	3
	Денисов Иван Андреевич
	Коллективные электронно-колебательные состояния наночастиц, макромолекул и клеток
	2009
	Д. ф. -м. н. ,проф. Белобров П.И., к.б.н. В.В. Межевикин

	4
	Васюнькина  Елена Владимировна
	Роль свободных радикалов в водных растворах в процессе воздействия Аm-241 на биолюминесцентные системы
	2009
	Д. ф. -м. н. ,проф. Кудряшева  Н.С., ст. преп. Т.В. Рожко 

	5
	Арбузов Вячеслав Александрович
	«Изучение структуры и свойств наноалмаза  в композите»
	2010
	Д. ф. -м. н. ,проф. Белобров П.И.

	6
	Архипова Валерия 

Владимировна
	Влияние тритиевой воды (НТО) на свечение бактерий в присутствии гуминовых веществ.
	2010
	Д. ф. -м. н. ,проф. Кудряшева  Н.С.

	7
	Безруких Анна Евгеньевна
	Термостабильность и термоинактивация биферментной системы  светящихся бактерий НАДH:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза в желатине.
	2010
	К. б. н.,

Есимбекова Е.Н.

	8
	Кудряшева Галина Александровна
	Влияние галоид-производных  антрацена на биохимические реакции.
	2010
	К.ф.–м .н. доцент ИФБиБТ Немцева Е.В. 

	9
	Сутормин Олег Сергеевич
	Влияние глицерина и сахарозы на стабильность сопряженной ферментной системы НАД(P)H:ФМН-оксидоредуктаза -люцифераза.
	2010
	к.б.н., доцент

 И.Е. Суковатая, 


Заключены договора о сотрудничестве и проведении преддипломных, научно-производственных и научно-исследовательских практик со следующими российскими организациями: Институт биохимии и физиологии микроорганизмов им. Г.К. Скрябина РАН, Институтом биофизики СО РАН, НИИ биологии Иркутского госуниверситета, Факультетолм естественных наук Новосибирского госуниверситета, с ООО «Международный научно-производственный центр «ЭкоКонтинент».
3.2 Работа Научно-образовательного семинара по биохимической физике 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.   

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 по биохимической физике мы провели подготовку «Вэбинара», т.е. интернет семинара с сопровождением технологией Google «Образовании 2.0». Показана эффективность этого подхода для формирования современного научно-образовательного пространства по биохимической физике.


За 2 года реализации проекта преподавателями, студентами, магистрантами и аспирантами на семинарах сделано более 100 научных докладов. На семинарах были заслушаны доклады всех студентов кафедры биофизики, выполняющих исследования по темам проекта (таблицы 3.1 -3.5), а также научные исследования аспирантов и сотрудников кафедры биофизики.
3.3. 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.), «История и методология биологии и биофизики» (Кратасюк В.А., Суковатая И.Е., Свидерская И.В., Есимбекова Е.Н., Немцева Е.В., Барцев С.И., Самойлова А.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» (Суковатая И.Е.), «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.
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. 

Впервые для студентов 5 курса специальности «Биохимическая физика» был прочитан курс «Информационно-комуникационные технологии в естественнонаучных исследованиях». В 2009 г. по этому курсу был разработан Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМКД), который был внедрен в учебный процесс в 2010 г.

Применение информационно-коммуникационных технологий  в естественнонаучных исследованиях являются одним из важнейших условий успешного развития процессов информатизации общества в целом, поскольку именно в сфере науки и образования подготавливаются и воспитываются специалисты, которые формируют новую информационную научную среду общества. Сферы и способы использования информационных и телекоммуникационных технологий в естественнонаучных исследованиях весьма разнообразны и позволяют: менять характер развития, приобретения и распространения научных знаний; открывать возможности для обновления содержания обучения и методов преподавания; расширять доступ к общему и профессиональному образованию и др.

Дисциплина «Информационно-коммуникационные технологии в естественнонаучных исследованиях» относится к циклу М.3. ( профессиональный цикл (профильная (вариативная) часть) по направлению 010700 физика  укрупненной группы 010000 физико-математические науки. 

Целью изучения дисциплины является подготовка специалистов, способных решать вопросы применения информационно-коммуникационных технологий  с позиций системного подхода на основных этапах научно-исследовательской деятельности.   

ЭУМКД по дисциплине  «Информационно-коммуникационные технологии в естественнонаучных исследованиях» разработан согласно ФГОС ВПО 3 в рамках компетентносного подхода и отражает

· основы компетентностного подхода; 

· структура дисциплины; 

· ее связь с другими дисциплинами ООП;

· структура и методики преподавания теоретического курса, лабораторного практикума, курсового проектирования и самостоятельной работы студентов; 

· методические аспекты кредито-рейтинговой системы, а также промежуточной и итоговой аттестации; 

· литература и информационные источники.
Дисциплина «Информационно-коммуникационные технологии в естественнонаучных исследованиях» представляется тремя модулями, каждый из которых раскрывает определенные аспекты применения информационно-коммуникационных технологий в науке и образовании:

· модуль 1 – e-Science; формы применения, основные пути развития;

· модуль 2 – аспекты (организационные, методические, технические), связанные с применений технологий e-learning при организации образовательного процесса;
· модуль 3 – инструментарий и принципы совместных    исследований с использованием Интернет-технологий, т. н. Grid-технологии.
Укрупненные дидактические единицы дисциплины (модули и темы) сформированы таким образом, чтобы   создать у студентов представления о логически законченном, структурированном теоретическом материале.

 При этом содержание лекционного курса направлено на уяснение готовых знаний из устного источника (лектор), а вопросы, выносимые на самостоятельную работу, – на уяснение готовых знаний из литературы. Полный состав знаний (модули и темы), необходимых для уяснения теоретического материала, был приведен выше.

Приведенные в Методических указаниях по самостоятельной работе студентов различные источники для самостоятельной проработки вопросов в большинстве случаев не имеют конкретизации до уровня страницы или интернет-адреса. Такой подход направлен на формирование у студентов универсальных компетенций.
Процесс изложения лекционного курса должен сопровождаться презентационными материалами. В презентационных материалах представлены слайды, исходя из расчета от 6 до 15 на каждую лекцию. Слайды имеют характер постановочных, разъяснительных и систематизирующих. Наиболее эффективно представление презентационного материала на современных технических средствах обучения, таких как доски прямой и обратной проекции (SMART Board). Такие средства позволяют осуществлять пояснение при помощи специальных световых маркеров непосредственно на самой презентации и тут же, в случае необходимости, подгружать через сети Интернет/Интранет информационные ресурсы и электронные образовательные ресурсы.

Все компоненты ЭУКД размещены на сайте Электронной библиотеки СФУ http://lib.sfu-kras.ru/.
В 2010-2011 учебном году был введен новый курс «Современные проблемы биологии», построенный таким образом, чтобы ведущие ученые прочитали по 1-2 лекции по темам их собственных исследований. 

Курс «Современные проблемы биологии» призван обеспечить специальную подготовку в области биологии  и биофизики студентов магистратуры как второй ступени высшего профессионального образования. Основные его задачи:

– расширить профессиональный кругозор будущих специалистов высшей квалификации в предметной области биологических наук;

– углубить специальные знания магистрантов по наиболее актуальным вопросам современной биологии;

– закрепить в мировоззрении профессиональных биологов эволюционный и экологический подходы к анализу биологических феноменов, процессов и систем;
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Рис.3.1. Компоненты ЭУКД «Информационно-коммуникационные технологии в естественнонаучных исследованиях» размещены на сайте Электронной библиотеки СФУ http://lib.sfu-kras.ru/.

– ознакомить студентов магистратуры с наиболее актуальными направлениями современных биологических исследований и их прикладными аспектами.  

В программе курса нашли отражение основные на современном этапе направления и тенденции развития биологической науки. 

 Выбор рассматриваемых тем и разделов осуществлен в полном соответствии с ФГОС ВПО, утвержденным приказом Минобрнауки России от 04 февраля 2010 г. № 100. по направлению подготовки 020400 Биология (квалификация (степень) – магистр): актуальные проблемы, методологические достижения и перспективные направления наук о биологическом многообразии, физиологии, молекулярной и клеточной биологии, биологии развития, генетики, антропологии, экологии, теоретической биологии, эволюционной теории. Полученные в результате прохождения курса знания являются необходимыми для студентов магистратуры в целях успешного профессионального становления как специалистов высшей квалификации в области биологии. В результате освоения курса выпускник-магистр овладевает следующими компетенциями:


ПК-1: понимает современные проблемы биологии и использует фундаментальные биологические представления в сфере профессиональной деятельности для постановки и решения новых задач.


ПК-2: знает и использует основные теории, концепции и принципы в избранной области деятельности, способен к системному мышлению. 


ПК-3: самостоятельно анализирует имеющуюся информацию, выявляет фундаментальные проблемы, ставит задачу и выполняет полевые, лабораторные биологические исследования при решении конкретных задач по специализации с использованием современной аппаратуры и вычислительных средств, демонстрирует ответственность за качество работ и научную достоверность результатов. 

Тематический план курса лекций «Современные проблемы биологии» представлен в таблице 3.6.

Таблица 3.6

Тематический план лекций «Современные проблемы биологии» - 2010 
	Дата/время
	Лектор
	Тема лекции

	18 октября 
	Проф. Сорокин Н.Д.


	Новые представления о роли микроорганизмов в эволюции и круговороте вещества в биосфере

	18 октября
	Проф. Зобова Н.В.


	Тотипотентность растительной клетки и современные возможности ее использования

	22 октября 
	Проф. Сорокин Н.Д.


	Эволюция функциональных процессов наземных комплексов микроорганизмов.

	
	Проф. Зобова Н.В.


	Современные проблемы создания и использования генмодифицированных растений.

	25 октября
	Проф. Шишацкая Е.И.


	Биология клетки в культуре; проблемы  и потенциал тканевой инженерии

	25 октября
	Проф. Миронов П.В.


	Современные физико-химические методы исследования клеточные метаболитов и макромолекул

	29 октября
	Проф. Шишацкая Е.И.
	Роль клеточных культур в биотехнологии

	
	Проф. Миронов П.В.
	Современные физико-химические методы исследования клеточных метаболитов и макромолекул

	01 ноября 
	проф. В.С.Бондарь
	Детонационные наноалмазы – новые наноматериалы и нанотехнологии для биологии и медицины

	01 ноября
	Савченко А.А.
	ВИЧ-инфекция. Этиология, эпидемиология, молекулярно-клеточные механизмы патологических процессов.

Достижения иммунологии в лечении ВИЧ-инфекции.

	5 ноября
	Савченко А.А.
	ВИЧ-инфекция. Этиология, эпидемиология, молекулярно-клеточные механизмы патологических процессов.

Достижения иммунологии в лечении ВИЧ-инфекции.

	8 ноября
	Инжеваткин Е.В.
	Современные проблемы антропогенеза

	8 ноября
	Cавченко А.А.
	Молекулярные механизмы функциональной активности лимфоцитов

	13 ноября
	Инжеваткин Е.В.
	Современные проблемы антропогенеза

	15 ноября
	Титова Н.М.
	Свободные радикалы в биологических системах

	15 ноября
	Барон А.В.
	Успехи биологии и прогресс в медицине

	19 ноября
	Смирнова О.В.
	Мутация клеток, как один из механизмов возникновения онкологических заболеваний

	22 ноября
	Смирнова О.В.
	Мутация клеток, как один из механизмов возникновения онкологических заболеваний

	22 ноября
	Проф. Барцев С.И.
	"Биофизика и жизнь: опыт выделения сущности живого с точки зрения биофизики"

	26 ноября
	Проф. Белобров П.И.
	Современная экология и количественная биология

	29 ноября
	Задереев Егор Сергеевич
	Презентация результатов проектов, выполненных в Институте биофизики СО РАН при поддержке Краевого фонда науки

	
	
	

	3 декабря
	Межевикин В.В.
	Молекулярное моделирование и конструирование биологически активных веществ с заданными свойствами на основе нейросетевых алгоритмов

	6 декабря 
	зачет


	Волова Т.Г. или Прудникова С.В. 

Модуль 1 кафедра Биотехнологии

	6 декабря 
	зачет
	Титова Н.М., Савченко А.А. 

Модуль 2 кафедра Медицинской биологии

	10 декабря
	зачет
	Кратасюк В.А., Межевикин В.В.

 Модуль 3 кафедра биофизики


Новая форма проведения занятий, с применением современных ИК-технологий, была использована при чтении курса лекций «Прикладная и инженерная биофизика и биотехнология» (к.ф.-м.н., доцент Немцева Е.В.). Время освоения этой дисциплины студентами 5-го курса специальности «Биохимическая физика» совпало с проведением Международной научной школы «Магистральные направления промышленной и пищевой биотехнологии XXI века: анализ и прогнозы». Школа проводилась в виде интернет-конференции на базе научной социальной сети AllScience (http://www.allscience.ru/BioSchool2010/) при поддержке Министерства образования и науки России, Федерального министерства научных исследований и образования Германии, Агентства Будущего Земли Бранденбург(ZAB), Некоммерческого партнерства «Аналитический центр международных научно-технологических и образовательных программ (МНиОП)», Института биохимии  им. А.Н. Баха РАН (ИНБИ РАН), Негосударственного образовательного учреждения высшего профессионального образования Московский технологический институт «ВТУ». Это позволило студентам в рамках курса «Прикладная биофизика» прослушать интернет-лекции ведущих специалистов в области промышленной биотехнологии России и Германии, поучаствовать в вебинарах (интернет-семинарах) по актуальным проблемам этой отрасли. Таким образом, произошло не только освоение научных основ предмета, но и «из первых рук» были получены знания о современном состоянии био-индустрии в России и мире. Для улучшения эффективности обмена информацией между студентами и преподавателем и предоставления каждому студенту возможности вырабатывать индивидуальный режим работы по данному предмету Немцевой Е.В. была создана страница «Прикладная биотехнология» на своем профессиональном сайте на портале ProfessorJuornal.ru (http://nemtseva.professorjournal.ru/22). Сайт, созданный при поддержке Благотворительного фонда В. Потанина (индивидуальный грант Немцевой Е.В. по программе «Преподаватель онлайн»), содержит все необходимые методические материалы для освоения курса и позволяет студентам не только отслеживать собственную успеваемость, получать оперативную информацию учебно-методического и организационного характера, но и в удобном режиме предоставлять свои зачетные работы, задавать преподавателю вопросы.
3.4. Разработка специальных практикумов по темам проекта  

На основе новых результатов, полученных по проекту, начато усовершенствование разработанных ранее практикумов путем введения новых разделов. К разработке и проведению Биофизического практикума и Спецпрактикума привлечены не только преподаватели кафедры, но аспиранты и магистры кафедры, стажеры-исследователи и даже студенты. Разработаны новые лабораторные работы, которые выполнялись студентами, в том числе и на новом современном оборудовании Центра коллективного пользования приборами НОЦ «Енисей», одна из лабораторий которого расположена на кафедре биофизики, а также на современном оборудовании, закупленном  в СФУ. Примером является освоение студентом 4 курса Денисовым И.А. Анализатора кинетики быстрых реакций (Stopped-flow SX-20) под руководством к.б.н. Межевикина В.В., выполнение исследований по курсовой работе на этом приборе, а также подготовка лабораторных работ для практикума. Другой пример, участие двух студентов 2 курса Якимова А. и Туманяна А. в запуске Автоматической дозирующей станции ЕpMOTION 5075 LH.

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 кафедры биофизики. 

Активное использование технологий e-Science позволяет сегодня исследователю кардинально изменять методику проведения научных экспериментов, используя приборную базу, интегрированную с информационными и компьютерными измерительными технологиями и обеспечивающую одновременно территориальное распределение рабочих групп; удаленный доступ к научному оборудованию, вычислительным и информационным ресурсам.

Относительно недавно появилась возможность на сколько угодно больших расстояниях от объекта исследований фиксировать необходимые исследуемые параметры, а так же управлять объектом исследования, в т. ч. в многопользовательском режиме (Комаров, Сарафанов, 2009; Глинченко и др. 2008, 2009 а). В техническом и организационном планах это позволило реализовывать распределенную схему доступа к уникальным научным приборам и стендам, функционирующим на базе ИКТ (Глинченко и др., 2009 б).

Уровень современного ученого обусловлен сегодня не только профессионально-профилированными компетенциями, но и специальными, интегрированными с информационными и компьютерными технологиями и построенными на основе технологий e-Science. Поэтому, немаловажным является использование e-Science при подготовке магистров и бакалавров, переподготовке специалистов и т. д., что является очевидным, т. к. к компетенциям современных магистров и бакалавров относится:

· получение знаний, составляющих основу научных представлений об информации, информационных процессах, системах, технологиях и моделях в научных исследования конкретной научной области исследования; 

· овладение умениями работать с различными видами информации с помощью компьютера и других средств ИКТ, что особенно актуально в области биофизики из-за неоднородности объектов исследования (от биомолекул и клетки до популяционного уровня, биосферы и ноосферы);

· развитие познавательных интересов, интеллектуальных и творческих способностей средствами ИКТ; 

· выработка навыков применения средств ИКТ в повседневной жизни, при выполнении индивидуальных и коллективных проектов, в первую очередь научных и т.д. 

Таким образом, при применении e-Science в естественнонаучных исследованиях для таких междисциплинарных направлений как биофизика особенно актуальным является одновременное использование:

· уникального научного оборудования для биофизических экспериментов, функционирующего на базе ИКТ; 

· технологий и подходов e-Science в части организации доступа к научному, образовательному контенту и т. д. для пользователей различного уровня – от студентов, аспирантов до преподавателей и научных сотрудников.

При этом, наиболее перспективным является развитие имеющихся и разработка новых систем, обеспечивающих проведение удаленных исследований биологических объектов во многопользовательском режиме, позволяющих организовать как одновременное изучение образца различными пользователями на основе собственной траектории исследований, так и совместное исследование объекта группой ученых. Подходы к автоматизации экспериментальных научных и учебных экспериментальных исследований на базе многопользовательских распределенных измерительно-управляющих систем (РИУС), а также методы повышения их эксплуатационных характеристик рассмотрены авторами ранее в (Комаров, Сарафанов, 2009; Дектерев и др., 2010)]. 

Для удаленного управления экспериментальными установками, на основе выполнения ряда исследовательских работ (Комаров, Сарафанов, 2009; Глинченко и др., 2009 а) и в рамках выполнения проекта  была разработана, апробирована и внедрена в практику унифицированная схема построения распределенного сетевого учебно-исследовательского web-портала, как совокупности сетевых лабораторий (Глинченко и др. 2008, 2009 б) (рис. 3.2). Центральным ядром учебно-исследовательского web-портала является сервер, на котором располагается специализированное программное обеспечение, выполненное виде web-среды, обеспечивающее организацию регламентированного доступа к контенту, управление научным и образовательным процессами в области life science. К данному серверу подключаются измерительные ПЭВМ, на которых располагается, обеспечивающие управление базами данных (БД), макетами, установками, приборами и т. п., серверное измерительное ПО. 

Современный уровень развития информационно-телекоммуникационных технологий позволяет поднять процесс обучения на более высокий качественный уровень, в том числе эффективно модернизировать устаревшую лабораторную базу посредством создания автоматизированных лабораторных практикумов (АЛП), в частности с удаленным доступом (УД) Разработка таких практикумов осуществляется на базе компьютерных измерительных технологий. В настоящее время на базе унифицированных компьютерных технологий разработано достаточно много систем измерения физических параметров объектов и обработки полученных данных на ПЭВМ.

При этом, к измерительным ПЭВМ могут быть подключены как уникальные лабораторные установки и приборы, которые управляются непосредственно через ПЭВМ, так и специализированные аппаратно-программные комплексы, созданные на основе компьютерных измерительных технологий (КИТ) с применением унифицированных аппаратно-программных решений. В частности, сегодня в России получили широкое применение в учебном процессе технологии корпорации National Instruments (NI), позволяющие использовать персональный компьютер в качестве измерительного комплекса. Такие приборы обеспечивают интерактивное взаимодействие обучаемого с исследуемым объектом, позволяют в многопользовательском режиме проводить все необходимые исследования в рамках лабораторного практикума. В 2010 году начались и проводятся работы по созданию виртуального практикума на основе оборудования и программ фирмы National Instruments.
В рамках реализации проекта приобретение практических навыков работы с современным лабораторным оборудованием, знакомство с современными методами и средствами автоматизации научных и учебных экспериментальных исследований было реализовано  на основе аппаратно-программных комплексов как с удаленным доступом (АПК УД) – «Электропроводность биологических объектов», так и функционирующих в локальном режиме – АПК «Аудиометр». 

Дистанционное управление автоматизированным лабораторным макетом и выполнение лабораторных исследований осуществляется посредством взаимодействия пользователя с виртуальным лабораторным стендом, запуск которого осуществляется в автоматическом режиме.

Функциональные возможности автоматизированного лабораторного макета (АЛМ) «Электропроводность биологических объектов» (рис. 3.2) и комплекса специализированного программного обеспечения позволяют исследовать зависимости электропроводности (активной и реактивной составляющей сопротивления) от частоты образцов биологических объектов, имеющих различную степень термообработки в режиме многопользовательского удаленного доступа по сетям Интернет/Интранет. Подключение к автоматизированному лабораторному макету осуществляется в режиме многопользовательского удаленного доступа по сетям Интернет/Интранет. 
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Рисунок 3.2 - Виртуальный лабораторный стенд  «Электропроводность биологических объектов»
Помимо описанного выше АЛМ «Электропроводность биологических объектов» авторской группой был разработан АЛМ «Аудиометр» (рис. 3.3–3.4,) который позволяет выполнять измерения: 

· зависимостей наименьшей интенсивности звука, которая воспринимается человеческим ухом от частоты для моноурального и биурального слуха (определение порогов слышимости); 

· зависимости интенсивности звука соответствующей определенному уровню громкости от частоты (измерение кривых равной громкости); 

· чувствительности слуховой системы к минимальному изменению силы звука (определение разностных порогов громкости); 

· чувствительности слуховой системы к минимальному изменению частоты звука (определение разностных порогов частоты).
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Рисунок 3.3 - Лицевая панель аудиометра.
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Рисунок 3.4 - Аудиометр в режиме измерения частотных характеристик.

И хотя данный АЛМ функционирует в локальном (не удаленном) режиме, результаты измерения доступны в т. ч. в режиме off-line. 

Описанные выше возможности АЛП УВД используются при подготовке бакалавров и магистрантов по направлениям «Физика», «Биология». 
Использование АЛМ  позволило выстроить лабораторный практикум  в институте как полноценное, современное научное исследование с соблюдением методологи, обязательной формулировкой проблемы, целей, задач работы, гипотезы, а также выводов по результатам проведенного исследования. Функционал АЛМ  дает возможность проведения удаленного эксперимента, обработку полученных результатов в распределенных группах, обсуждение полученных результатов в режимах on-/off-line, оформления каждой лабораторной работы как мини-статьи в научной литературе. 

Таким образом, использование АЛМ должно стать первым шагом в использовании бакалаврами и магистрами инструментария e-Science в рамках их научно-исследовательских работ, в том числе и практик, и позволяет решать целый ряд задач, связанных с внедрением современных ИКТ в научно-исследовательскую и образовательную деятельность в области биофизики.
3.5. 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, в которых зафиксированы все модификации учебных курсов, подготовленных на базе научных результатов проекта. 
В учебном процессе используются следующие УМКД:

· «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).


УМКД устроены по одной схеме. На примере УМКД «Фотобиофизика» покажем структуру. 

УМКД «Фотобиофизика» (авторы: Кратасюк В.А.,. Суковатая И.Е, Есимбекова Е.Н., Немцева Е.В., Кудряшева Н.С., Межевикин В.В., Свидерская И.В.) представляет собой комплекс методических пособий, лекций, видео- и аудиоматериалов, тестовых заданий. Все компоненты УМКД «Фотобиофизика» подготовлены по гипертекстовой технологии и представляют собой электронные сетевые ресурсы Научной библиотеки СФУ. Доступ к электронным версиям УМКД «Фотобиофизика», изданным Издательско-полиграфическим комплексом СФУ, организуется через Электронный каталог НБ СФУ: литература по естественным и гуманитарным наукам (http://liber.library.krasu.ru/phpopac/elcat.php) или Электронный каталог НБ СФУ: литература по техническим наукам (http://lib.sfu-kras.ru/news/messages/09_02_15.php) (рис. 3.4) 
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Рисунок 3.5 - Электронный каталог НБ СФУ: литература по техническим 

наукам, УМКД «Фотобиофизика».

В ходе выполнения проекта внедрение и модернизация УМКД «Фотобиофизика» осуществляется при проведении занятий для студентов 4 курса специальности «Биохимическая физика», а также при организации самостоятельной работы студентов, которые имеют доступ к следующим постоянно обновляющимся компонентам УМКД как через базы Научной библиотеки СФУ, так и на сайте Института фундаментальной биологии и биотехнологии (www.bio.sfu-krаs.ru):

Фотобиофизика [Электронный ресурс]: электронный учебно-методический комплекс по дисциплине «Фотобиофизика», включающем учебную программу, учебное пособие, методические указания по самостоятельной работе, контрольно-измерительные материалы «Фотобиофизика. Банк тестовых заданий» (http://btn.sfu-kras.ru/ebibl/umkd/141/). 

Фотобиофизика: учебная программа дисциплины  содержит тематический план занятий (модули, темы, виды занятий по дисциплине и их объем в зачетных единицах/часах), методические материалы по дисциплине, график учебного процесса и самостоятельной работы. Является сетевым ресурсом научной библиотеки СФУ - http://library.krasu.ru/ft/ft_lib/_umkd/141/u_program.pdf
Фотобиофизика: электронное учебное пособие рассматривает основные закономерности и механизмы действия света на биологические системы различной сложности и организации, которые лежат в основе многих фотобиологических явлений. Приведены классификация и характеристика фотофизических и фотохимических стадий основных фотобиологических процессов ( http://btn.sfu-kras.ru/ebibl/umkd/141/u_course.pdf).

Фотобиофизика: методические указания по самостоятоятельной  работе содержат структуру, методику, задания для самостоятельной работы, которые помогут студентам закрепить и получить новые знания по курсу этого направления биофизики (http://btn.sfu-kras.ru/ebibl/umkd/141/u_sam.pdf).

Фотобиофизика. Презентационные материалы: теоретического курса «Фотобиофизика» (http://btn.sfu-kras.ru/ebibl/umkd/141/presentation.ppt).

УМКД «Фотобиофизика» предназначен для студентов направления подготовки магистров 010700.68 «Физика» укрупненной группы 010000 «Физико-математические науки», а также для преподавателей, ведущих учебные занятия по дисциплине. После каждой изученной темы студенту предлагается проверить уровень усвоения пройденного теоретического материала. Для этого после каждой темы выполняют тестовые задания с помощью специальной тестовой программы UniTest по разработке мультимедийных  электронных образовательных ресурсов ИАД СФУ.

В ходе использования УМКД преподаватели корректируют текст учебного пособия, тестовые задания, презентационные материалы, тематику лекций и семинаров на основе опыта внедрения УМКД в учебный процесс, а также с учетом новых результатов, полученных в ходе выполнения проекта.

3.6. Организация студенческих конференций.

Участниками проекта дважды была организована работа секции «Биофизика» на Межвузовских региональных научных конференциях студентов, аспирантов и молодых учёных-физиков НКСФ-XXXVIII (2009 г.) и НКСФ-XXXIX (2010 г.), которые проходят в рамках Дней Физики в СФУ. В конференциях приняли участие студенты 3-5 курсов, по теме проекта было представлено всего 13 докладов, в том числе:

1. Ронжин Н.О., Харин К.А. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 4 курс) О возможности создания индикаторной тест-системы многоразового действия с использованием комплекса наноалмаз-люцифераза и полимерной матрицы (2009 г., премия НОЦ "Исследовательская кафедра биофизики" за II место).

2. Архипова А.А. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 3 курс) Распределение стабильных и радиоактивных элементов по компонентам водных растений реки Енисей (2009 г.).

3. Безруких А.Е. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 3 курс)Термостабильность и термоинактивация биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза в желатине (2009 г., грамота за I место).

4. Васюнькина Е.В. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 4 курс) Роль свободных радикалов в водных растворах в процессе воздействия Аm-241 на биолюминесцентные системы (2009 г.).

5. Кондик А.М. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 5 курс) Экспресс-способ биотестирования острой токсичности водных растворов (2009 г., грамота за III место).

6. Орлова А.В. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 4 курс) Разработка стабильного многокомпонентного иммобилизованного реагента для биолюминесцентного анализа (2009 г.).

7. Шманько Н.В. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 5 курс) Оценка токсичности воздушной среды с помощью биолюминесцентных тест-объектов (2009 г., грамота за III место).

8. Безруких А.Е. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 4 курс), Термостабильность и термоинактивация биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза- люцифераза в желатине (2010 г., грамота за II место).
9. Орлова А.В. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 5 курс), Разработка стабильного многокомпонентного иммобилизованного реагента для биолюминесцентного анализа (2010 г.).
10. Бука Н.С. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, магистр) Кинетика бактериальной биферментной биолюминесцентной системы в вязких средах. (2010 г.).

11. Кудряшева Г. А. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 4 курс)  Влияние на биохимические реакции и взаимодействие с белками галоид-производных антрацена (2010 г.).
12. Сутормин О.С. (ИФБиБТ СФУ, кафедра биофизики, 4 курс) Влияние глицерина и сахарозы на стабильность сопряженной ферментной системы НАД(P)H:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза (2010 г.).
13. Тарасова А. С. (кафедра физической и неорганической химии ИЦМиМ, аспирант) Изучение влияния гуминовых веществ на общую и окислительную токсичность растворов окислителя (2010 г.).
1 – 4 июня 2010 г. 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.

28 октября 2010 г. усилиями руководителя проекта проф. В.А. Кратасюк была организована встреча студентов, магистрантов и аспирантов – участников проекта с директором французской коммерческой фирмы NovoCIB Л.А. Балакиревой. На встрече студенты сделали презентации своих работ и получили грамотную оценку специалиста о возможностях коммерциализации своих разработок. В настоящее время СФУ подписал с фирмой NovoCIB договор о сотрудничестве.
3.7. Участие студентов и молодых ученых в научных конференциях и стажировках. 


Результаты исследований по теме проекта докладывались на разного уровня научных конференциях,  а именно:

1). XV Всероссийская конференция студентов физиков и молодых ученых ВНКСФ-15, г.Томск-Кемерово, 2009 г.

· Александрова М.А., Сравнение эффектов Am-241, U-(235+238) и H-3 на биолюминесцентные системы (диплом в секции «Биофизика, медицинская физика»)

· Гагаркина Г.С., Влияние галогенидов калия на флуоресцентные характеристики ферментов бактериальной биолюминесценции 

· Гульнов Д.В., Анализ влияния состава вязких сред на компоненты биолюминесцентной реакции методами флуоресцентной спектроскопии (диплом в секции «Биофизика, медицинская физика»)

· Денисов И.А., Методы имитационного моделирования ферментативной кинетики доя создания лаборатории на чипе (диплом в секции «Биофизика, медицинская физика»)

· Архипова А.В., студентка 4 курса, Изучение и сопоставление основных видов водных растений реки Енисей, произрастающих в зоне влияния Горно-химического комбината и фоновом (контрольном) районе (диплом в секции «Физика и экология»)

· Орлова А.В., Разработка биолюминесцентного метода определения тяжести заболевания онкологических больных
· Тарасова А.С., Биолюминесцентный мониторинг процессов детоксикации редокс-активных соединений гуаминовыми веществами 
2). III региональная научная конференция по биологии «Современные проблемы биологии: успехи научной молодежи», Красноярск, ИФБиБТ СФУ, 2009 г.

· Шманько Н.В., Применение биолюминесцентных биотестов для анализа загрязнения воздушной среды

· Васюнькина Е.В., Роль свободных радикалов в водных растворах в процессе воздействия Am-241 на биолюминесцентные системы

· Ронжин Никита Олегович и Харин Константин Александрович, Изучение возможности создания стабильной люминесцентной тест-системы многоразового действия на основе комплекса наноалмаз-люцифераза и полимерной матрицы;

3). 73-я итоговая студенческая научно-практическая конференция с международным участием имени профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого, посвящённая 100-летию со дня рождения академика Л.В. Киренского, Красноярск, 2009 г. 

· Орлова А.В., Разработка билюминесцентного метода определения тяжести заболевания онкологических больных, ГМУ (1 место на секции «Онкология и лучевая терапия», 3 место на секции «Медицинская и биологическая физика»)

4). XVI Международная научная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов», Москва, 2009 г.

· Гульнов Д.В., Спектрально-люменесцентные свойства компонентов биолюминесцентной реакции бактерий в вязких средах
5). Пятая Юбилейная молодежная научно-практическая конференция «Ядерно-промышленный комплекс Урала: проблемы и перспективы»  

· Александрова М.А. Сравнение эффектов Am-241, U-(235+238) и H-3 на биолюминесцентные системы

6). XIV Международная экологическая студенческая конференция (МЭСК–2009) «Экология России и сопредельных территорий» с элементами молодёжной научной школы, Новосибирск, 30 октября – 1 ноября 2009. 

· Шманько Н.В. Биотестирование атмосферного воздуха с помощью биолюминесцентного иммобилизованного реагента

7). III Международный молодежный конгресс «Санкт - Петербургские научные чтения-2009» К 160-летию академика И.П.Павлова

·  Кудряшева Г.А. Взаимодействие галогенированных антраценов с бычьим сывороточным альбумином

8). ХIII International School for Young Scientists and Students on Optics, Laser Physics & Biophotonics Saratov Fall Meeting – SFM’09

· Oleg S. Sutormin, poster “Effect of organic solvent on kinetic of coupled bioluminescent system” September 21 - 24, 2009, Saratov, Russia.

· Nina S. Buka, joint oral “Effect of viscosity of reaction media on kinetic parameters of coupled bioluminescent system” and poster “Effect of organic solvent on kinetic of coupled bioluminescent system” September 21 - 24, 2009, Saratov, Russia.

9). English Language Intensive Training (ELIT), организованная CRDF, 28 июня – 18 июля 2009 года, г. Ярославль
· Гульнов Д.В.

· Орлова А.В.

10). XIII Европейская конференция по спектроскопии биологических молекул 2009, «BOOK OF ABSTRACTS», Университет Палермо, Италия, 2009 

· M.G. Fomina, Delayed luminescence spectroscopy of erythrosine B in the presence of bacterial bioluminescence enzymes

11) Международный симпозиум по биолюминесценции и хемилюминесценции (г.Лион, Франция), 19-22 апреля 2010 г. 

· Denisov I.A., Mezhevikin V.V., Belobrov P.I. Imitation modelling concept for processing the signals of luciferase-based bioassay 
· Alexandrova M., Rozhko T., Badun G., Bondareva L., Vydryakova G., Bolsunovsky A., Kudryasheva N. Effect of Tritium on Growth and Luminescence of P.Phosphoreum 

· Tarasova A.S., Fedorova E.S., Kudryasheva N.S. General and oxidative toxicity of oxidizer in the presence of humic substances. Bioluminescent monitoring 

· Kudryasheva N.S., Kirillova T.V., Vasyunkina E.V. Classification of effects of Exogenous compounds on Bioluminescent Assay Systems 

· Belogurova N., Kudryasheva N. Fluorescence Peculiarities of Discharged Photoprotein Obelin 

· Alexandrova M., Rozhko T., Kudryasheva N., Vydryakova G., Bolsunovsky A. Effect of Americium-241 on luminous bacteria 

· Esimbekova E., Kondik A., Kratasyuk V. Bioluminescent module of biosensor for ecological bioassay 
· Esimbekova E., Bezrukikh A., Orlova A., Kratasyuk V. Еnzyme-based bioluminescent biosensors: mechanisms of biological module stabilization 

· Nemtseva E.V., Gulnov D.V., Esimbekova E.N. Kratasyuk V.A. Fluorescence of the components of bacterial bioluminescent reaction in viscous media: a model of in vivo conditions 

· Nemtseva E.V., Gulnov D.V., Gerasimova M.A. Photophysical characteristics of flavinmononucleotide in viscous media 

· Kudryasheva G.A., Nemtseva E.V. Effect of halogenated antracenes on bacterial bioluminescent reaction 
· Belogurova N.V., Kudryasheva N.S. Fluorescence Characteristics of Discharged Photoprotein Obelin 

12) XVI Всероссийской научной конференции студентов физиков и молодых ученых ВНКСФ-16, г.Волгоград, 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 биолюминецентного анализа

· Тарасова А.С., Биолюминесцентный мониторинг процессов детоксикации редокс-активных соединений гуаминовыми веществами 

13) XVII Международная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов» Москва, 12-15 апреля 2010г.

· Васюнькина Е. В., Александрова М.А. Роль перекисных соединений при воздействии радионуклидов на биолюминесцентные системы

· Александрова М.А. Сравнение воздействия альфа- и бета-излучателей на жизнедеятельность люминесцентных бактерий

· Кудряшева Г.А. Биологический эффект галогенированных антраценов на биохимические процессы

14) X Международная научно-практическая конференция «Интеллект и наука, 28-29 апреля, г.Железногорск

· Аспирант Александрова М.А. заняла 2-е место в секции Актуальные проблемы биологии и экологии

15) XIV. International Symposium on Luminiscence Spectrometry, Прага, Чешская республика 13-16 июля 2010 г.

16) The 5th Central European Conference – Chemistry towards Biology (CtB2010), Примоштен, Хорватия, 8-111 сентября 2010 г.
· Alexandrova M.A. Effect of radionuclides on luminous bacteria.
· Kudryasheva G.A. Biological effect of halogenated anthracenes on biochemical processes
17) Международная конференция молодых ученых «Проблемы экологии» Чтения памяти профессора Михаила Михайловича Кожова, 20-25 сентября 2010, г. Иркутск.

· Александрова М.А., Бондарева Л.Г., Выдрякова Г.А., Кудряшева Н.С Исследование радиотоксичности тритий-содержащих растворов биолюминесцентным методом.
· Тарасова А.С., Кудряшева Н.С. Биолюминесцентный мониторинг детоксикации гуминовыми веществами растворов неорганического окислителя.

18) Всероссийская научная конференция с международным участием «Гуминовые вещества в биосфере». Санкт-Петербург 1-4марта 2010г.

· Тарасова А.С., Кудряшева Н.С. Изучение процессов детоксикации гуминовыми веществами растворов металлов переменной валентности на примере феррицианида калия.

Студентка 5 курса Кондик А.М. стажировалась  на Байкальской биологической станции Института биологии при Иркутском государственном университете, где выполняла сравнительное исследование чувствительности разных биотестов, включая биолюминесцентные.  

Кроме того, студенты и стажеры-исследователи кафедры биофизики (Безруких А.Е., Орлова А.В., Кондик А.М., Шманько Н.В.) с проектом «Разработка экспрессного биолюминесцентного метода  определения интегральной токсичности воды, воздуха и почвы» участвовали в окружном этапе Российского молодежного инновационного конвента в рамках Международного молодежного инновационного форума «Интерра» г.Новосибирск, с 9 по 12 сентября 2009 г.
Аспирант А.С. Тарасова, студент 4 курса О.С. Сутормин принимали участие в конференции научно-образовательных центров программы «Фундаментальные исследования и высшее образование», прохордившей в Воронеже 22-23 апреля 2010 г.
Молодые участники проекта участвовали в работе Практикума по коммерциализации технологий (г. Владивосток 25-27 мая 2010 г.), 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 университететов 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. 

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 треннинге.
Студент кафедры биофизки О.С. Сутормин принял участие в ежегодном международном лагере в рамках международной программы «Фундаментальные исследования и высшее образование» (BRHE) Американский фонд гражданских исследований и развития (АФГИР). 
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.

Студентка 5-го курса А.Е. Безруких проходила стажировку на кафедре химической энзимологии химического факультета Московского государственного университета имени М.В.Ломоносова. Работа была посвящена изучению возможностей иммобилизации АТФ-реагента на основе люциферазы светляков в желатиновый гель путём получения желатинизированного АТФ-реагента и желатиновых плёнок, содержащих АТФ-реагент, а также изучить свойства АТФ-реагента в желатине. 

Эти исследования являются подготовительными для использования разработанных в проекте экспериментальных моделей для решения задач биологии и медицины. 

Раздел 4 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 по проекту «Моделирование процессов функционирования сопряженных ферментативных систем в клетке на примере ферментов светящихся бактерий», в рамках которого 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.  Этот проект не получил поддержки в 2010 году, но вошел в 10% лучших проектов по количеству набранных баллов. В связи с этим было принято решение переработать проект в соответствии с замечаниями экспертов и отправить его на новый конкурс до 15 февраля 2011 года. Переработка проекта проводилась в режиме электронной переписки и совместных совещаний партнеров проекта, первое из которых происходило 6 декабря в г. Томск. Участники совещания: Николя Мазек , атташе по академическому сотрудничеству  посольства Франции в России, Жан Бретань, координатор проекта , Марлен Кристель, Франция, университет «Париж-11», представители администрации ТПУ, директор Российско-французского центра ТПУ Товчихо С.П., представители администрации Томской области Шульгова О.С., Нефедова Е.В., зам. начальника Департамента природопользования администрации Томской области О.И. Кобзарь, председатель торгово-промышленной палаты Томской области  А.Я.Эскин, начальник отдела природного комплекса управления охраны окружающей среды и природного комплекса администрации г. Томска С.В. Аушев, зав. кафедрой ГЭГХ профессор Рихванов Л.П., представители вузов-участников проекта: ТПУ, ТГУ, НГУ, Сибирского Федерального Университета (г.Красноярск), общественных организаций города. От СФУ в совещании участвовала зам.директора Института фундаментальной биологии и биотехнологии СФУ, к.б.н. Суковатая И.Е. Программа рабочего совещания по подготовке заявки в Европейскую комиссию для участия в 4-й конкурс заявок на проекты Tempus IV включала приветственное слово атташе по академическому сотрудничеству  посольства Франции в России  Николя Мазек, обсуждение общей информации, целей и задач совещания, обсуждение хода работы над заявкой в программу «ТЕМПУС»,  обсуждение значимости проекта для решения актуальных проблем Сибирского региона, для подготовки высококвалифицированных специалистов в области окружающей среды, выступления представителей индустрии, природоохранных органов, власти, бизнеса, общественных организаций, работу в группах по совершенствованию и доработке проекта, подведение итогов совещания.
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. Договор с Центром геномных регуляций Университета Помпеи Фабра,  Барселона, Испания был продлен до 2012 года в связи со следующими обстоятельствами:

1. Срок договора между СФУ и Центром геномных регуляций Университета Помпеи Фабра (ЦГР) истек в 30 апреля 2010 года и руководство ЦРГ обратилось с просьбой о продлении договора.

2. ЦРГ зарезервировал средства в размере 2000 евро для софинансирования стажировок студентов и аспирантов СФУ в ЦГР. Предыдущая стажировка 2 студентов была оплачена из средств банка Сантандер (проживание и суточные) и ЦГР (оплата трансфера Москва –Барселона –Москва)

3. Успешность 3-хмесячных стажировок студентов кафедры биофизики Денисова Ивана и Туманяна Артура подтверждается тем, что по результатам стажировки опубликована  1 статья в высокорейтинговый журнал Nucleic Acids Research, Impact Factor 7,479 (письмо из ЦРГ и информация с сайта журнала прилагается) и подготовлена вторая статья, которая будет отправлена в ближайшее время..

4. ЦРГ, находящийся на 10 месте в рейтинге организаций по индексу цитирования их публикаций,  является перспективным партнером для СФУ в области развития работ по биоинформатике, генетике, молекулярной биологии и медицины. Возможно создание совместной российско-испанской лаборатории в СФУ, возглавляемой проф. Федором Кондрашовым по программам Министерства образования РФ в области молекулярной биологии и биоинформатики.

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. Отправлена статья в журнал Luminescence по результатам совместного исследования – изучение возможности разработки биолюминесцентного датчика определения стресса у растений в замкнутых экологических системах типа климатических камер.
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».

4.1 Разработка совместной магистерской программы кафедры биофизики СФУ Института фундаментальной биологии и биотехнологии и Департамента сельского хозяйства и биологической инженерии Университета Флориды (США)

Выполнение работ по данному проекту позволило определить, что кафедра биофизики СФУ и Департамент сельскохозяйственной и биологической инженерии Университета Флориды проводят близкие по тематике исследования в области биосенсоров и устойчивого развития и имеют схожие по учебным планам магистерские программы. Естественным и логичным продолжением этого сотрудничества является создание совместной магистратуры по разработке инновационных биоинженерных технологий, обеспечивающих устойчивое развитие. 

В настоящий момент разработана концепция совместной магистратуры, а именно определено направление и способы обучения, целевые компетенции, осуществлено предварительное неформальное согласование учебных планов (списка дисциплин, аудиторной и самостоятельной нагрузки). Определен порядок согласования правил приема студентов на обучение по совместной программе, проверки успеваемости. Установлено, какие дисциплины будут преподаваться американскими партнерами, а какие силами кафедры биофизики ИФБиБТ. Обсуждаются возможные способы аккредитации. В учебном плане подготовки магистров предусмотрены дисциплины «Бионанотехнология и экологическая биология развития  (интеграция представлений эпигенетики, медицины и эволюции)», «Устойчивое развитие», «Радиационная безопасность и защита», «Управление наземными экосистемами», «Управление водными экосистемами», «Экологический менеджмент» и др., при изучении которых магистранты получают необходимые навыки научной работы в области современных высоких технологий. Преподавание этих дисциплин будет осуществляться силами сотрудников кафедры биофизики ИФБиБТ СФУ.  

Проделанная по данному проекту работа является первым шагом на пути создания совместной международной магистратуры.  Следующие этапы – согласование и утверждение учебных планов магистратуры по устойчивому развитию между СФУ и Университетом Флориды. В данный момент сотрудничество с Университетом Флориды активно развивается. 

Заключительным этапом настоящего проекта является  аккредитация программы в образовательных ассоциациях. В настоящее время системы аккредитации магистерских программ в российских университетах не существует, поэтому предстоит поиск вариантов осуществления международной аккредитации и создание системы аккредитации на уровне Министерства образования и науки РФ. 

Пока видится несколько путей выхода на международную аккредитацию. Первый вариант  -  аккредитация программы в недавно созданной Ассоциации инженерного образования России, что позволит затем получить аккредитацию в одной из американских или европейских образовательных ассоциациях. Однако, это вариант непроверенный и результаты его использования пока не ясны. Второй вариант – аккредитация напрямую в американской ассоциации, в которой аккредитована магистерская программа Департамента сельскохозяйственной и биологической инженерии Университета Флориды. Этот вариант представляется нам наиболее вероятным по нескольким причинам: 1). В случае если удастся согласовать магистерскую программу с Департаментом сельскохозяйственной и биологической инженерии Университета Флориды, за международную аккредитацию возьмется сам Департамент Университета Флориды, имеющий опыт в этом вопросе. 2). Сроки аккредитации явно сократятся благодаря тому, что исключится лишнее звено, а именно российский посредник. В настоящее время, по-видимому, стоит попробовать оба варианта.

Использование мирового опыта создания систем гарантий качества высшего образования через общественную аккредитацию  образовательных программ и опора на традиции российской системы подготовки специалистов  будет способствовать развитию российского высшего образования и укрепит его престиж в России и за рубежом. Разработка программы и учебных планов совместной с Университетом Флориды магистратуры, а также последующее  претворение в жизнь  такой магистратуры не только будет способствовать развитию инновационных технологий в области устойчивого развития, но и будут способствовать развитию межкультурного понимания и продвижению СФУ на мировой рынок образовательных услуг.

4.2 Участие в образовательном проекте Университета Шанхайской организации сотрудничества

Для участия в Шанхайской организации сотрудничества  был объявлен открытый конкурс среди университетов России и вузов других стран Шанхайской организации сотрудничества. Сибирский федеральный университет принял участие в конкурсе по направлению «Экология» и стал одним из его победителей. В числе победивших магистерских программ – программа авторов  настоящего отчета «Окружающая среда и человек: основы контроля и надзора».
Магистерская программа «Окружающая среда и человек: основы контроля и надзора» является одной из магистерских программ, открытых по направлению «Физика» в 2008 году, когда и был осуществлен первый набор на эту программу. Основанием для открытия программы служил многолетний опыт подготовки специалистов сначала в рамках специальности «Физика», специализации «Физическая экология» в области радиоэкологии, а с 2002 года в рамках новой специальности «Биохимическая физика» (квалификация «Физик»), специализации «Физическая биоэкология». Ранее с 1997года подготовка магистров по этому направлению осуществлялась в рамках магистерской программы «Биофизика». С 1997 года открыта подготовка бакалавров по направлению «Физика», спецализация «Биофизика». Для подготовки специалистов в области радиоэкологии в 2000 году был открыт филиал кафедры биофизикив ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Красноярском крае». На кафедре биофизики с самого ее основания функционирует аспирантура по специальности «Биофизика», в которую могут  поступить выпускники магистратуры «Окружающая среда и человек: основы контроля и надзора». Программы дополнительного профессионального образования включают подготовку по дополнительным квалификациям «Переводчик в профессиональной сфере» и «Преподаватель высшей школы»

По тематике программы «Окружающая среда и человек: основы контроля и надзора» в настоящее время выполняется 5 проектов на общую сумму поддержки 4 млн руб. в год. К реализации проектов привлекаются студенты (бакалавры,  магистранты и специалисты) и аспиранты. Планы по развитию научно-исследовательской деятельности включают участие в международных и национальных конкурсах.  Научно-исследовательская инфраструктура обновляется постоянно. С целью материального обеспечения учебно-научного процесса по программе за последние два года приобретено оборудования на сумму 0.5 млн. долларов США.

С открытием магистерской программы «Окружающая среда и человек: основы контроля и надзора», связанной с профессиональной подготовкой и переподготовкой специалистов госсанэпиднадзора и экологических служб, появились новые направления исследований - новое поколение биосенсоров для экологии и медицины, нанобиотехнологии, биофизика и биохимия биолюминесценции, радиоэкология, биофизика сложных систем, биофизика наземных и водных экосистем, био- и нейрокомпьютеры, замкнутые экологические экосистемы и математическое моделирование в биологии. Кроме того идут исследования по темам магистерских диссертаций: «Сравнительный анализ  качества  воды источников питьевого водоснабжения Красноярского края по радиационным показателям», «Влияние влажности грунта с дневной поверхности на выход радона: основы контроля»,  «Оценка интенсивности электромагнитных полей, воздействующих на современного человека в быту и на работе», «Исследование структуры индивидуальных доз персонала Красноярского края методом термолюминесцентной дозиметрии», «Источники и дозы облучения населения Красноярского края: основы контроля и надзора», «Определение тороновой составляющей при оценке степени радиоопасности территорий застройки г. Красноярска», «Определение шумовых характеристик транспортных потоков и оценка влияния шума на человека в г. Красноярске», «Вариации мощности дозы в домах с аномальным содержанием радона в воздухе», «Изучение радиационной обстановки урочища «Остров Городской» г. Енисейск».



Для успешной реализации магистерской программы осуществляется специальная Программа развития профессорско-преподавательского состава в целях обеспечения международного уровня образовательной деятельности по выбранному направлению подготовки Университета ШОС. В 2009 году руководитель настоящего проекта приняла участие в работе Международной конференции  «Университет ШОС - состояние и пути развития», а также курсах повышения квалификации сотрудников головных (базовых) вузов Университета ШОС (26-27 октября 2009 г., г. Москва) и целой серии совещаний по разработке учебных планов и координации усилий по приему студентов этой магистерской программы.

В  СФУ создана  рабочая группа по развитию этой программы, в которую вошли  участники настоящего проекта. В задачи этой группы в 2010 году входило установление контактов с партнерами-университетами из Китая и других стран ШОС, прием абитуриентов из разных стран на новую магистерскую программу Университета ШОС по направлению «Экология», что совпадало с  планом работ по настоящему проекту на 2010 год. 
Участниками настоящего проекта были разработаны новые программы учебных курсов «История и методология экологии и природопользования», «Иностранный язык»,  «Нанотехнологии в экологии». Учебная программа магистерской программы была одобрена Ученым советом СФУ и был осуществлен первый прием абитуриентов на эту программу в 2010 году.


Результаты развития программы обсуждались на Совещании министров образования Университетов ШОС, организованном в Новосибирске в октябре 2010 года в рамках Инновационного форума «Интерра -2010» и на совещании по направлению «Экология», в котором участвовали представители 5 университетов Китая, министерств образования Киргизстана, Казахстана и других стран ШОС.


4.3 Приглашение профессоров ведущих российских и зарубежных вузов в СФУ

С целью развития российских и международных внешних связей в области науки и образования по теме проекта в 2009 году были для чтения лекция и проведения семинаров были приглашены следующие профессора:

1.Болдырев Александр Александрович, профессор кафедры биохимии МБЦ, МГУ, 15 - 18 апреля 2009 

2.Васифа Хасирци и Незрин Хасирци, Средневосточный Технологический Университет (г. Анкара, Турция), 28 апреля – 2 мая 2009 г. Курс лекций был посвящен биомедицинским материалам в биотехнологии.

3. Полищук Л.В., д.б.н., профессор (МГУ, Москва), 5-9 октября 2009 г. Курс лекций «Современная экология: концепции, инструменты, словарь» разработан на основании современных представлений об экологической дисциплине, а также на базе наиболее цитируемых научных статей в рамках концепции общей экологии, в том числе на статьях автора. 

4. Нетесов Сергей Викторович, доктор биологических наук,  профессор члена-корреспондент РАН, проректор по научной работе «Новосибирского государственного университета», 23-28 ноября 2009 г. В курсе лекций рассмотрены основные проблемы вирусологии.
Лекции посещались не только студентами ИФБиБТ СФУ, для которых они были предназначены прежде всего, все лекции были открыты для всего академического сообщества СФУ и других вузов г.Красноярска. К большинству лекций  проявили интерес также магистранты, аспиранты  и преподаватели СФУ, студенты и преподаватели КрасГМУ им.Войно-Ясенецкого. 

Все лекционные материалы в электронном виде доступны для студентов Института фундаментальной биологии и биотехнологии.
4.4 Создание Молодежной Международной Открытой Лаборатории Перспективных Исследований и Технологий (МОЛПИТ)

Новым в инновационной инфраструктуре было 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. 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 проводят самостоятельные научные исследования, но и оказывают 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 в будущем будет производство реагентов для биолюминесцентных методов биотестирования токсичности окружающей среды, оказание услуг по проведению биотестирования, разработка и сертификация новых методов экологического мониторинга и пр.

Идея создания Молодежной Международной Открытой Лаборатории Перспективных Исследований и Технологий (МОЛПИТ), представляющей из себя  открытую международную учебно-исследовательскую лабораторию по физике, химии и биологии наносистем, была оформлена в виде проекта и выиграла Конкурс молодежных проектов по заказу Сибирского федерального университета.
Основной продукт МОЛПИТ – создание модели цивилизованного рынка интеллектуальной собственности в России, реестра новых технологий и проектных групп, готовящих «нано» производства, которые обеспечат прибавочную стоимость наукоёмкой продукции Сибирского федерального округа на российском и мировом рынках.

Подготовка МОЛПИТ для взаимодействия с основным стратегическим партнером мирового класса – компанией НТ-МДТ, совместно с которым мы планируем начать проектирование, ОКР и выпуск биосенсоров.

Организация работы МОЛПИТ основана на следующих принципах:

1. Работу лаборатории возглавляет научный руководитель;

2. Техническое руководство осуществляется исполнительным директором;

3. Сотрудниками МОЛПИТ является инициативная группа студентов и молодых ученых;

4. МОЛПИТ подразделяется на отделы и группы, занимающиеся конкретными проектными задачами, как то: отдел нанокомпозитов, группа молекулярное зодчество, отдел разработки биосенсоров, группа биолюминесценции и т.д. В процессе работы МОЛПИТ возможно образование новых и закрытие неэффектривных групп и отделов;

5. Существуют вакансии для студентов, магистрантов, аспирантов СФУ, которые могут включиться в работу существующих отделов МОЛПИТ либо образовать свою линию работы в лаборатории. При этом возможна смена научной тематики или выход из состава лаборатории на определенных этапах работы, что позволит молодому исследователю найти свою нишу и применение своим способностям.

6. При лаборатории будет организовано учебное производство на примере создания биолюминесцентных биосенсоров, как на одной из проработанных к настоящему времени коммерческих идей;

Суть нашего организационного подхода проиллюстрируем на одном из конкретных примеров потенциального нано-производства биосенсоров.

В настоящее время существует острая необходимость в недорогих, чувствительных и точных биодетекторах для экологического мониторинга и медицинской диагностики. Методы биотестирования, основанные на реакции биолюминесцентного свечения, обладают рядом свойств,  удовлетворяющих жестким требованиям,  предъявляемым к биотестам претендующих на включение в экспертную систему.: 1) доступность, простота культивирования тест-объектов, 2) возможность четкой регистрации эффектов, 3) простота техники выполнения биотеста, 4) экспрессность, 5) точность, воспроизводимость и достоверность результатов, 6) достаточно высокая чувствительность, 7) экономичность, 

Для разработки биолюминесцентных датчиков в 2007 году была создана Молодежная инновационная лаборатория при поддержке инновационного гранта СФУ №14 «Биосенсоры для обнаружения токсичности в биологических системах». В ходе работы по гранту подготовлен обзор литературы, проведена классификация методов, анализ преимуществ и недостатков существующих методов, обоснованы принципы разработки новых биолюминесцентных методов, проведены патентные исследования, в результате чего были выявлены и обоснованы направления научных исследований для коммерциализации.

7. Научными консультантами являются научные руководители курсовых, дипломных, магистерских работ сотрудников МОЛПИТ. Кроме того, в качестве научных консультантов могут привлекаться специалисты других областей (химики, юристы, экономисты и т.д.)

8. Приборной базой для проведения исследований в МОЛПИТ является новейшее оборудование, закупленное в СФУ;

9. Обсуждение научных исследований, достижений и результатов работ будет проводиться на еженедельном семинаре по биохимической физике.

Создан портал для взаимодействия участников. На нем публикуются результаты работы и актуальная информация (рис. 4.1). Портал размещен на сервере, установленном в лаборатории кафедры физико-химической биологии и независим от работы основных серверов СФУ. Для работы сервера выделен IP адрес из пространства адресов СФУ (192.218.137.75). Для комфортного доступа к сайту приобретено доменное имя второго уровня molpit.ru. 

[image: image117.jpg]Mexaynsponnan OTkpeTs NaBopaTopHs MepenexTnensix Hecnenosannii 1 Texnonori

Pycekwi English Deutsch

WoLerr

Mekars Ha c:

Mean Jenncos ” ABTopu3auus
sty . MpocToil nporpaMmaTtop ana AVR F—

MukpoKaHTponNepE! MIpOrpaNHMHPOBaHHE MHKPOKOHTROMNERO HAUNHAETCA C MROrPaMMATOPa
CYWECTEYET HECKONEKD THMDE MPOTPAMMMPOBSHHA  MMKROKOHTPOANEPOE 1 Napons;

1) Beegenme
BCEBOSMOXHBIX HHNOE sanomwure [ [_Boin

2) Hasnavenns BHEDA0E
NapannenbHoe nporpamMMpoEaHKE. pernerpaun

3) Nporpanvatop 4 5
- aBeirur napons
310 03HAUSET, UTD MPOTPAMMADYEMDE YCTPDACTED COBRMMASTCA KaKAM-TO

Zz;}(‘i’“ﬁxﬁpb‘ KONWUECTEOM CEOMX MMM W NPONCXOAMT DAHOBPEMEHHAR NEPEASHa HEKOTOPOrD
i KOMWuecTea 6uT. OBbiuMO B BWT, TO BCTb BaiiT. Tak YCTPOEH NpOrpaMmatop
4) Hello, world ans «5 nposoakos»

B "5 nposoakos’ Ana AVR ¢ (pT [

CremoTexHKa

ViTepthericer
UncnenHs METoAN peaicropsl
ISP, He obsaaTensHbl

Asik nporpatiposaHia T 4x 150 Om

NonesHsie nporpams

3anvicky, HaBniopeHNs,
ananorin

SKOHOMHIKa, MBPKETHHT

Tiopmina Mewaiikina

% KAV
Ceprefi CasareHko

Haranss Tapacosa AVR123.nm.RU/07.htm

Crema

Puc.1. Mporpannarop <5 nposoaros>
MocneposaTenbHOE NPOrpaMIMpoBaHHe.

MIOCNEAOBATENHO MPOTPAMMAPDBAT MOXHO, HANPMME, o COM nopTy 1 mo
USB, no USB ey moka He ymesk...Mo3Tamy Gygem nporpammaposaTs o COM
nopry.

AN nporpamnposadA uepes COM MOpT ECTe OTAWMHGI MpOrpamMarop
HNKONaesa, CaT BHMsy CTPaHHUEL. Tam e MOXHD CKauaTh MO NpOrpaMMaTopa
AN K. BE3 MpOrpamel NPOrPaMMAROEATE He NONYATLCS, BCEM Kauats Uniprog.

COMport cHP

08F vB25E =
10k 10k

> [a FDH —
b { ws s

10kehm
>
sk | >

10kehm

> [ FH
N EN oo ]
«[s 5} - [ Je

PHc.1. Cxena ana nporpannaropa Huxonaesa

PUCykM  B3ATH ©  OTMUMBX  CAMTOR  MD  MPOMPaMMMPDEEHMO
MAKPOKOHTPONEPOB
nttp://www.123aur.com
nttp://avr.nikolaew.or





Рисунок 4.1 - Сайт МОЛПИТ на выделенном сервере (http://molpit.ru).

Разработан логотип молодежной лаборатории. Ссылка на портал МОЛПИТ размещена на сайте Института фундаментальной биологии и биотехнологии.

Развитие идей МОЛПИТ и научные разработки ее участников привлекли внимание инвесторов. Для создания на базе этих разработок коммерчески значимых продуктов и продвижения их на рынок был организован консорциум, в состав которого вошли МОЛПИТ, НПО ООО « Прикладные биосистемы», вновь организованная компания  ООО «Биотек», Разработан бизнес-план производства реагентов для биолюминесцентного анализа, оценена коммерческая значимость направлений использования биолюминесцентного биотестирования в экологическом мониторинге,  пищевой промышленности, медицине, ветеринарии и образовании. Получено положительное решение по  заявкам на патенты РФ № 2009110636 от 23.03.2009. (Кратасюк В.А., Есимбекова Е.Н. Биолюминесцентный биомодуль и способ его приготовления.) и  № 2009113656 от 10.04.2009 (Кратасюк В.А., Есимбекова Е.Н. Экспресс-способ биотестирования природных, сточных вод и водных растворов), Технические условия ТУ 2639-001-93879568-2009 на продукцию «Реагент «Энзимолюм», рег. № 003534, Свидетельство об аттестации методики (метода) измерений №224.0137/01.00258/2010 «Методика измерения интенсивности биолюминесценции с использованием реагента «Энзимолюм» для определения токсичности проб питьевых, природных, сточных и очищенных сточных вод» от 12.10 2010г.  Эти шаги подготовливают коммерческий продукт –Биолюминесцентную лабораторию для экологического мониторинга. До сих пор нерешенной задачей является создание портативного прибора –биолюминометра и внесение его в госреестр как средство измерения.
4.5. Перспектива развития международной деятельности в области науки и образования по теме проекта

Участники проекта регулярно стажируются в международных научных организациях и участвуют в международных научных конференциях. За последние три года большинство преподавателей прошло стажировки в разных странах: Университете Флориды (США), Университете Болоньи (Италия), фирме «Карл Цейс» (Германия), и др., а также приняли  участие в работе международных научных конференций в Китае, Канаде, США, Италии, Франции и др. странах.

В 2009 году руководитель проекта проф. В.А.Кратасюк и исполнитель проекта доцент Есимбекова Е.Н. по приглашению руководителя научной группы эволюционной геномики Федора Кондрашова посетили Центр геномной регуляции (ЦГР) Университета Помпеи Фабра (Барселона, Испания). Во время визита были обсуждены возможности сотрудничества в рамках магистерских программ и других образовательных программ между ЦГР и Сибирским федеральным университетом, проведения исследований в рамках программ обмена студентами и аспирантами между ЦГР и СФУ. Были обсуждены некоторые совместные исследовательские идеи для будущих научных проектов, технологии работы на приборах Центра коллективного пользования оборудования. В результате визита подготовлен договор между СФУ и Университетом Помпеи Фабра о международном сотрудничестве в области науки и образования, в рамках которого 2 студента СФУ (Иван Денисов и Артур Туманян) стажировались в Центре геномных регуляций по теме проекта. 

В 2010 году группа исполнителей проекта, состоящая из Кратасюк В.А., Есимбековой Е.Н., Гусева С.М., Суковатой И.Е., Суковатого А.Г., Максимовой О.С., Гульнова Д.В. посетили г. Лион (Франция), Университет Лиона и Компанию «НовоСИБ» для обсуждения возможности совместных исследований в области биолюминесценции и биолюминесцентного анализа. Президент фирмы «НовоСиб» с ответным визитом приезжала в Красноярск для обсуждения возможности  применения существующих в Красноярске методов для разработки новых методов определения свежести продуктов. Было заключено Соглашение о сотрудничестве между фирмой «НовоСИБ» и СФУ. 

4.5.1 Список конференций, на которых представлены результаты, полученные по теме проекта
1. 10-ая Международная конференция по тенденциям развития нанотехнологий, сентябрь 7-11, 2009 (10th  Trends in Nanotechnology International Conference «TNT2009» 13-16 September 2009, Barselona, Spain). От СФУ по теме проекта был представлен доклад: I.A. Denisov, P.I. Belobrov, S.S. Tsegelnik, K.A. Shaikhutdinov, D.A. Znak, D.A. Balaev, O.A. Bayukov, S.B. Korchagina, E.A. Petrakovskaya, D.A. Velikanov, N.V. Volkov, S.K. Gordeev. “Magnetization of diamond-graphene flakes composites” URL: http://www.tntconf.org/2009/Abstracts/Posters/TNT2009_Belobrov.pdf 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Заявленная программа работы за отчетный период успешно выполнена.  Практически все ожидаемые научные и научно-технические результаты и результаты реализации итогов проекта в образовании превышены.
За отчетный период получены следующие новые результаты: 

· Для решения фундаментальной задачи понимания механизмов сопряжения и функционирования ферментативных метаболических цепей в клетке созданы 4 прототипа экспериментальных моделей (ЭМсахароза, ЭМглицерин ЭМкрахмал ЭМжелатин), в которых реконструирована цепь сопряжения двух ферментов светящихся бактерий (люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы) в растворах повышенной вязкости (сахарозы и глицерина), а также в матричной структуре крахмального или желатинового геля. Модели проявляет биолюминесцентную активность и имитируют вязкое микроокружение ферментов в матриксе, а также связь с мембранными структурами.

· Установлены механизмы стабилизации биферментной системы светящихся бактерий путем создания благоприятного микроокружения близкого к in vivo посредством  иммобилизации ферментов в гели крахмала и желатина с сохранением функциональной активность ферментов, что подтверждается спектрально-люминесцентными анализом. Показано, что наиболее эффективным механизмом стабилизации биферментной системы является совместная иммобилизация люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы, а также их субстратов и кофакторов в 3 % крахмальный гель. Биферментная система, иммобилизованная совместно с субстратами и кофакторами, сохраняет свою активность в течение длительного времени, не требует специальных условий хранения.
· 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.

· Установлено, что термоинактивация биферментной системы в желатиновом и крахмальном гелях имеет нелинейный характер и протекает по диссоциативному механизму.
· 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.
· На примере биферментной системы светящихся бактерий показано, что изменение вязкости микроокружения оказывает влияние на механизмы сопряжения между ферментами в метаболических цепях, изменяет вероятность образования и скорость распада возбужденного интермедиата реакции.
· Подобраны условия (рН, вязкость и другие физико-химические характеристики микроокружения ферментов биолюминесценой системы), при которых не происходит инактивации и термоинактивации биферментной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин и сохраняется высокая субстратная специфичность ферментов, что наилучшим образом отвечает условиям работы ферментов in vivo. 
· Установлена зависимость между термостабильностью биферментной системы в экспериментальных моделях ЭМсахароза и ЭМглицерин и физико-химическими характеристиками микроокружения ферментов. Показано, что ЭМсахароза обладает большей термостабильностью по сравнению с моделью ЭМглицерин.

· Установлена гидрофобная природа взаимодействий при образовании фермент-субстратных комплексов. Эффекты влияния органических  веществ и органических растворителей на ферменты объясняются как их прямым действием на гидратную оболочку или на активный центр белка, так и изменением электростатических и гидрофобных внутри-  и межмолекулярных  взаимодействий.

· Для соответствия характеристик вязких сред свойствам клеточной цитоплазмы необходимо создание комбинированной среды, содержащей высокую концентрацию макромолекул и низкую концентрацию сахаридов.
· Разработана методика оценки вязкости среды на основе анизотропии флуоресценции флавинмононуклеотида и установлено, что вязкость, характерная для клеточной цитоплазмы, достигается при концентрациях растворов крахмала и желатина более 2% (при 20(С).

· Лучшим из 4 прототипов экспериментальных моделей является ЭМкрахмал. В крахмальном геле с добавлением ДТТ термоинактивация ферментов происходит с наименьшей скоростью. Энергия активации процесса термоинактивации биферментной системы в крахмальном геле с добавлением ДТТ в 3 раза выше по сравнению с энергией активации в буферном растворе.
· Проведен анализ вклада различных механизмов и стадий реакции в кинетику свечения биферментной системы НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза.
· На основе анализа механизмов формирования кинетических кривых свечения построена математическая модель сопряженной биферментной реакции НАДН:ФМН- оксидоредуктаза-люцифераза для описания работы экспериментальной модели.

· Построенная математическая модель апробирована для описания работы экспериментальной модели в анализе кинетики свечения биферментной системы в присутствие хинонов.

· Показано, что для соотвествия математической модели экспериментальным результатам необходимо учитывать следующие механизмы влияния хинонов на функционирование биферментной системы: возможность окисления хиноном субстратов биферментной реакции (ФМНН2 или НАДН), возможность участия хинона в качестве субстрата в редуктазной реакции, изменеия активности ферментов, обусловленные конформационными изменения в присутствие хинона.
· Проведено экспериментальное исследование динамики светоизлучения растворимой и иммобилизованной в крахмальный гель биферментной системы в связи с кинетикой диффузии молекул ФМН в ЭМкрахмал.
· Установлена роль процессов диффузии в реакциях с использованием иммобилизованных компонентов биолюминесцентной системы светящихся бактерий. Показано, что процесс диффузии непосредственно не влияет на динамику и интенсивность светоизлучения в реакции, происходящей при совместной иммобилизации субстратов и ферментов.
Работа имеет высокую практическую значимость: разработанный многокомпонентный реагент, названный «Энзимолюм», может послужить основой для создания биолюминесцентного сенсора и проведения биолюминесцентного анализа. Разработаны и зарегистрированы в Ростехрегулировании Технические условия и каталожный лист реагента «Энзимолюм» (ТУ № 2639-001-93879568-2009 «Реагент «Энзимолюм», зарегистрированы 25.12.2009 за № 003534). Начаты процессы коммерциализации научных результатов, полученных в ходе выполнения проекта.
В рамках проекта получен 1 патент и принято положительное решение о выдаче 3-х патентов. Технология производства и использования реагента «Энзимолюм» оформлены в виде заявок на патенты РФ: № 2009110636 «Биолюминесцентный биомодуль и способ его приготовления» и № 2009113656 «Экспресс-способ биотестирования токсичности природных, сточных вод и водных растворов». «Методика измерений интенсивности биолюминесценции с использованием реагента «Энзимолюм» для определения токсичности проб питьевых, природных, сточных и очищенных сточных вод» аттестована в Федеральном государственном унитарном предприятии «Уральский научно-исследовательский институт метрологии» (Свидетельство об аттестации № 224.0137/01.00258/2010). Получен патент РФ № 2376380 «Биолюминесцентный способ определения  антиоксидантной активности гуминовых веществ», принято положительное решение о выдаче патента: «Флуоресцентный способ определения концентрации кальция».

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; внедряются в учебный процесс разработанные участниками проекта Учебно-методические комплексы по дисциплинам: «Фотобиофизика», «История и методология биологии и биофизики», «Информационные технологии в научных исследованиях»; 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. 
В рамках проекта активно развивалось международное сотрудничество, как в науке, так и в образовании. В качестве консультантов к осуществлению исследований привлечены сотрудники зарубежных и российских университетов: Университета Болоньи (Италия), Университета Флориды (США), Центра геномных регуляций Университета Помпеи Фабра (Испания) и других. Совместно с Университетом Флориды (США) и Университетом Шанхайской организации сотрудничества разработаны концепции и проекты совместных магистерских программ «Биологическая инженерия для устойчивого развития» (США) и «Устойчивое развитие и экологическая безопасность». Подготовлены проекты Соглашения о сотрудничестве с Университетом Флориды (США), Университетом Болоньи (Италия), Центром геномных регуляций Университета Помпеи Фабра (Испания), фирмой «НовоСИБ» (Леон, Франция)..

Проведен сравнительный анализ программы и учебных планов магистерских программ  и методов обучения кафедры биофизики Института фундаментальной биологии и биотехнологии СФУ и Департамента сельского хозяйства и биологической инженерии Университета Флориды (США). Разработана концепция совместной магистерской программы кафедры биофизики СФУ и Департамента сельского хозяйства и биологической инженерии Университета Флориды (США). Разработаны учебные планы совместной магистерской программы кафедры биофизики Института фундаментальной биологии и биотехнологии и Департамента сельского хозяйства и биологической инженерии Университета Флориды (США). В программу Темпус подготовлен проект создания совместной магистерской программы по направлению «Радиоэкология». Методические разработки, и практические рекомендации, полученные при выполнении Проекта, будут использованы в деятельности по продвижению образовательных технологий, созданию совместных международных магистратур и научных достижений по разработке инновационных технологий для устойчивого развития и их продвижению международные рынки образовательных услуг СФУ.


В дальнейшем предполагается продолжение работ по теме проекта по этапу «Разработка и экспериментальная проверка  кинетических моделей взаимодействия люцифераз с ингибиторами и активаторами. 

Основными задачами будущего исследования являются:

1. Разработка кинетических моделей взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами.

2. Экспериментальная проверка кинетических моделей взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами.
3. Экспериментальная проверка  кинетических моделей для анализа взаимодействия люцифераз различных организмов (бактерий, светляков, кишечнополостных) с ингибиторами и активаторами

В ходе будущих работ ожидается получить следующие результаты:


Будут разработаны модели взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами.

Будет экспериментально проверена кинетическая модель взаимодействия бактериальной люциферазы с ингибиторами и активаторами, экспериментально определена природа взаимодействия (гидрофобная или электростатическая) с эффекторами различной природы. Будут оценена предсказательная сила предлагаемой модели.

Будут выявлены закономерности взаимодействия с макромолекулами природного происхождения - гуминовыми веществами  с компонентами бактериальной биолюминесцентной системы в процессах детоксикации растворов солей металлов (включая радиоактивные) и углеводородов.


Будут охарактеризованы взаимодействия компонентов бактериальной биолюминесцентной системы с радиоактивными элементами на примере альфа- и бета–излучающих радионуклидов америция -241 и трития.
Будут проанализированы взаимодействия люцифераз различных организмов (бактерий, светляков, кишечнополостных) с рассеянными элементами на примере тяжелых галоидов – брома и иода.


Будут выявлены закономерности взаимодействия люциферазы кишечнополостных с субстратами при варьировании концентрации кальция в биолюминесцентной реакции.
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								Пороговые концентрации органических растворителей
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		19.2		19.2		19.2		19.2		19.2

		19.3666666667		19.3666666667		19.3666666667		19.3666666667		19.3666666667

		19.5333333333		19.5333333333		19.5333333333		19.5333333333		19.5333333333

		19.7		19.7		19.7		19.7		19.7

		19.8666666667		19.8666666667		19.8666666667		19.8666666667		19.8666666667

		20.0333333333		20.0333333333		20.0333333333		20.0333333333		20.0333333333

		20.2		20.2		20.2		20.2		20.2

		20.3666666667		20.3666666667		20.3666666667		20.3666666667		20.3666666667

		20.5333333333		20.5333333333		20.5333333333		20.5333333333		20.5333333333

		20.7		20.7		20.7		20.7		20.7

		20.8666666667		20.8666666667		20.8666666667		20.8666666667		20.8666666667

		21.0333333333		21.0333333333		21.0333333333		21.0333333333		21.0333333333

		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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4*10-4 М
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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
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0



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
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		4462

		4472
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		4492

		4502

		4512

		4522

		4532

		4542

		4552
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		4572

		4582

		4592

		4602

		4612

		4622

		4632

		4642

		4652

		4662

		4672

		4682

		4692

		4702

		4712

		4722

		4732

		4742

		4752

		4762
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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
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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

		3832		1960				1326		2013		4179

		3842		1991				1326		1966		4163

		3852		1965				1300		1993		4155

		3862		1947				1306		1960		4170

		3872		1944				1295		1963		4138

		3882		1957				1316		1966		4119

		3892		1947				1286		1959		4109

		3902		1939				1282		1906		4076

		3912		1919				1292		1937		4061

		3922		1917				1310		1923		4070

		3932		1907				1288		1925		4065

		3942		1910				1261		1886		4057

		3952		1926				1268		1914		4038

		3962		1905				1283		1911		4002

		3972		1916				1246		1893		4007

		3982		1886				1247		1894		3990

		3992						1258		1876		3983

		4002						1228		1850		3950

		4012						1269		1871		3982

		4022						1241		1841		3935
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Диаграмма64

		17.5		17.5		17.5		17.5		17.5		17.5

		25		25		25		25		25		25

		30		30		30		30		30		30

		36.6		36.6		36.6		36.6		36.6		36.6

		42		42		42		42		42		42



контроль

5%

10%

20%

30%

50%

T °C

Q от. ед.

3.0297484592

2.2586948644

1.3945673858

1.3487563847

1.0268678676

0.5584643224

3.8385856402

3.4550453344

2.9012150089

2.2487441844

1.619717623

1.0268678676

2.8504860349

2.3686754678

1.8385034597

1.4846575645

0.9057686769

0.6083023597

2.0919456905

1.7385676859

0.9678654377

0.5947586575

0.6969687868

0.4248676758

1.5038592586

0.9045684956

0.7098765432

0.4875657566

0.5015768321

0.0899953496



глицерин

		I		T°		I (%)				control

		68368434		17.5		42.3144429873		6.837

		161572336		25		100		16.157

		76040704		30		47.0629477066		7.604

		59605508		36.6		36.8909118204		5.961

		29826586		42		18.46020596		2.983

		10000000

		I		T°		I (%)				5%

		15925106		17.5		25.9148491081		1.59

		61451664		25		100		6.15

		17519678		30		28.5096885253		1.75

		9804148		36.6		15.954243322		0.98

		1846604		42		3.0049698898		0.18

		I		T°		I (%)				10%

		7065261		17.5		17.5781673344		0.707

		40193388		25		100		4.019

		22466396		30		55.8957508135		2.247

		1326293		36.6		3.2997790582		0.133

		1132569		42		2.8177992858		0.113

		10000000

		I		T°		I (%)		20%

		8117136		17.5		26.0630		0.81

		31144300		25		100.0000		3.11

		12780697		30		41.0370		1.28

		1704940		36.6		5.4743		0.17

		1208320		42		3.8797		0.12

		I		T°		I (%)				30%

		9463850		17.5		30.9387482842		0.946

		30588988		25		100		3.059

		7864224		30		25.7093304296		0.786

		1130875		36.6		3.6970003715		0.113

		507914		42		1.6604472171		0.051

		I		T°		I (%)		50%

		398077		17.5		16.869685276		0.040

		2359718		25		100		0.236

		1090074		30		46.1950961937		0.109

		811691		36.6		34.3977966859		0.081

		94911		42		4.0221331532		0.009
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		17.5		17.5		17.5		17.5		17.5		17.5

		25		25		25		25		25		25

		30		30		30		30		30		30

		36.6		36.6		36.6		36.6		36.6		36.6

		42.2		42		42		42		42		42



control

5%

10%

20%

30%

50%

T °C

Q %

76.9174873456

66.5954527553

60.9871115387

59.7598048575

63.2898591979

59.7438705532

100

100

100

100

100

100

63.6334497325

83.3304775362

73.433342563

75.4203015099

65.3270042042

45.7844136695

41.6176000889

37.9289031616

40.4600717472

38.4991888368

31.9388734352

17.4708720856

20.7427055366

20.0178048714

15.3744491855

11.9871269745

10.9071802831

5.6300900588



		17.5		17.5		17.5		17.5		17.5		17.5

		25		25		25		25		25		25

		30		30		30		30		30		30

		36.6		36.6		36.6		36.6		36.6		36.6

		42		42		42		42		42		42



control

5%

10%

20%

30%

50%

T °C

Q %

совмещения

78.9287707288

65.3738126662

48.0683913971

59.9782044613

63.3979561016

54.3852174236

100

100

100

100

100

100

74.2587583578

68.5570010976

63.3701209325

66.0216299752

55.9213941992

59.238620554

54.4978251501

50.3196779687

33.3606931819

26.4484800744

43.0302650824

41.3751066872

39.1774314698

26.1810890481

24.4682500616

21.6816906052

30.9669305895

8.7640632676



		I		T°		I (%)				control

		98840736		17.5		59.2431614217		9.8840736

		166839064		25		100		16.6839064

		27049859		30		16.2131447824		2.7049859

		11557895		36.6		6.9275712312		1.1557895

		1675208		42.2		1.0040861893		0.1675208

		10000000

		I		T°		I (%)		5%

		17188648		17.5		13.5997333198		1.7188648

		126389596		25		100		12.6389596

		36253758		30		28.6841315641		3.6253758

		18637927		36.6		14.7464091902		1.8637927

		3467890		42		2.7438097041		0.346789

		I		T°		I (%)		10%

		15279354		17.5		14.1309058863		1.5279354

		108127208		25		100		10.8127208

		36471829		30		33.7304825257		3.6471829

		15375930		36.6		14.2202229063		1.537593

		2509149		42		2.3205528436		0.2509149

		10000000

		I		T°		I (%)		20%

		30493640		17.5		57.9436000354		3.049364

		52626416		25		100		5.2626416

		26761832		30		50.8524692238		2.6761832

		15913600		36.6		30.2388063059		1.59136

		3607260		42		6.8544663957		0.360726

		I		T°		I (%)		30%

		23738192		17.5		60.6464680322		2.3738192

		39141920		25		100		3.914192

		25784449		30		65.8742570625		2.5784449

		8482336		36.6		21.6707202917		0.8482336

		2453794		42		6.2689668775		0.2453794

		I		T°		I (%)		50%

		14074776		17.5		46.668811753		1.4074776

		30158848		25		100		3.0158848

		24267893		30		80.466909744		2.4267893

		5724569		36.6		18.9813914643		0.5724569

		825696		42		2.7378234076		0.0825696
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		глиц

		T°		конт				костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C																																17.5		25		30		36.6		42

		17.5						0.0053682868		302974845922		78.9287707288		0		0		3.0297484592																										доб. в мкл		C ( моль)		k, cˉ¹

		25						0.007960135		383858564024.978		100						3.8385856402																										control		0		0.0053682868		0.007960135		0.0049746274		0.0039365664		0.0020069457

		30						0.0049746274		285048603495		74.2587583578						2.8504860349																										5		0.0001520252		0.0047607758		0.0067944667		0.0049370813		0.0034084006		0.0009204172

		36.6						0.0039365664		209194569046		54.4978251501						2.0919456905																										10		0.0002986209		0.0027084006		0.0048159		0.0040607758		0.0015944667		0.0005370813

		42						0.0020069457		150385925862		39.1774314698						1.5038592586																										20		0.0005972418		0.0020069457		0.0035896		0.0023682868		0.000960135		0.0004462742

																																												30		0.0008958627		0.0020682868		0.0030238568		0.001986768		0.000860135		0.0003462742

																																												50		0.0014931046		0.0010978586		0.0020682868		0.0019004421		0.0007476543		0.0002594689

												100000000000

																																																17.5		25		30		36.6		42

								костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C																												доб. в мкл		C ( моль)		Q % нет смысла

		T°		5%				0.0047607758		225869486444		65.3738126662						2.2586948644																										control		0

		17.5						0.0067944667		345504533439.303		100		14		0.1520251927		3.4550453344																										5		0.0001520252

		25						0.0049370813		236867546782.2		68.5570010976		0.014		0.0001520252		2.3686754678																										10		0.0002986209

		30						0.0034084006		173856768594		50.3196779687						1.7385676859																										20		0.0005972418

		36.6						0.0009204172		90456849565		26.1810890481						0.9045684956																										30		0.0008958627

		42																																										50		0.0014931046

		T°		10				костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.0027084006		139456738576.4		48.0683913971		27.5		0.2986209143		1.3945673858

		25						0.0048159		290121500892.894		100		0.0275		0.0002986209		2.9012150089

		30						0.0040607758		183850345967		63.3701209325						1.8385034597

		36.6						0.0015944667		96786543767.6		33.3606931819						0.9678654377

		42						0.0005370813		70987654321		24.4682500616						0.7098765432

		T°		20%				костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.0020069457		134875638475		59.9782044613						1.3487563847

		25						0.0035896		224874418443.003		100		55		0.5972418286		2.2487441844

		30						0.0023682868		148465756453.33		66.0216299752		0.055		0.0005972418		1.4846575645

		36.6						0.000960135		59475865754.3		26.4484800744						0.5947586575

		42						0.0007462742		48756575657		21.6816906052						0.4875657566

												100000000000

								костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C

		T°		30				0.0020682868		102686786758.575		63.3979561016						1.0268678676

		17.5						0.0030238568		161971762297.788		100		82.5		0.895862743		1.619717623

		25						0.001986768		90576867686		55.9213941992		0.0825		0.0008958627		0.9057686769

		30						0.000860135		69696878675.4		43.0302650824						0.6969687868

		36.6						0.0003462742		50157683205.4		30.9669305895						0.5015768321

		42

								костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C

		T°		50				0.0010978586		55846432244		54.3852174236						0.5584643224

		17.5						0.0020682868		102686786758.575		100		137.5		1.4931045716		1.0268678676

		25						0.0019004421		60830235967		59.238620554		0.1375		0.0014931046		0.6083023597

		30						0.0007476543		42486767575		41.3751066872						0.4248676758

		36.6						0.0002594689		8999534959		8.7640632676						0.0899953496

		42

										cˉ¹

										°C

								0.5
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T °C
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		T°		control				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C		сахароза

		17.5						0.007003386		368248569267		76.9174873456		3.6824856927				0

		25						0.0082948748		478757928756.07		100		4.7875792876

		30						0.0061205524		304650185935.568		63.6334497325		3.0465018594

		36.6						0.0039475298		199247560183.503		41.6176000889		1.9924756018

		42.2						0.0020384846		99307347394.86		20.7427055366		0.9930734739

										100000000000																																										17.5		25		30		36.6		42

																																																%		C ( моль)		k, cˉ¹

		T°		5%				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C																														0		0		0.007003386		0.0082948748		0.0061205524		0.0039475298		0.0020384846

		17.5						0.0067827489		279284765667		66.5954527553		2.7928476567																																		5		0.0000409003		0.0067827489		0.0075654321		0.0058279484		0.0030384849		0.0013740383

		25						0.0075654321		419375128649		100		4.1937512865		14		0.0409002734																														10		0.0000803398		0.0056946789		0.0064234679		0.0048273695		0.0029729476		0.0009927375

		30						0.0058279484		349467297371.07		83.3304775362		3.4946729737		0.014		0.0000409003																														20		0.0001606796		0.005277589		0.0058389279		0.0036943279		0.0019388548		0.0007156773

		36.6						0.0030384849		159064386429		37.9289031616		1.5906438643																																		30		0.0002410195		0.0040758898		0.004782878		0.0031668645		0.0019388548		0.0006972737

		42						0.0013740383		83949694932		20.0178048714		0.8394969493																																		50		0.0004016991		0.0029655459		0.004528378		0.0034584546		0.0014956885		0.000528588

		T°		10%				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.0056946789		239573769206.382		60.9871115387		2.3957376921

		25						0.0064234679		392826882864		100		3.9282688286		27.5		0.0803398228

		30						0.0048273695		288465910573		73.433342563		2.8846591057		0.0275		0.0000803398

		36.6						0.0029729476		158938038649		40.4600717472		1.5893803865

		42						0.0009927375		60394969493		15.3744491855		0.6039496949

		T°		20%				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.005277589		201780987765		59.7598048575		2.0178098776

		25						0.0058389279		337653357882		100		3.3765335788		55		0.1606796457

		30						0.0036943279		254659180573		75.4203015099		2.5465918057		0.055		0.0001606796

		36.6						0.0019388548		129993803864.9		38.4991888368		1.2999380386

		42						0.0007156773		40474936743		11.9871269745		0.4047493674

		T°		30%				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.0040758898		189586949987		63.2898591979		1.8958694999

		25						0.004782878		299553439350		100		2.9955343935		82.5		0.2410194685

		30						0.0031668645		195689287918		65.3270042042		1.9568928792		0.0825		0.0002410195

		36.6						0.0019388548		95673993864.9		31.9388734352		0.9567399386

		42						0.0006972737		32672833674		10.9071802831		0.3267283367

		T°		50%				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.0029655459		154586949987		59.7438705532		1.5458694999

		25						0.004528378		258749472633		100		2.5874947263		137.5		0.4016991142

		30						0.0034584546		118466928918		45.7844136695		1.1846692892		0.1375		0.0004016991
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				без хвоста с50																3%		3.5%		4%		5%

				3%		3.5%		4%		5%								FMN		0.520		0.372		0.381		0.287

		FMN		0.520		0.378		0.377		0.287								FMN+(L+R)		0.333		0.337		0.328		0.273

		FMN+(L+R)		0.331		0.340		0.397		0.269
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		FMN		0.530		0.337		0.372		0.354								FMN+(L+R)		0.439		0.371		0.382		0.358

		FMN+(L+R)		0.453		0.378		0.543		0.542

																		без 40				0.326		0.291		0.274

		без 40		0.286		0.327		0.351		0.268
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глицерин

		I		T°		I (%)				control

		68368434		17.5		42.3144429873		6.837

		161572336		25		100		16.157

		76040704		30		47.0629477066		7.604

		59605508		36.6		36.8909118204		5.961

		29826586		42		18.46020596		2.983

		10000000

		I		T°		I (%)				5%

		15925106		17.5		25.9148491081		1.59

		61451664		25		100		6.15

		17519678		30		28.5096885253		1.75

		9804148		36.6		15.954243322		0.98

		1846604		42		3.0049698898		0.18

		I		T°		I (%)				10%

		7065261		17.5		17.5781673344		0.707

		40193388		25		100		4.019

		22466396		30		55.8957508135		2.247

		1326293		36.6		3.2997790582		0.133

		1132569		42		2.8177992858		0.113

		10000000

		I		T°		I (%)		20%

		8117136		17.5		26.0630		0.81

		31144300		25		100.0000		3.11

		12780697		30		41.0370		1.28

		1704940		36.6		5.4743		0.17

		1208320		42		3.8797		0.12

		I		T°		I (%)				30%

		9463850		17.5		30.9387482842		0.946

		30588988		25		100		3.059

		7864224		30		25.7093304296		0.786

		1130875		36.6		3.6970003715		0.113

		507914		42		1.6604472171		0.051

		I		T°		I (%)		50%

		398077		17.5		16.869685276		0.040

		2359718		25		100		0.236

		1090074		30		46.1950961937		0.109

		811691		36.6		34.3977966859		0.081

		94911		42		4.0221331532		0.009
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8.7640632676



		I		T°		I (%)				control

		98840736		17.5		59.2431614217		9.8840736

		166839064		25		100		16.6839064

		27049859		30		16.2131447824		2.7049859

		11557895		36.6		6.9275712312		1.1557895

		1675208		42.2		1.0040861893		0.1675208

		10000000

		I		T°		I (%)		5%

		17188648		17.5		13.5997333198		1.7188648

		126389596		25		100		12.6389596

		36253758		30		28.6841315641		3.6253758

		18637927		36.6		14.7464091902		1.8637927

		3467890		42		2.7438097041		0.346789

		I		T°		I (%)		10%

		15279354		17.5		14.1309058863		1.5279354

		108127208		25		100		10.8127208

		36471829		30		33.7304825257		3.6471829

		15375930		36.6		14.2202229063		1.537593

		2509149		42		2.3205528436		0.2509149

		10000000

		I		T°		I (%)		20%

		30493640		17.5		57.9436000354		3.049364

		52626416		25		100		5.2626416

		26761832		30		50.8524692238		2.6761832

		15913600		36.6		30.2388063059		1.59136

		3607260		42		6.8544663957		0.360726

		I		T°		I (%)		30%

		23738192		17.5		60.6464680322		2.3738192

		39141920		25		100		3.914192

		25784449		30		65.8742570625		2.5784449

		8482336		36.6		21.6707202917		0.8482336

		2453794		42		6.2689668775		0.2453794

		I		T°		I (%)		50%

		14074776		17.5		46.668811753		1.4074776

		30158848		25		100		3.0158848

		24267893		30		80.466909744		2.4267893

		5724569		36.6		18.9813914643		0.5724569

		825696		42		2.7378234076		0.0825696
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		глиц

		T°		конт				костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C																																17.5		25		30		36.6		42

		17.5						0.0053682868		302974845922		78.9287707288		0		0		3.0297484592																										доб. в мкл		C ( моль)		k, cˉ¹

		25						0.007960135		383858564024.978		100						3.8385856402																										control		0		0.0053682868		0.007960135		0.0049746274		0.0039365664		0.0020069457

		30						0.0049746274		285048603495		74.2587583578						2.8504860349																										5		0.0001520252		0.0047607758		0.0067944667		0.0049370813		0.0034084006		0.0009204172

		36.6						0.0039365664		209194569046		54.4978251501						2.0919456905																										10		0.0002986209		0.0027084006		0.0048159		0.0040607758		0.0015944667		0.0005370813

		42						0.0020069457		150385925862		39.1774314698						1.5038592586																										20		0.0005972418		0.0020069457		0.0035896		0.0023682868		0.000960135		0.0004462742

																																												30		0.0008958627		0.0020682868		0.0030238568		0.001986768		0.000860135		0.0003462742

																																												50		0.0014931046		0.0010978586		0.0020682868		0.0019004421		0.0007476543		0.0002594689

												100000000000

																																																17.5		25		30		36.6		42

								костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C																												доб. в мкл		C ( моль)		Q % нет смысла

		T°		5%				0.0047607758		225869486444		65.3738126662						2.2586948644																										control		0

		17.5						0.0067944667		345504533439.303		100		14		0.1520251927		3.4550453344																										5		0.0001520252

		25						0.0049370813		236867546782.2		68.5570010976		0.014		0.0001520252		2.3686754678																										10		0.0002986209

		30						0.0034084006		173856768594		50.3196779687						1.7385676859																										20		0.0005972418

		36.6						0.0009204172		90456849565		26.1810890481						0.9045684956																										30		0.0008958627

		42																																										50		0.0014931046

		T°		10				костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.0027084006		139456738576.4		48.0683913971		27.5		0.2986209143		1.3945673858

		25						0.0048159		290121500892.894		100		0.0275		0.0002986209		2.9012150089

		30						0.0040607758		183850345967		63.3701209325						1.8385034597

		36.6						0.0015944667		96786543767.6		33.3606931819						0.9678654377

		42						0.0005370813		70987654321		24.4682500616						0.7098765432

		T°		20%				костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.0020069457		134875638475		59.9782044613						1.3487563847

		25						0.0035896		224874418443.003		100		55		0.5972418286		2.2487441844

		30						0.0023682868		148465756453.33		66.0216299752		0.055		0.0005972418		1.4846575645

		36.6						0.000960135		59475865754.3		26.4484800744						0.5947586575

		42						0.0007462742		48756575657		21.6816906052						0.4875657566

												100000000000

								костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C

		T°		30				0.0020682868		102686786758.575		63.3979561016						1.0268678676

		17.5						0.0030238568		161971762297.788		100		82.5		0.895862743		1.619717623

		25						0.001986768		90576867686		55.9213941992		0.0825		0.0008958627		0.9057686769

		30						0.000860135		69696878675.4		43.0302650824						0.6969687868

		36.6						0.0003462742		50157683205.4		30.9669305895						0.5015768321

		42

								костанта спада		квантовый выход		Q%		доб гл в гр/мл		C

		T°		50				0.0010978586		55846432244		54.3852174236						0.5584643224

		17.5						0.0020682868		102686786758.575		100		137.5		1.4931045716		1.0268678676

		25						0.0019004421		60830235967		59.238620554		0.1375		0.0014931046		0.6083023597

		30						0.0007476543		42486767575		41.3751066872						0.4248676758

		36.6						0.0002594689		8999534959		8.7640632676						0.0899953496

		42

										cˉ¹
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		T°		control				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C		сахароза

		17.5						0.007003386		368248569267		76.9174873456		3.6824856927				0

		25						0.0082948748		478757928756.07		100		4.7875792876

		30						0.0061205524		304650185935.568		63.6334497325		3.0465018594

		36.6						0.0039475298		199247560183.503		41.6176000889		1.9924756018

		42.2						0.0020384846		99307347394.86		20.7427055366		0.9930734739

										100000000000																																										17.5		25		30		36.6		42

																																																%		C ( моль)		k, cˉ¹

		T°		5%				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C																														0		0		0.007003386		0.0082948748		0.0061205524		0.0039475298		0.0020384846

		17.5						0.0067827489		279284765667		66.5954527553		2.7928476567																																		5		0.0000409003		0.0067827489		0.0075654321		0.0058279484		0.0030384849		0.0013740383

		25						0.0075654321		419375128649		100		4.1937512865		14		0.0409002734																														10		0.0000803398		0.0056946789		0.0064234679		0.0048273695		0.0029729476		0.0009927375

		30						0.0058279484		349467297371.07		83.3304775362		3.4946729737		0.014		0.0000409003																														20		0.0001606796		0.005277589		0.0058389279		0.0036943279		0.0019388548		0.0007156773

		36.6						0.0030384849		159064386429		37.9289031616		1.5906438643																																		30		0.0002410195		0.0040758898		0.004782878		0.0031668645		0.0019388548		0.0006972737

		42						0.0013740383		83949694932		20.0178048714		0.8394969493																																		50		0.0004016991		0.0029655459		0.004528378		0.0034584546		0.0014956885		0.000528588

		T°		10%				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.0056946789		239573769206.382		60.9871115387		2.3957376921

		25						0.0064234679		392826882864		100		3.9282688286		27.5		0.0803398228

		30						0.0048273695		288465910573		73.433342563		2.8846591057		0.0275		0.0000803398

		36.6						0.0029729476		158938038649		40.4600717472		1.5893803865

		42						0.0009927375		60394969493		15.3744491855		0.6039496949

		T°		20%				костанта спада		квантовый выход		Q%				доб гл в гр/мл		C

		17.5						0.005277589		201780987765		59.7598048575		2.0178098776
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		34.5333333333		34.5333333333		34.5333333333		34.5333333333

		34.7		34.7		34.7		34.7

		34.8666666667		34.8666666667		34.8666666667		34.8666666667

		35.0333333333		35.0333333333		35.0333333333		35.0333333333

		35.2		35.2		35.2		35.2

		35.3666666667		35.3666666667		35.3666666667		35.3666666667

		35.5333333333		35.5333333333		35.5333333333		35.5333333333

		35.7		35.7		35.7		35.7

		35.8666666667		35.8666666667		35.8666666667		35.8666666667

		36.0333333333		36.0333333333		36.0333333333		36.0333333333

		36.2		36.2		36.2		36.2

		36.3666666667		36.3666666667		36.3666666667		36.3666666667

		36.5333333333		36.5333333333		36.5333333333		36.5333333333

		36.7		36.7		36.7		36.7

		36.8666666667		36.8666666667		36.8666666667		36.8666666667

		37.0333333333		37.0333333333		37.0333333333		37.0333333333

		37.2		37.2		37.2		37.2

		37.3666666667		37.3666666667		37.3666666667		37.3666666667

		37.5333333333		37.5333333333		37.5333333333		37.5333333333

		37.7		37.7		37.7		37.7

		37.8666666667		37.8666666667		37.8666666667		37.8666666667

		38.0333333333		38.0333333333		38.0333333333		38.0333333333

		38.2		38.2		38.2		38.2

		38.3666666667		38.3666666667		38.3666666667		38.3666666667

		38.5333333333		38.5333333333		38.5333333333		38.5333333333

		38.7		38.7		38.7		38.7

		38.8666666667		38.8666666667		38.8666666667		38.8666666667

		39.0333333333		39.0333333333		39.0333333333		39.0333333333

		39.2		39.2		39.2		39.2

		39.3666666667		39.3666666667		39.3666666667		39.3666666667

		39.5333333333		39.5333333333		39.5333333333		39.5333333333

		39.7		39.7		39.7		39.7

		39.8666666667		39.8666666667		39.8666666667		39.8666666667

		40.0333333333		40.0333333333		40.0333333333		40.0333333333

		40.2		40.2		40.2		40.2

		40.3666666667		40.3666666667		40.3666666667		40.3666666667

		40.5333333333		40.5333333333		40.5333333333		40.5333333333

		40.7		40.7		40.7		40.7

		40.8666666667		40.8666666667		40.8666666667		40.8666666667

		41.0333333333		41.0333333333		41.0333333333		41.0333333333

		41.2		41.2		41.2		41.2

		41.3666666667		41.3666666667		41.3666666667		41.3666666667

		41.5333333333		41.5333333333		41.5333333333		41.5333333333

		41.7		41.7		41.7		41.7

		41.8666666667		41.8666666667		41.8666666667		41.8666666667

		42.0333333333		42.0333333333		42.0333333333		42.0333333333

		42.2		42.2		42.2		42.2

		42.3666666667		42.3666666667		42.3666666667		42.3666666667

		42.5333333333		42.5333333333		42.5333333333		42.5333333333

		42.7		42.7		42.7		42.7

		42.8666666667		42.8666666667		42.8666666667		42.8666666667

		43.0333333333		43.0333333333		43.0333333333		43.0333333333

		43.2		43.2		43.2		43.2

		43.3666666667		43.3666666667		43.3666666667		43.3666666667

		43.5333333333		43.5333333333		43.5333333333		43.5333333333

		43.7		43.7		43.7		43.7

		43.8666666667		43.8666666667		43.8666666667		43.8666666667

		44.0333333333		44.0333333333		44.0333333333		44.0333333333

		44.2		44.2		44.2		44.2

		44.3666666667		44.3666666667		44.3666666667		44.3666666667

		44.5333333333		44.5333333333		44.5333333333		44.5333333333

		44.7		44.7		44.7		44.7

		44.8666666667		44.8666666667		44.8666666667		44.8666666667

		45.0333333333		45.0333333333		45.0333333333		45.0333333333

		45.2		45.2		45.2		45.2

		45.3666666667		45.3666666667		45.3666666667		45.3666666667

		45.5333333333		45.5333333333		45.5333333333		45.5333333333

		45.7		45.7		45.7		45.7

		45.8666666667		45.8666666667		45.8666666667		45.8666666667

		46.0333333333		46.0333333333		46.0333333333		46.0333333333

		46.2		46.2		46.2		46.2

		46.3666666667		46.3666666667		46.3666666667		46.3666666667

		46.5333333333		46.5333333333		46.5333333333		46.5333333333

		46.7		46.7		46.7		46.7

		46.8666666667		46.8666666667		46.8666666667		46.8666666667

		47.0333333333		47.0333333333		47.0333333333		47.0333333333

		47.2		47.2		47.2		47.2

		47.3666666667		47.3666666667		47.3666666667		47.3666666667

		47.5333333333		47.5333333333		47.5333333333		47.5333333333

		47.7		47.7		47.7		47.7

		47.8666666667		47.8666666667		47.8666666667		47.8666666667

		48.0333333333		48.0333333333		48.0333333333		48.0333333333

		48.2		48.2		48.2		48.2

		48.3666666667		48.3666666667		48.3666666667		48.3666666667

		48.5333333333		48.5333333333		48.5333333333		48.5333333333

		48.7		48.7		48.7		48.7

		48.8666666667		48.8666666667		48.8666666667		48.8666666667

		49.0333333333		49.0333333333		49.0333333333		49.0333333333

		49.2		49.2		49.2		49.2

		49.3666666667		49.3666666667		49.3666666667		49.3666666667

		49.5333333333		49.5333333333		49.5333333333		49.5333333333

		49.7		49.7		49.7		49.7

		49.8666666667		49.8666666667		49.8666666667		49.8666666667

		50.0333333333		50.0333333333		50.0333333333		50.0333333333

		50.2		50.2		50.2		50.2

		50.3666666667		50.3666666667		50.3666666667		50.3666666667

		50.5333333333		50.5333333333		50.5333333333		50.5333333333

		50.7		50.7		50.7		50.7

		50.8666666667		50.8666666667		50.8666666667		50.8666666667

		51.0333333333		51.0333333333		51.0333333333		51.0333333333

		51.2		51.2		51.2		51.2

		51.3666666667		51.3666666667		51.3666666667		51.3666666667

		51.5333333333		51.5333333333		51.5333333333		51.5333333333

		51.7		51.7		51.7		51.7

		51.8666666667		51.8666666667		51.8666666667		51.8666666667

		52.0333333333		52.0333333333		52.0333333333		52.0333333333

		52.2		52.2		52.2		52.2

		52.3666666667		52.3666666667		52.3666666667		52.3666666667

		52.5333333333		52.5333333333		52.5333333333		52.5333333333

		52.7		52.7		52.7		52.7

		52.8666666667		52.8666666667		52.8666666667		52.8666666667

		53.0333333333		53.0333333333		53.0333333333		53.0333333333

		53.2		53.2		53.2		53.2

		53.3666666667		53.3666666667		53.3666666667		53.3666666667

		53.5333333333		53.5333333333		53.5333333333		53.5333333333

		53.7		53.7		53.7		53.7

		53.8666666667		53.8666666667		53.8666666667		53.8666666667

		54.0333333333		54.0333333333		54.0333333333		54.0333333333

		54.2		54.2		54.2		54.2

		54.3666666667		54.3666666667		54.3666666667		54.3666666667

		54.5333333333		54.5333333333		54.5333333333		54.5333333333

		54.7		54.7		54.7		54.7

		54.8666666667		54.8666666667		54.8666666667		54.8666666667

		55.0333333333		55.0333333333		55.0333333333		55.0333333333

		55.2		55.2		55.2		55.2

		55.3666666667		55.3666666667		55.3666666667		55.3666666667

		55.5333333333		55.5333333333		55.5333333333		55.5333333333

		55.7		55.7		55.7		55.7

		55.8666666667		55.8666666667		55.8666666667		55.8666666667

		56.0333333333		56.0333333333		56.0333333333		56.0333333333

		56.2		56.2		56.2		56.2

		56.3666666667		56.3666666667		56.3666666667		56.3666666667

		56.5333333333		56.5333333333		56.5333333333		56.5333333333

		56.7		56.7		56.7		56.7

		56.8666666667		56.8666666667		56.8666666667		56.8666666667

		57.0333333333		57.0333333333		57.0333333333		57.0333333333

		57.2		57.2		57.2		57.2

		57.3666666667		57.3666666667		57.3666666667		57.3666666667

		57.5333333333		57.5333333333		57.5333333333		57.5333333333

		57.7		57.7		57.7		57.7

		57.8666666667		57.8666666667		57.8666666667		57.8666666667

		58.0333333333		58.0333333333		58.0333333333		58.0333333333

		58.2		58.2		58.2		58.2

		58.3666666667		58.3666666667		58.3666666667		58.3666666667

		58.5333333333		58.5333333333		58.5333333333		58.5333333333

		58.7		58.7		58.7		58.7

		58.8666666667		58.8666666667		58.8666666667		58.8666666667

		59.0333333333		59.0333333333		59.0333333333		59.0333333333

		59.2		59.2		59.2		59.2

		59.3666666667		59.3666666667		59.3666666667		59.3666666667

		59.5333333333		59.5333333333		59.5333333333		59.5333333333

		59.7		59.7		59.7		59.7

		59.8666666667		59.8666666667		59.8666666667		59.8666666667

		60.0333333333		60.0333333333		60.0333333333		60.0333333333

		60.2		60.2		60.2		60.2

		60.3666666667		60.3666666667		60.3666666667		60.3666666667

		60.5333333333		60.5333333333		60.5333333333		60.5333333333

		60.7		60.7		60.7		60.7

		60.8666666667		60.8666666667		60.8666666667		60.8666666667

		61.0333333333		61.0333333333		61.0333333333		61.0333333333

		61.2		61.2		61.2		61.2

		61.3666666667		61.3666666667		61.3666666667		61.3666666667

		61.5333333333		61.5333333333		61.5333333333		61.5333333333

		61.7		61.7		61.7		61.7

		61.8666666667		61.8666666667		61.8666666667		61.8666666667

		62.0333333333		62.0333333333		62.0333333333		62.0333333333

		62.2		62.2		62.2		62.2

		62.3666666667		62.3666666667		62.3666666667		62.3666666667

		62.5333333333		62.5333333333		62.5333333333		62.5333333333

		62.7		62.7		62.7		62.7

		62.8666666667		62.8666666667		62.8666666667		62.8666666667

		63.0333333333		63.0333333333		63.0333333333		63.0333333333

		63.2		63.2		63.2		63.2

		63.3666666667		63.3666666667		63.3666666667		63.3666666667

		63.5333333333		63.5333333333		63.5333333333		63.5333333333

		63.7		63.7		63.7		63.7

		63.8666666667		63.8666666667		63.8666666667		63.8666666667

		64.0333333333		64.0333333333		64.0333333333		64.0333333333

		64.2		64.2		64.2		64.2

		64.3666666667		64.3666666667		64.3666666667		64.3666666667

		64.5333333333		64.5333333333		64.5333333333		64.5333333333

		64.7		64.7		64.7		64.7

		64.8666666667		64.8666666667		64.8666666667		64.8666666667

		65.0333333333		65.0333333333		65.0333333333		65.0333333333

		65.2		65.2		65.2		65.2

		65.3666666667		65.3666666667		65.3666666667		65.3666666667

		65.5333333333		65.5333333333		65.5333333333		65.5333333333

		65.7		65.7		65.7		65.7

		65.8666666667		65.8666666667		65.8666666667		65.8666666667

		66.0333333333		66.0333333333		66.0333333333		66.0333333333

		66.2		66.2		66.2		66.2

		66.3666666667		66.3666666667		66.3666666667		66.3666666667

		66.5333333333		66.5333333333		66.5333333333		66.5333333333

		66.7		66.7		66.7		66.7

		66.8666666667		66.8666666667		66.8666666667		66.8666666667

		67.0333333333		67.0333333333		67.0333333333		67.0333333333

		67.2		67.2		67.2		67.2

		67.3666666667		67.3666666667		67.3666666667		67.3666666667

		67.5333333333		67.5333333333		67.5333333333		67.5333333333

		67.7		67.7		67.7		67.7

		67.8666666667		67.8666666667		67.8666666667		67.8666666667

		68.0333333333		68.0333333333		68.0333333333		68.0333333333

		68.2		68.2		68.2		68.2

		68.3666666667		68.3666666667		68.3666666667		68.3666666667

		68.5333333333		68.5333333333		68.5333333333		68.5333333333

		68.7		68.7		68.7		68.7

		68.8666666667		68.8666666667		68.8666666667		68.8666666667



3% гель

3,5% гель

4% гель

5% гель

t,мин

I, отн.ед.

3617.5

7006.8571428571

3525.8

696.5

2178

4307.1428571429

2613.2

766

1236

2730

1827.4

521.5

692.5

1892.8571428571

1347.2

292.75

439

1359

1003.2

175.25

321.5

987

759.2

120.25

268

764.1666666667

592.4

94.5

239.5

638.5

516.3333333333

81

227

558

428.3333333333

78.5

219.5

514.6666666667

372

75

223

485

335.6666666667

71.75

221.5

461.8333333333

309.6666666667

70.5

219

444

292.6666666667

69.5

213

443.3333333333

281.3333333333

69

211.5

434.3333333333

275.3333333333

69.5

211.5

439.8333333333

267

67

212

431.1666666667

257.3333333333

69.25

214

430

262.6666666667

68

206

428.1666666667

254.6666666667

67.5

207

431.3333333333

254

70.25

197

428.6666666667

252.3333333333

67.5

198

430.3333333333

248.3333333333

69.5

197

423.5

246.6666666667

68.5

197.5

425.6666666667

248.6666666667

66.5

197

428.3333333333

248.3333333333

67.3333333333

192.5

431.5

246

71

189

425.6666666667

246.6666666667

72

188.5

427.3333333333

245.3333333333

68.6666666667

184

429

241.6666666667

67.3333333333

181.5

423.3333333333

239.6666666667

69.6666666667

181

424.8333333333

241

67.6666666667

180.5

431.1666666667

238.6666666667

66.6666666667

177

424.1666666667

237

66.6666666667

174.5

423.6666666667

235.6666666667

68.6666666667

179

423.1666666667

242

71

171.5

419.5

235.25

65.6666666667

173

418

234.75

67

165

417.8333333333

232.5

67.6666666667

169.5

416.3333333333

230.75

68

161

416.1666666667

230.75

67.3333333333

165.5

416.6666666667

227.75

69

163.5

411.3333333333

227.5

67

158

415.6666666667

227.25

68.3333333333

157.5

407.6666666667

225.5

67.3333333333

155

406

224.75

66.6666666667

162

406.8333333333

223.25

66

150.5

400.8333333333

218.5

66.3333333333

152

405.6666666667

216.75

65.3333333333

153.5

401.8333333333

219

60

150

394.6666666667

216.5

57.5

145.5

394.1666666667

215

60

148

393.8333333333

213.25

59.5

144

393.1666666667

212.5

59

140.5

392.6666666667

209.5

65

143

394.6666666667

205.75

59

144.5

387.1666666667

209.75

64

147.5

388.8333333333

207.75

66

138.5

381.3333333333

205.75

61

138

381.8333333333

202.5

58

135

375

205

65

142.5

374.5

204

60

138.5

376.3333333333

202.25

57

139.5

377.6666666667

199.75

60

144

374.8333333333

195.5

59

138

368.8333333333

195.75

58

142

366.8333333333

191.75

60

147

366

192.75

58

136

363.3333333333

187.5

59

126

363

188.25

63

143

359.5

186.25

56

135

361.6666666667

187.75

63

138

356.5

181.75

60

129

351.3333333333

183.25

61

135

353.5

183.75

56

129

355

181.5

59

130

347.3333333333

181

60

125

348.6666666667

182

58

129

346.6666666667

178.5

59

129

343.6666666667

176

63

119

342.3333333333

178.25

55

121

343

174.5

56

120

339.6666666667

171.5

60

117

332.8333333333

172

60

118

331

171.25

57

118

330.8333333333

166.5

55

113

332.3333333333

168.5

57

110

335.1666666667

166.75

58

114

326.5

168.25

57

111

324.8333333333

165.75

59

106

323.5

163.25

62

107

318.5

161.25

59

113

317.6

159.75

57

106

318.8

160.6666666667

59

109

320.4

158

58

114

313.4

163

57

107

317.6

157.5

50

108

310.6

157.5

55

104

310.4

152

57

105

310.4

155

55

99

304.8

154

56

92

306.4

151.5

54

104

302.8

154.5

55

106

303

145

57

96

300

150.5

55

97

302

150

53

95

292

152.5

50

92

299

150

49

96

284

146.5

50

93

298

143.5

52

94

280

144

51

99

275

144.5

52

97

280

143

52

94

276

144

53

89

271

144.5

53

90

252

146.5

51

90

272

142

53

93

264

139

54

94

258

142.5

57

83

253

143

49

87

262

141.5

50

91

246

135.5

51

86

248

136.5

48

89

244

135.5

53

85

246

137.5

50

89

235

131

48

86

254

133.5

45

82

249

136

48

84

232

132.5

50

77

234

134

42

81

233

129.5

46

84

234

135

51

81

224

132

51

76

237

130

50

86

233

132

46

84

223

127

48

78

219

124

48

78

217

130.5

47

80

217

126

50

80

212

125.5

46

80

212

127.5

46

81

211

128.5

43

76

210

122.5

44

81

196

124.5

46

85

196

123.5

46

74

196

126

46

83

191

119

43

77

204

119

44

77

186

113.5

44

74

192

113.5

46

77

194

117.5

45

73

188

119

46

76

183

116

46

78

178

116

42

74

189

119.5

44

72

189

120

48

77

184

113.5

41

70

171

116

44

71

176

114.5

45

71

172

114

41

69

175

112.5

49

72

163

109.5

44

69

158

116

43

75

162

115

45

77

159

110.5

41

67

162

108

45

66

169

108

45

65

161

106.5

43

70

158

106.5

39

65

162

108

41

65

167

105.5

41

70

135

107

42

69

152

109.5

43

65

144

111

43

67

152

103

37

64

140

108

41

66

149

102.5

42

70

143

108

39

63

135

105

41

67

153

100

37

65

141

99

39

64

122

108

44

64

129

103

39

65

133

100

40

56

137

101

40

67

131

98

43

69

129

106

39

58

116

100

44

59

127

97

44

64

138

105

39

58

114

99

39

66

119

101

40

64

109

94

38

57

130

94

39

57

116

98

36

61

115

97

37

59

120

100

38

61

103

96

39

60

103

94

43

56

104

96

39

56

105

91

38

62

105

97

37

52

109

92

37

57

105

97

37

58

98

90

36

53

95

99

37

56

104

92

40

55

96

92

35

56

102

89

38

52

95

37

55

91

38

57

88

34

52

95

36

57

90

34

53

91

38

56

92

39

53

84

37

56

82

37

53

86

35

51

85

37

51

87

35

53

93

37

55

89

34

55

93

36

50

86

35

50

90

35

51

87

36

54

91

35

49

85

36

50

91

36

52

82

33

52

85

36

49

86

34

48

86

32

52

81

34

51

83

35

46

83

35

52

85

35

45

83

31

48

35

50

35

51

34

48

38

48

34

46

32

43

30

47

31

43

35

45

33

45

33

51

34

45

33

47

33

52

37

45

32

47

33

42

33

47

37

48

37

48

35

46

34

44

31

43

30

41

35

46

30

45

32

47

35

43

34

39

30

44

34

40

30

40

29

45

32

41

33

40

32

40

30

43

29

38

32

39

29

46

30

38

26

39

31

42

29

39

31

43

29

42

33

38

29

39

33

42

31

39

27

40

32

44

28

42

30

40

29

38

33

44

31

40

31

40

31

39

31

37

30

41

29

42

33

35

31

36

27

37

28

37

30

40

33

37

28

35

31

34

29

38

31

39

28

36

30

39

31

37

34

36

32

38

31

37

31

35

30

37

35

35

31

33

29

34

28

34

26

33

28

36

31

34

29

34

28

34

30

35

26

34

31

30

26

32

31

32

28

33

29

35

28

38

28

37

28

35

28

36

26

34

27

31

28

33

26

31

24

30

26

33

27

34

33

30

26

32

26

34

29

33

27

31

27

34

28

35

28

32

27

34

30

32

28

31

25

33

28

31

26

32

27

28

30

28

26

34

30

32

27

36

34

30

27

30

30

31

28

33

31

28

27

31

27

34

28

32

27

29

29

30

26

31

25

33

28

29

26

32

25

29

26

31

26

30

25

29

27

32

28

26

25

27

26

32

28

32

26

31

26

31

28

31

22

29

29

28

28

29

27

34

25

29

25

27

28

30

26

31

26

30

27

28

24

27

30

29

27

30

28

31

29

31

24

31

26

27

25

27

24

27

27

26

28

28

27

25

25

26



10ФМН+Ф

				10ФМН+Ф-3%		10ФМН+Ф-3,5%		10ФМН+Ф-4%		10ФМН+Ф-5%								10ФМН+Ф-3% старый

		0.0333333333		3617.5		7006.8571428571		3525.8		696.5		0.0005555556		0.0333333333				324.8

		0.2		2178		4307.1428571429		2613.2		766		0.0033333333		0.2				310

		0.3666666667		1236		2730		1827.4		521.5		0.0061111111		0.3666666667				294.4

		0.5333333333		692.5		1892.8571428571		1347.2		292.75		0.0088888889		0.5333333333				286.6

		0.7		439		1359		1003.2		175.25		0.0116666667		0.7				283.8

		0.8666666667		321.5		987		759.2		120.25		0.0144444444		0.8666666667				282.2

		1.0333333333		268		764.1666666667		592.4		94.5		0.0172222222		1.0333333333				282.4

		1.2		239.5		638.5		516.3333333333		81		0.02		1.2				283.2

		1.3666666667		227		558		428.3333333333		78.5		0.0227777778		1.3666666667				286

		1.5333333333		219.5		514.6666666667		372		75		0.0255555556		1.5333333333				280.4

		1.7		223		485		335.6666666667		71.75		0.0283333333		1.7				277.8

		1.8666666667		221.5		461.8333333333		309.6666666667		70.5		0.0311111111		1.8666666667				277.6

		2.0333333333		219		444		292.6666666667		69.5		0.0338888889		2.0333333333				275.8

		2.2		213		443.3333333333		281.3333333333		69		0.0366666667		2.2				279.4

		2.3666666667		211.5		434.3333333333		275.3333333333		69.5		0.0394444444		2.3666666667				276.4

		2.5333333333		211.5		439.8333333333		267		67		0.0422222222		2.5333333333				277.4

		2.7		212		431.1666666667		257.3333333333		69.25		0.045		2.7				271.6

		2.8666666667		214		430		262.6666666667		68		0.0477777778		2.8666666667				268.8

		3.0333333333		206		428.1666666667		254.6666666667		67.5		0.0505555556		3.0333333333				274.4

		3.2		207		431.3333333333		254		70.25		0.0533333333		3.2				271

		3.3666666667		197		428.6666666667		252.3333333333		67.5		0.0561111111		3.3666666667				273.4

		3.5333333333		198		430.3333333333		248.3333333333		69.5		0.0588888889		3.5333333333				269.8

		3.7		197		423.5		246.6666666667		68.5		0.0616666667		3.7				269.8

		3.8666666667		197.5		425.6666666667		248.6666666667		66.5		0.0644444444		3.8666666667				268.6

		4.0333333333		197		428.3333333333		248.3333333333		67.3333333333		0.0672222222		4.0333333333				263.4

		4.2		192.5		431.5		246		71		0.07		4.2				260

		4.3666666667		189		425.6666666667		246.6666666667		72		0.0727777778		4.3666666667				263.2

		4.5333333333		188.5		427.3333333333		245.3333333333		68.6666666667		0.0755555556		4.5333333333				252.8

		4.7		184		429		241.6666666667		67.3333333333		0.0783333333		4.7				256.4

		4.8666666667		181.5		423.3333333333		239.6666666667		69.6666666667		0.0811111111		4.8666666667				255.2

		5.0333333333		181		424.8333333333		241		67.6666666667		0.0838888889		5.0333333333				249.8

		5.2		180.5		431.1666666667		238.6666666667		66.6666666667		0.0866666667		5.2				255.6

		5.3666666667		177		424.1666666667		237		66.6666666667		0.0894444444		5.3666666667				252.4

		5.5333333333		174.5		423.6666666667		235.6666666667		68.6666666667		0.0922222222		5.5333333333				255.8

		5.7		179		423.1666666667		242		71		0.095		5.7				248.4

		5.8666666667		171.5		419.5		235.25		65.6666666667		0.0977777778		5.8666666667				248.2

		6.0333333333		173		418		234.75		67		0.1005555556		6.0333333333				248.4

		6.2		165		417.8333333333		232.5		67.6666666667		0.1033333333		6.2				244.2

		6.3666666667		169.5		416.3333333333		230.75		68		0.1061111111		6.3666666667				247.8

		6.5333333333		161		416.1666666667		230.75		67.3333333333		0.1088888889		6.5333333333				241.2

		6.7		165.5		416.6666666667		227.75		69		0.1116666667		6.7				248.6

		6.8666666667		163.5		411.3333333333		227.5		67		0.1144444444		6.8666666667				238

		7.0333333333		158		415.6666666667		227.25		68.3333333333		0.1172222222		7.0333333333				239.8

		7.2		157.5		407.6666666667		225.5		67.3333333333		0.12		7.2				232

		7.3666666667		155		406		224.75		66.6666666667		0.1227777778		7.3666666667				228.6

		7.5333333333		162		406.8333333333		223.25		66		0.1255555556		7.5333333333				227

		7.7		150.5		400.8333333333		218.5		66.3333333333		0.1283333333		7.7				231.6

		7.8666666667		152		405.6666666667		216.75		65.3333333333		0.1311111111		7.8666666667				227.4

		8.0333333333		153.5		401.8333333333		219		60		0.1338888889		8.0333333333				224.6

		8.2		150		394.6666666667		216.5		57.5		0.1366666667		8.2				221

		8.3666666667		145.5		394.1666666667		215		60		0.1394444444		8.3666666667				224.4

		8.5333333333		148		393.8333333333		213.25		59.5		0.1422222222		8.5333333333				216.2

		8.7		144		393.1666666667		212.5		59		0.145		8.7				218

		8.8666666667		140.5		392.6666666667		209.5		65		0.1477777778		8.8666666667				218

		9.0333333333		143		394.6666666667		205.75		59		0.1505555556		9.0333333333				212

		9.2		144.5		387.1666666667		209.75		64		0.1533333333		9.2				215.6

		9.3666666667		147.5		388.8333333333		207.75		66		0.1561111111		9.3666666667				209

		9.5333333333		138.5		381.3333333333		205.75		61		0.1588888889		9.5333333333				211.6

		9.7		138		381.8333333333		202.5		58		0.1616666667		9.7				211.6

		9.8666666667		135		375		205		65		0.1644444444		9.8666666667				204.4

		10.0333333333		142.5		374.5		204		60		0.1672222222		10.0333333333				200.4

		10.2		138.5		376.3333333333		202.25		57		0.17		10.2				205.8

		10.3666666667		139.5		377.6666666667		199.75		60		0.1727777778		10.3666666667				199

		10.5333333333		144		374.8333333333		195.5		59		0.1755555556		10.5333333333				202.2

		10.7		138		368.8333333333		195.75		58		0.1783333333		10.7				200

		10.8666666667		142		366.8333333333		191.75		60		0.1811111111		10.8666666667				196.4

		11.0333333333		147		366		192.75		58		0.1838888889		11.0333333333				190

		11.2		136		363.3333333333		187.5		59		0.1866666667		11.2				190

		11.3666666667		126		363		188.25		63		0.1894444444		11.3666666667				192.8

		11.5333333333		143		359.5		186.25		56		0.1922222222		11.5333333333				191.2

		11.7		135		361.6666666667		187.75		63		0.195		11.7				190.8

		11.8666666667		138		356.5		181.75		60		0.1977777778		11.8666666667				186.6

		12.0333333333		129		351.3333333333		183.25		61		0.2005555556		12.0333333333				186.6

		12.2		135		353.5		183.75		56		0.2033333333		12.2				185

		12.3666666667		129		355		181.5		59		0.2061111111		12.3666666667				187

		12.5333333333		130		347.3333333333		181		60		0.2088888889		12.5333333333				181.6

		12.7		125		348.6666666667		182		58		0.2116666667		12.7				180.4

		12.8666666667		129		346.6666666667		178.5		59		0.2144444444		12.8666666667				179.6

		13.0333333333		129		343.6666666667		176		63		0.2172222222		13.0333333333				179.8

		13.2		119		342.3333333333		178.25		55		0.22		13.2				175

		13.3666666667		121		343		174.5		56		0.2227777778		13.3666666667				174.6

		13.5333333333		120		339.6666666667		171.5		60		0.2255555556		13.5333333333				174.2

		13.7		117		332.8333333333		172		60		0.2283333333		13.7				171

		13.8666666667		118		331		171.25		57		0.2311111111		13.8666666667				169.8

		14.0333333333		118		330.8333333333		166.5		55		0.2338888889		14.0333333333				172

		14.2		113		332.3333333333		168.5		57		0.2366666667		14.2				170

		14.3666666667		110		335.1666666667		166.75		58		0.2394444444		14.3666666667				165

		14.5333333333		114		326.5		168.25		57		0.2422222222		14.5333333333				168

		14.7		111		324.8333333333		165.75		59		0.245		14.7				158

		14.8666666667		106		323.5		163.25		62		0.2477777778		14.8666666667				167

		15.0333333333		107		318.5		161.25		59		0.2505555556		15.0333333333				160

		15.2		113		317.6		159.75		57		0.2533333333		15.2				160

		15.3666666667		106		318.8		160.6666666667		59		0.2561111111		15.3666666667				158

		15.5333333333		109		320.4		158		58		0.2588888889		15.5333333333				156

		15.7		114		313.4		163		57		0.2616666667		15.7				161

		15.8666666667		107		317.6		157.5		50		0.2644444444		15.8666666667				157

		16.0333333333		108		310.6		157.5		55		0.2672222222		16.0333333333				159

		16.2		104		310.4		152		57		0.27		16.2				150

		16.3666666667		105		310.4		155		55		0.2727777778		16.3666666667				144

		16.5333333333		99		304.8		154		56		0.2755555556		16.5333333333				151

		16.7		92		306.4		151.5		54		0.2783333333		16.7				147

		16.8666666667		104		302.8		154.5		55		0.2811111111		16.8666666667				147

		17.0333333333		106		303		145		57		0.2838888889		17.0333333333				150

		17.2		96		300		150.5		55		0.2866666667		17.2				149

		17.3666666667		97		302		150		53		0.2894444444		17.3666666667				142

		17.5333333333		95		292		152.5		50		0.2922222222		17.5333333333				151

		17.7		92		299		150		49		0.295		17.7				146

		17.8666666667		96		284		146.5		50		0.2977777778		17.8666666667				137

		18.0333333333		93		298		143.5		52		0.3005555556		18.0333333333				145

		18.2		94		280		144		51		0.3033333333		18.2				140

		18.3666666667		99		275		144.5		52		0.3061111111		18.3666666667				146

		18.5333333333		97		280		143		52		0.3088888889		18.5333333333				141

		18.7		94		276		144		53		0.3116666667		18.7				143

		18.8666666667		89		271		144.5		53		0.3144444444		18.8666666667				141

		19.0333333333		90		252		146.5		51		0.3172222222		19.0333333333				136

		19.2		90		272		142		53		0.32		19.2				137

		19.3666666667		93		264		139		54		0.3227777778		19.3666666667				139

		19.5333333333		94		258		142.5		57		0.3255555556		19.5333333333				136

		19.7		83		253		143		49		0.3283333333		19.7				126

		19.8666666667		87		262		141.5		50		0.3311111111		19.8666666667				134

		20.0333333333		91		246		135.5		51		0.3338888889		20.0333333333				131

		20.2		86		248		136.5		48		0.3366666667		20.2				133

		20.3666666667		89		244		135.5		53		0.3394444444		20.3666666667				132

		20.5333333333		85		246		137.5		50		0.3422222222		20.5333333333				133

		20.7		89		235		131		48		0.345		20.7				132

		20.8666666667		86		254		133.5		45		0.3477777778		20.8666666667				126

		21.0333333333		82		249		136		48		0.3505555556		21.0333333333				124

		21.2		84		232		132.5		50		0.3533333333		21.2				131

		21.3666666667		77		234		134		42		0.3561111111		21.3666666667				126

		21.5333333333		81		233		129.5		46		0.3588888889		21.5333333333				124

		21.7		84		234		135		51		0.3616666667		21.7				131

		21.8666666667		81		224		132		51		0.3644444444		21.8666666667				124

		22.0333333333		76		237		130		50		0.3672222222		22.0333333333				130

		22.2		86		233		132		46		0.37		22.2				127

		22.3666666667		84		223		127		48		0.3727777778		22.3666666667				124

		22.5333333333		78		219		124		48		0.3755555556		22.5333333333				122

		22.7		78		217		130.5		47		0.3783333333		22.7				123

		22.8666666667		80		217		126		50		0.3811111111		22.8666666667				117

		23.0333333333		80		212		125.5		46		0.3838888889		23.0333333333				119

		23.2		80		212		127.5		46		0.3866666667		23.2				121

		23.3666666667		81		211		128.5		43		0.3894444444		23.3666666667				122

		23.5333333333		76		210		122.5		44		0.3922222222		23.5333333333				116

		23.7		81		196		124.5		46		0.395		23.7				119

		23.8666666667		85		196		123.5		46		0.3977777778		23.8666666667				116

		24.0333333333		74		196		126		46		0.4005555556		24.0333333333				120

		24.2		83		191		119		43		0.4033333333		24.2				120

		24.3666666667		77		204		119		44		0.4061111111		24.3666666667				115

		24.5333333333		77		186		113.5		44		0.4088888889		24.5333333333				113

		24.7		74		192		113.5		46		0.4116666667		24.7				118

		24.8666666667		77		194		117.5		45		0.4144444444		24.8666666667				113

		25.0333333333		73		188		119		46		0.4172222222		25.0333333333				119

		25.2		76		183		116		46		0.42		25.2				117

		25.3666666667		78		178		116		42		0.4227777778		25.3666666667				112

		25.5333333333		74		189		119.5		44		0.4255555556		25.5333333333				112

		25.7		72		189		120		48		0.4283333333		25.7				110

		25.8666666667		77		184		113.5		41		0.4311111111		25.8666666667				109

		26.0333333333		70		171		116		44		0.4338888889		26.0333333333				108

		26.2		71		176		114.5		45		0.4366666667		26.2				106

		26.3666666667		71		172		114		41		0.4394444444		26.3666666667				108

		26.5333333333		69		175		112.5		49		0.4422222222		26.5333333333				110

		26.7		72		163		109.5		44		0.445		26.7				116

		26.8666666667		69		158		116		43		0.4477777778		26.8666666667				103

		27.0333333333		75		162		115		45		0.4505555556		27.0333333333				111

		27.2		77		159		110.5		41		0.4533333333		27.2				107

		27.3666666667		67		162		108		45		0.4561111111		27.3666666667				108

		27.5333333333		66		169		108		45		0.4588888889		27.5333333333				107

		27.7		65		161		106.5		43		0.4616666667		27.7				100

		27.8666666667		70		158		106.5		39		0.4644444444		27.8666666667				111

		28.0333333333		65		162		108		41		0.4672222222		28.0333333333				101

		28.2		65		167		105.5		41		0.47		28.2				107

		28.3666666667		70		135		107		42		0.4727777778		28.3666666667				99

		28.5333333333		69		152		109.5		43		0.4755555556		28.5333333333				108

		28.7		65		144		111		43		0.4783333333		28.7				104

		28.8666666667		67		152		103		37		0.4811111111		28.8666666667				103

		29.0333333333		64		140		108		41		0.4838888889		29.0333333333				106

		29.2		66		149		102.5		42		0.4866666667		29.2				102

		29.3666666667		70		143		108		39		0.4894444444		29.3666666667				97

		29.5333333333		63		135		105		41		0.4922222222		29.5333333333				101

		29.7		67		153		100		37		0.495		29.7				102

		29.8666666667		65		141		99		39		0.4977777778		29.8666666667				104

		30.0333333333		64		122		108		44		0.5005555556		30.0333333333				106

		30.2		64		129		103		39		0.5033333333		30.2				102

		30.3666666667		65		133		100		40		0.5061111111		30.3666666667				100

		30.5333333333		56		137		101		40		0.5088888889		30.5333333333				100

		30.7		67		131		98		43		0.5116666667		30.7				98

		30.8666666667		69		129		106		39		0.5144444444		30.8666666667				100

		31.0333333333		58		116		100		44		0.5172222222		31.0333333333				102

		31.2		59		127		97		44		0.52		31.2				97

		31.3666666667		64		138		105		39		0.5227777778		31.3666666667				98

		31.5333333333		58		114		99		39		0.5255555556		31.5333333333				104

		31.7		66		119		101		40		0.5283333333		31.7				97

		31.8666666667		64		109		94		38		0.5311111111		31.8666666667				95

		32.0333333333		57		130		94		39		0.5338888889		32.0333333333				96

		32.2		57		116		98		36		0.5366666667		32.2				96

		32.3666666667		61		115		97		37		0.5394444444		32.3666666667				95

		32.5333333333		59		120		100		38		0.5422222222		32.5333333333				91

		32.7		61		103		96		39		0.545		32.7				93

		32.8666666667		60		103		94		43		0.5477777778		32.8666666667				90

		33.0333333333		56		104		96		39		0.5505555556		33.0333333333				92

		33.2		56		105		91		38		0.5533333333		33.2				93

		33.3666666667		62		105		97		37		0.5561111111		33.3666666667				95

		33.5333333333		52		109		92		37		0.5588888889		33.5333333333				92

		33.7		57		105		97		37		0.5616666667		33.7				93

		33.8666666667		58		98		90		36		0.5644444444		33.8666666667				91

		34.0333333333		53		95		99		37		0.5672222222		34.0333333333				89

		34.2		56		104		92		40		0.57		34.2				93

		34.3666666667		55		96		92		35		0.5727777778		34.3666666667				95

		34.5333333333		56		102		89		38		0.5755555556		34.5333333333				92

		34.7		52				95		37		0.5783333333		34.7				95

		34.8666666667		55				91		38		0.5811111111		34.8666666667				94

		35.0333333333		57				88		34		0.5838888889		35.0333333333				92

		35.2		52				95		36		0.5866666667		35.2				99

		35.3666666667		57				90		34		0.5894444444		35.3666666667				89

		35.5333333333		53				91		38		0.5922222222		35.5333333333				90

		35.7		56				92		39		0.595		35.7				85

		35.8666666667		53				84		37		0.5977777778		35.8666666667				92

		36.0333333333		56				82		37		0.6005555556		36.0333333333				86

		36.2		53				86		35		0.6033333333		36.2				90

		36.3666666667		51				85		37		0.6061111111		36.3666666667				88

		36.5333333333		51				87		35		0.6088888889		36.5333333333				84

		36.7		53				93		37		0.6116666667		36.7				86

		36.8666666667		55				89		34		0.6144444444		36.8666666667				90

		37.0333333333		55				93		36		0.6172222222		37.0333333333				87

		37.2		50				86		35		0.62		37.2				85

		37.3666666667		50				90		35		0.6227777778		37.3666666667				85

		37.5333333333		51				87		36		0.6255555556		37.5333333333				87

		37.7		54				91		35		0.6283333333		37.7				90

		37.8666666667		49				85		36		0.6311111111		37.8666666667				87

		38.0333333333		50				91		36		0.6338888889		38.0333333333				86

		38.2		52				82		33		0.6366666667		38.2				85

		38.3666666667		52				85		36		0.6394444444		38.3666666667				90

		38.5333333333		49				86		34		0.6422222222		38.5333333333				85

		38.7		48				86		32		0.645		38.7				83

		38.8666666667		52				81		34		0.6477777778		38.8666666667				88

		39.0333333333		51				83		35		0.6505555556		39.0333333333				83

		39.2		46				83		35		0.6533333333		39.2				86

		39.3666666667		52				85		35		0.6561111111		39.3666666667				85

		39.5333333333		45				83		31		0.6588888889		39.5333333333				85

		39.7		48						35		0.6616666667		39.7				84

		39.8666666667		50						35		0.6644444444		39.8666666667				79

		40.0333333333		51						34		0.6672222222		40.0333333333				80

		40.2		48						38		0.67		40.2				76

		40.3666666667		48						34		0.6727777778		40.3666666667				82

		40.5333333333		46						32		0.6755555556		40.5333333333				76

		40.7		43						30		0.6783333333		40.7				77

		40.8666666667		47						31		0.6811111111		40.8666666667				83

		41.0333333333		43						35		0.6838888889		41.0333333333				82

		41.2		45						33		0.6866666667		41.2				86

		41.3666666667		45						33		0.6894444444		41.3666666667				81

		41.5333333333		51						34		0.6922222222		41.5333333333				81

		41.7		45						33		0.695		41.7				77

		41.8666666667		47						33		0.6977777778		41.8666666667				79

		42.0333333333		52						37		0.7005555556		42.0333333333				82

		42.2		45						32		0.7033333333		42.2				82

		42.3666666667		47						33		0.7061111111		42.3666666667				76

		42.5333333333		42						33		0.7088888889		42.5333333333				80

		42.7		47						37		0.7116666667		42.7				78

		42.8666666667		48						37		0.7144444444		42.8666666667				83

		43.0333333333		48						35		0.7172222222		43.0333333333				80

		43.2		46						34		0.72		43.2				78

		43.3666666667		44						31		0.7227777778		43.3666666667				76

		43.5333333333		43						30		0.7255555556		43.5333333333				77

		43.7		41						35		0.7283333333		43.7				77

		43.8666666667		46						30		0.7311111111		43.8666666667				79

		44.0333333333		45						32		0.7338888889		44.0333333333				74

		44.2		47						35		0.7366666667		44.2				79

		44.3666666667		43						34		0.7394444444		44.3666666667				73

		44.5333333333		39						30		0.7422222222		44.5333333333				73

		44.7		44						34		0.745		44.7				78

		44.8666666667		40						30		0.7477777778		44.8666666667				76

		45.0333333333		40						29		0.7505555556		45.0333333333				73

		45.2		45						32		0.7533333333		45.2				75

		45.3666666667		41						33		0.7561111111		45.3666666667				73

		45.5333333333		40						32		0.7588888889		45.5333333333				75

		45.7		40						30		0.7616666667		45.7				78

		45.8666666667		43						29		0.7644444444		45.8666666667				76

		46.0333333333		38						32		0.7672222222		46.0333333333				69

		46.2		39						29		0.77		46.2				72

		46.3666666667		46						30		0.7727777778		46.3666666667				78

		46.5333333333		38						26		0.7755555556		46.5333333333				79

		46.7		39						31		0.7783333333		46.7				75

		46.8666666667		42						29		0.7811111111		46.8666666667				73

		47.0333333333		39						31		0.7838888889		47.0333333333				72

		47.2		43						29		0.7866666667		47.2				75

		47.3666666667		42						33		0.7894444444		47.3666666667				75

		47.5333333333		38						29		0.7922222222		47.5333333333				70

		47.7		39						33		0.795		47.7				77

		47.8666666667		42						31		0.7977777778		47.8666666667				73

		48.0333333333		39						27		0.8005555556		48.0333333333				70

		48.2		40						32		0.8033333333		48.2				72

		48.3666666667		44						28		0.8061111111		48.3666666667				71

		48.5333333333		42						30		0.8088888889		48.5333333333				74

		48.7		40						29		0.8116666667		48.7				72

		48.8666666667		38						33		0.8144444444		48.8666666667				71

		49.0333333333		44						31		0.8172222222		49.0333333333				72

		49.2		40						31		0.82		49.2				76

		49.3666666667		40						31		0.8227777778		49.3666666667				70

		49.5333333333		39						31		0.8255555556		49.5333333333				73

		49.7		37						30		0.8283333333		49.7				72

		49.8666666667		41						29		0.8311111111		49.8666666667				70

		50.0333333333		42						33		0.8338888889		50.0333333333				70

		50.2		35						31		0.8366666667		50.2				65

		50.3666666667		36						27		0.8394444444		50.3666666667				69

		50.5333333333		37						28		0.8422222222		50.5333333333				69

		50.7		37						30		0.845		50.7				70

		50.8666666667		40						33		0.8477777778		50.8666666667				72

		51.0333333333		37						28		0.8505555556		51.0333333333				67

		51.2		35						31		0.8533333333		51.2				71

		51.3666666667		34						29		0.8561111111		51.3666666667				66

		51.5333333333		38						31		0.8588888889		51.5333333333				75

		51.7		39						28		0.8616666667		51.7				72

		51.8666666667		36						30		0.8644444444		51.8666666667				68

		52.0333333333		39						31		0.8672222222		52.0333333333				70

		52.2		37						34		0.87		52.2				67

		52.3666666667		36						32		0.8727777778		52.3666666667				67

		52.5333333333		38						31		0.8755555556		52.5333333333				71

		52.7		37						31		0.8783333333		52.7				69

		52.8666666667		35						30		0.8811111111		52.8666666667				65

		53.0333333333		37						35		0.8838888889		53.0333333333				63

		53.2		35						31		0.8866666667		53.2				72

		53.3666666667		33						29		0.8894444444		53.3666666667				66

		53.5333333333		34						28		0.8922222222		53.5333333333				69

		53.7		34						26		0.895		53.7				67

		53.8666666667		33						28		0.8977777778		53.8666666667				65

		54.0333333333		36						31		0.9005555556		54.0333333333				66

		54.2		34						29		0.9033333333		54.2				62

		54.3666666667		34						28		0.9061111111		54.3666666667				63

		54.5333333333		34						30		0.9088888889		54.5333333333				67

		54.7		35						26		0.9116666667		54.7				70

		54.8666666667		34						31		0.9144444444		54.8666666667				65

		55.0333333333		30						26		0.9172222222		55.0333333333				66

		55.2		32						31		0.92		55.2				65

		55.3666666667		32						28		0.9227777778		55.3666666667				66

		55.5333333333		33						29		0.9255555556		55.5333333333				64

		55.7		35						28		0.9283333333		55.7

		55.8666666667		38						28		0.9311111111		55.8666666667

		56.0333333333		37						28		0.9338888889		56.0333333333

		56.2		35						28		0.9366666667		56.2

		56.3666666667		36						26		0.9394444444		56.3666666667

		56.5333333333		34						27		0.9422222222		56.5333333333

		56.7		31						28		0.945		56.7

		56.8666666667		33						26		0.9477777778		56.8666666667

		57.0333333333		31						24		0.9505555556		57.0333333333

		57.2		30						26		0.9533333333		57.2

		57.3666666667		33						27		0.9561111111		57.3666666667

		57.5333333333		34						33		0.9588888889		57.5333333333

		57.7		30						26		0.9616666667		57.7

		57.8666666667		32						26		0.9644444444		57.8666666667

		58.0333333333		34						29		0.9672222222		58.0333333333

		58.2		33						27		0.97		58.2

		58.3666666667		31						27		0.9727777778		58.3666666667

		58.5333333333		34						28		0.9755555556		58.5333333333

		58.7		35						28		0.9783333333		58.7

		58.8666666667		32						27		0.9811111111		58.8666666667

		59.0333333333		34						30		0.9838888889		59.0333333333

		59.2		32						28		0.9866666667		59.2

		59.3666666667		31						25		0.9894444444		59.3666666667

		59.5333333333		33						28		0.9922222222		59.5333333333

		59.7		31						26		0.995		59.7

		59.8666666667		32						27		0.9977777778		59.8666666667

		60.0333333333		28						30		1.0005555556		60.0333333333

		60.2		28						26		1.0033333333		60.2

		60.3666666667		34						30		1.0061111111		60.3666666667

		60.5333333333		32						27		1.0088888889		60.5333333333

		60.7		36						34		1.0116666667		60.7

		60.8666666667		30						27		1.0144444444		60.8666666667

		61.0333333333		30						30		1.0172222222		61.0333333333

		61.2		31						28		1.02		61.2

		61.3666666667		33						31		1.0227777778		61.3666666667

		61.5333333333		28						27		1.0255555556		61.5333333333

		61.7		31						27		1.0283333333		61.7

		61.8666666667		34						28		1.0311111111		61.8666666667

		62.0333333333		32						27		1.0338888889		62.0333333333

		62.2		29						29		1.0366666667		62.2

		62.3666666667		30						26		1.0394444444		62.3666666667

		62.5333333333		31						25		1.0422222222		62.5333333333

		62.7		33						28		1.045		62.7

		62.8666666667		29						26		1.0477777778		62.8666666667

		63.0333333333		32						25		1.0505555556		63.0333333333

		63.2		29						26		1.0533333333		63.2

		63.3666666667		31						26		1.0561111111		63.3666666667

		63.5333333333		30						25		1.0588888889		63.5333333333

		63.7		29						27		1.0616666667		63.7

		63.8666666667		32						28		1.0644444444		63.8666666667

		64.0333333333		26						25		1.0672222222		64.0333333333

		64.2		27						26		1.07		64.2

		64.3666666667		32						28		1.0727777778		64.3666666667

		64.5333333333		32						26		1.0755555556		64.5333333333

		64.7		31						26		1.0783333333		64.7

		64.8666666667		31						28		1.0811111111		64.8666666667

		65.0333333333		31						22		1.0838888889		65.0333333333

		65.2		29						29		1.0866666667		65.2

		65.3666666667		28						28		1.0894444444		65.3666666667

		65.5333333333		29						27		1.0922222222		65.5333333333

		65.7		34						25		1.095		65.7

		65.8666666667		29						25		1.0977777778		65.8666666667

		66.0333333333		27						28		1.1005555556		66.0333333333

		66.2		30						26		1.1033333333		66.2

		66.3666666667		31						26		1.1061111111		66.3666666667

		66.5333333333		30						27		1.1088888889		66.5333333333

		66.7		28						24		1.1116666667		66.7

		66.8666666667		27						30		1.1144444444		66.8666666667

		67.0333333333		29						27		1.1172222222		67.0333333333

		67.2		30						28		1.12		67.2

		67.3666666667		31						29		1.1227777778		67.3666666667

		67.5333333333		31						24		1.1255555556		67.5333333333

		67.7		31						26		1.1283333333		67.7

		67.8666666667		27						25		1.1311111111		67.8666666667

		68.0333333333		27						24		1.1338888889		68.0333333333

		68.2		27						27		1.1366666667		68.2

		68.3666666667		26						28		1.1394444444		68.3666666667

		68.5333333333		28						27		1.1422222222		68.5333333333

		68.7		25						25		1.145		68.7

		68.8666666667		26								1.1477777778		68.8666666667

		69.0333333333		30								1.1505555556		69.0333333333

		69.2		31								1.1533333333		69.2

		69.3666666667		27								1.1561111111		69.3666666667

		69.5333333333		29								1.1588888889		69.5333333333

		69.7		25								1.1616666667		69.7

		69.8666666667		29								1.1644444444		69.8666666667

		70.0333333333		26								1.1672222222		70.0333333333

		70.2		27								1.17		70.2

		70.3666666667		27								1.1727777778		70.3666666667

		70.5333333333		27								1.1755555556		70.5333333333

		70.7		25								1.1783333333		70.7

		70.8666666667		25								1.1811111111		70.8666666667

		71.0333333333		31								1.1838888889		71.0333333333

		71.2		26								1.1866666667		71.2

		71.3666666667		28								1.1894444444		71.3666666667

		71.5333333333		29								1.1922222222		71.5333333333

		71.7		27								1.195		71.7

		71.8666666667		27								1.1977777778		71.8666666667

		72.0333333333		29								1.2005555556		72.0333333333

		72.2		27								1.2033333333		72.2

		72.3666666667		24								1.2061111111		72.3666666667

		72.5333333333		25								1.2088888889		72.5333333333

		72.7		25								1.2116666667		72.7

		72.8666666667		24								1.2144444444		72.8666666667

		73.0333333333		27								1.2172222222		73.0333333333

		73.2		26								1.22		73.2

		73.3666666667		23								1.2227777778		73.3666666667

		73.5333333333		24								1.2255555556		73.5333333333

		73.7		28								1.2283333333		73.7

		73.8666666667		24								1.2311111111		73.8666666667

		74.0333333333		28								1.2338888889		74.0333333333

		74.2		28								1.2366666667		74.2

		74.3666666667		27								1.2394444444		74.3666666667

		74.5333333333		26								1.2422222222		74.5333333333

		74.7		27								1.245		74.7

		74.8666666667		27								1.2477777778		74.8666666667

		75.0333333333		25								1.2505555556		75.0333333333

		75.2		29								1.2533333333		75.2

		75.3666666667		26								1.2561111111		75.3666666667

		75.5333333333		24								1.2588888889		75.5333333333

		75.7		29								1.2616666667		75.7

		75.8666666667		26								1.2644444444		75.8666666667

		76.0333333333		25								1.2672222222		76.0333333333

		76.2		26								1.27		76.2

		76.3666666667		24								1.2727777778		76.3666666667

		76.5333333333		27								1.2755555556		76.5333333333

		76.7		25								1.2783333333		76.7

		76.8666666667		28								1.2811111111		76.8666666667

		77.0333333333		27								1.2838888889		77.0333333333

		77.2		26								1.2866666667		77.2

		77.3666666667		23								1.2894444444		77.3666666667

		77.5333333333		25								1.2922222222		77.5333333333

		77.7		23								1.295		77.7

		77.8666666667		25								1.2977777778		77.8666666667

		78.0333333333		24								1.3005555556		78.0333333333

		78.2		25								1.3033333333		78.2

		78.3666666667		24								1.3061111111		78.3666666667

		78.5333333333		25								1.3088888889		78.5333333333

		78.7		28								1.3116666667		78.7

		78.8666666667		26								1.3144444444		78.8666666667

		79.0333333333		22								1.3172222222		79.0333333333

		79.2		25								1.32		79.2

		79.3666666667		22								1.3227777778		79.3666666667

		79.5333333333		26								1.3255555556		79.5333333333

		79.7		24								1.3283333333		79.7

		79.8666666667		25								1.3311111111		79.8666666667

		80.0333333333		24								1.3338888889		80.0333333333

		80.2		23								1.3366666667		80.2

		80.3666666667		25								1.3394444444		80.3666666667

		80.5333333333		23								1.3422222222		80.5333333333

		80.7		21								1.345		80.7

		80.8666666667		23								1.3477777778		80.8666666667

		81.0333333333		25								1.3505555556		81.0333333333

		81.2		25								1.3533333333		81.2

		81.3666666667										1.3561111111		81.3666666667

		81.5333333333										1.3588888889		81.5333333333
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10ФМН+Ф-3%

10ФМН+Ф-3,5%

10ФМН+Ф-4%

10ФМН+Ф-5%

t, мин

I, отн.ед.

10-5 М FMN+(L+R)
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50ФМН+л

				20ФМН+Ф-3%		20ФМН+Ф-3,5%		20ФМН+Ф-4%		20ФМН+Ф-5%								20ФМН+Ф-3% старый

		2		4535.6666666667		8191.6		3473.6		1170.2								109.1666666667

		12		2624.6666666667		6587.8		2910.2		1118.4								80.8333333333

		22		1495		4978.2		2033		854.2								69.5

		32		900.6666666667		3578.4		1290.2		570.4								60.8333333333

		42		597		2524.6		836.4		365								50.5

		52		429.3333333333		1835.8		554.4		247.8								48

		62		335.3333333333		1376.8		415		187.6								45.3333333333

		72		285.6666666667		1075		336.6		148								45.1666666667

		82		256.6666666667		873.4		301.2		133.8								43.2

		92		241.3333333333		741		280.8		122.2								43.6

		102		228		631		254.75		117.4								44.25

		112		224.6666666667		576		245.5		113								43

		122		213.3333333333		542		243.75		112.4								42.5

		132		207		514.75		244.25		110.6								43.25

		142		209.3333333333		489.25		243.5		110								42

		152		203		474.5		240.75		110.4								42.25

		162		199.3333333333		456.25		241.25		108.6								39.5

		172		198.6666666667		448.5		242.25		111.4								42

		182		198		436		238.75		106.8								41.6666666667

		192		194		435.5		240.25		107.8								41

		202		191		433.5		240.75		109								41

		212		189.3333333333		419.5		240.25		109.8								37.6666666667

		222		182.6666666667		415.5		239.75		109.4								38.6666666667

		232		181.3333333333		412.25		242.25		107								38.6666666667

		242		182.3333333333		416.75		243.25		107.4								40

		252		179.6666666667		400.75		240.5		110								40.3333333333

		262		177.6666666667		403.75		245		109.8								40.3333333333

		272		175.3333333333		402		242		107.4								38.3333333333

		282		173		396.25		237.75		108								36.6666666667

		292		172.6666666667		392.75		240.25		107.8								39.6666666667

		302		172.6666666667		383.5		238		108.8								40

		312		168.6666666667		379.5		236.75		105								41

		322		166		381		242		106.6								39.6666666667

		332		162.3333333333		375.75		234.75		108.8								40.6666666667

		342		164.3333333333		376.75		236.5		108.6								39

		352		162.6666666667		367.25		239.5		106								40

		362		157.3333333333		370		238		105								41.6666666667

		372		156		358.5		234.5		103.6								41.6666666667

		382		159		358.75		231.5		103.8								42

		392		155		355.5		239		108.4								42.3333333333

		402		152		350.5		230		106								41.3333333333

		412		147.3333333333		346.25		234.75		102.6								41.3333333333

		422		148		343.75		233.75		104.4								38

		432		146.6666666667		340.25		227.25		104.8								39.3333333333

		442		146.6666666667		335.75		230		104								39

		452		146		340.25		226		104.6								39

		462		140		333.5		227.75		102.6								41

		472		138.3333333333		329.5		225.75		99.2								41

		482		140		326.25		224		102.4								41.6666666667

		492		136.3333333333		317.75		216.75		101.2								41.6666666667

		502		135.3333333333		323.75		222		99.4								40.6666666667

		512		137.6666666667		313.25		218.5		98.8								42.3333333333

		522		131.6666666667		310.25		215.25		100.8								38.3333333333

		532		130		314.5		213.25		99.2								40.3333333333

		542		132		305.5		213.75		97.4								43

		552		129.3333333333		299.5		212		98.6								42

		562		129.3333333333		301.75		211		97.2								40.5

		572		125.3333333333		295.75		208.75		98.6								42

		582		123		303.75		209.25		97								39.5

		592		127.6666666667		297.5		206.5		97.8								41

		602		123.6666666667		290.75		205.75		96								42.5

		612		121.3333333333		288.25		206.75		95								43.5

		622		121		289.5		205		94								41.5

		632		122		285		205.25		96								40.5

		642		117		283		199.5		101								40

		652		115		278		201		101								40.5

		662		114		280.75		198		93								41

		672		114		275.25		192.75		97								41.5

		682		112		268.75		194.75		93								41

		692		109		275.75		194.25		91								43

		702		112		273.25		196.5		92								40

		712		113		266.75		187.5		89								41

		722		109		264.25		192.75		89								39

		732		109		262.25		186.5		92								42.5

		742		102		264.5		187.5		95								38.5

		752		106		261.5		184		86								40

		762		101		254.5		182		87								40

		772		99		257		179.25		87								41

		782		98		254		178.75		86								41

		792		95.5		252		175		87								37.5

		802		98.5		248.75		176.75		91								39.5

		812		95.5		254		176.5		91								38.5

		822		92.5		246		175.5		84								40.5

		832		93.5		248		176.25		89								38.5

		842		94.5		240.25		174.75		89								41

		852		93		240.25		167.75		88								39.5

		862		89.5		241.75		171.25		82								39.5

		872		89.5		234.75		167.75		84								38.5

		882		92.5		239		170.5		83								33

		892		91		237.5		164.25		88								33

		902		91.5		237.5		165.25		85								35

		912		90		236.6666666667		163.5		84								33

		922		89.5		233.6666666667		162.5		88								36

		932		86		232.6666666667		155.3333333333		88								38

		942		83		230		151.5		82								35

		952		86		237		148.5		84								36

		962		87		232		149		83								38

		972		87.5		226		149		83								42

		982		82.5		230		148		80								37

		992		81		221		153		88								36

		1002		84.5		227		147		84								35

		1012		83.5		219		147		85								40

		1022		82.5		222		145		83								34

		1032		82.5		221		148		86								35

		1042		79.5		225		145		85								40

		1052		82.5		215		153		80								32

		1062		81		216		139		82								38

		1072		82.5		218		138		87								35

		1082		78.5		210		142		79								37

		1092		82.5		213		138		76								36

		1102		74.5		212		140		79								35

		1112		74.5		210		138		76								38

		1122		79		205		139		76								32

		1132		75.5		201		137		80								31

		1142		78		204		133		86								37

		1152		71		207		128		76								35

		1162		75.5		196		129		75								35

		1172		74		204		134		79								35

		1182		73		201		126		84								38

		1192		77.5		192		129		77								38

		1202		77		196		130		77								36

		1212		73		194		122		74								35

		1222		70.5		194		121		75								36

		1232		74.5		195		128		72								35

		1242		71.5		195		119		72								37

		1252		70		187		132		76								34

		1262		71		197		126		81								33

		1272		67.5		185		128		78								32

		1282		72.5		187		126		75								35

		1292		72.5		183		122		75								34

		1302		68		190		123		74								34

		1312		69		188		119		75								33

		1322		66		186		117		75								35

		1332		64.5		179		112		73								34

		1342		69.5		179		114		70								35

		1352		68		177		119		75								34

		1362		68.5		171		115		70								35

		1372		64		170		116		76								31

		1382		65		175		116		74								30

		1392		63		174		112		77								33

		1402		64.5		166		110		71								31

		1412		65.5		172		111		75								29

		1422		67.5		167		107		68								37

		1432		64		171		115		69								33

		1442		64		164		107		67								34

		1452		62		164		104		72								33

		1462		62.5		164		105		70								35

		1472		64		163		112		69								29

		1482		64		165		105		73								32

		1492		64		161		107		73								31

		1502		65		161		110		67								38

		1512		63		162		103		64								31

		1522		62.5		160		101		69								30

		1532		60.5		158		107		69								32

		1542		62.5		155		105		64								34

		1552		60.5		154		99		65								32

		1562		61.5		153		109		72								32

		1572		63.5		160		95		68								34

		1582		59		153		98		72								34

		1592		59.5		157		100		75								34

		1602		59		151		94		66								30

		1612		57.5		149		93		65								33

		1622		59		161		100		65								30

		1632		58.5		149		104		66								33

		1642		61		142		94		69								32

		1652		56		141		105		60								28

		1662		55		143		95		67								30

		1672		57.5		144		95		64								33

		1682		59		149		91		72								32

		1692		57.5		141		94		64								33

		1702		58		154		95		72								31

		1712		57		144		93		68								32

		1722		55		139		92		61								29

		1732		57		144		92		68								30

		1742		57.5		144		101		64								30

		1752		58.5		138		95		63								31

		1762		56		139		88		58								30

		1772		52.5		141		90		68								30

		1782		54.5		139		91		62								33

		1792		55.5		136		88		59								30

		1802		54		137		94		60								31

		1812		53.5		135		88		62								28

		1822		57		131		85		62								30

		1832		51.5		136		85		62								31

		1842		54.5		130		87		62								31

		1852		54		140		84		58								35

		1862		54		136		80		62								31

		1872		50.5		124		84		63								31

		1882		55		129		87		62								28

		1892		51		117		86		65								29

		1902		56		122		78		61								29

		1912		51		124		84		60								28

		1922		50		133		90		60								30

		1932		49.5		135		90		63								30

		1942		50.5		132		81		62								32

		1952		52.5		123		84		62								28

		1962		53.5		133		82		63								28

		1972		50.5		126		83		56								33

		1982		50		123		84		55								29

		1992		50.5		124		75		64								33

		2002		51		120		76		63								29

		2012		52.5		120		79		58								30

		2022		51		127		82		58								30

		2032		50		124		76		57								30

		2042		51		119		73		60								30

		2052		50		123		79		59								30

		2062		50		120		75		59								27

		2072		47.5		117		78		58								27

		2082		47.5		125		72		58								31

		2092		49.5		122		84		58								30

		2102		50.5		118		78		55								30

		2112		46		120		75		56								31

		2122		49		115		75		61								28

		2132		46.5		120		74		52								29

		2142		48.5		116		80		60								36

		2152		51		115		70		56								32

		2162		45.5		118		73		62								27

		2172		46.5		112		74		59								28

		2182		47		110		77		61								28

		2192		46.5		111		73		55								28

		2202		46.5		113		75		55								28

		2212		47.5		106		79		58								27

		2222		46		110		82		51								30

		2232		48		110		77		58								28

		2242		48.5		105		69		54								28

		2252		46.5		106		77		52								30

		2262		49		107		76		57								29

		2272		48		109		78		53								28

		2282		48		103		67		57								32

		2292		46.5		111		72		54								34

		2302		45.5		111		75		49								31

		2312		44.5		112		71		53								30

		2322		46		104		66		54								26

		2332		46		109		66		55								25

		2342		45		100		70		50								26

		2352		46.5		101		63		53								31

		2362		46.5		104		65		49								27

		2372		50.5		102		66		60								27

		2382		44.5		101		66		52								29

		2392		45		101		74		55								31

		2402		45		102		67		55								31

		2412		44.5		102		67		51								26

		2422		46		99		71		53								29

		2432		43		101		64		56								31

		2442		45		98		67		50								30

		2452		44.5		98		64		54								26

		2462		45		97		66		50								24

		2472		47.5		100		68		52								30

		2482		48		99		64		58								26

		2492		45		98		71		51								30

		2502		44		98		70		52								27

		2512		43		103		69		55								27

		2522		46.5		93		65		55								28

		2532		46.5		90		61		54								31

		2542		43		100		60		50								27

		2552		43		96		70		52								26

		2562		42.5		98		63		52								26

		2572		45.5		93		67		50								28

		2582		40		93		62		56								29

		2592		42		95		57		52								26

		2602		44.5		93		62		53								29

		2612		44		91		58		48								29
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		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



20ФМН+Ф-3%

20ФМН+Ф-3,5%

20ФМН+Ф-4%

20ФМН+Ф-5%

максимумы

0

0
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0

0



				30ФМН+Л-3%		30ФМН+Ф-3,5%		30ФМН+Ф-4%		30ФМН+Ф-5%								30ФМН+Ф-3% старый

		2		4875.3333333333		5943.125		5546		956								197.25																162		30

		12		4552.6666666667		4609.125		3601.8		839.5								127.25

		22		2533		2904.375		2093.8		644.3333333333								107.5

		32		1358.6666666667		1813.75		1195		446.1666666667								90.25

		42		808		1199.875		720		293.5								78.5

		52		535		851.875		496.2		200								66.5

		62		413.6666666667		651.75		386.4		149.5								61

		72		333.6666666667		538.25		338		120.5								58.75

		82		298.3333333333		463.5		311		110.6666666667								58.25

		92		269		421.25		292.2		98.5								56.5

		102		250.3333333333		422.3333333333		282		93.8333333333								57.5

		112		233		400.3333333333		272		88.8333333333								56.25

		122		225.3333333333		388.8333333333		265.8333333333		87.6666666667								58

		132		220.3333333333		377.1666666667		254.6666666667		88								57.25

		142		212		371.1666666667		254.8333333333		86.1666666667								55.5

		152		209		372.3333333333		248.6666666667		83.1666666667								55.75

		162		201.3333333333		364		245.2		83.3333333333								57.25

		172		200.3333333333		367		238.6		81.8333333333								54.75

		182		203		358.5		236.4		80.3333333333								53.25

		192		197.6666666667		358.3333333333		230.6		79.5								55.5

		202		190		359.8333333333		235		81								55.75

		212		195.6666666667		350.3333333333		232.8		81.6666666667								60.5

		222		194		357.1666666667		225		79.6666666667								60

		232		184.6666666667		348.5		222.8		77								57.75

		242		191.3333333333		351.3333333333		222.4		77.3333333333								59

		252		190.6666666667		346.8333333333		224.4		77								61.75

		262		184.6666666667		344.6666666667		216		77.5								59.25

		272		185		340.1666666667		214.4		76								62

		282		183.3333333333		342.3333333333		211.4		74.5								63.25

		292		179.6666666667		337.1666666667		211.2		77.6666666667								62.25

		302		176		335.6666666667		205.6		75.8333333333								63.25

		312		176.6666666667		333.5		204.2		77								65.5

		322		176.6666666667		329.8333333333		201.6		75								64

		332		175.3333333333		328.3333333333		201.8		73.1666666667								64.75

		342		172.3333333333		326.6666666667		194.2		75.1666666667								64.25

		352		166.3333333333		318.8333333333		197.4		76								64.75

		362		170.3333333333		318.1666666667		189.8		73.6666666667								66.75

		372		167.3333333333		315.6666666667		193.6		74.1666666667								66.25

		382		160		311.5		186.2		72.8333333333								68

		392		159		306.6666666667		186.2		70.6666666667								67.5

		402		159.6666666667		303.6666666667		189.4		71.5								68

		412		159.3333333333		304.6666666667		184.4		72.1666666667								67.5

		422		159.6666666667		292.8333333333		179.4		71								69.5

		432		154		294.6666666667		177		70.5								69.25

		442		154.3333333333		295.3333333333		180.4		71.8333333333								68.5

		452		150		294.3333333333		176.2		69.3333333333								67.75

		462		151.6666666667		289.1666666667		171		70.6666666667								69.75

		472		149		284.3333333333		172.4		70.6666666667								72

		482		147.3333333333		282.5		169.2		70								69.75

		492		149.3333333333		279		167.4		68.8333333333								70.5

		502		142.6666666667		276.3333333333		164.4		69.5								71.25

		512		142.6666666667		274.8333333333		161.2		69								67

		522		140		274.1666666667		160.2		69.1666666667								72

		532		142.3333333333		268.1666666667		159		69								72

		542		136		264.8333333333		157.8		67.3333333333								71

		552		138.6666666667		263.3333333333		159.4		67.6666666667								71

		562		140		262.3333333333		158.4		67								76

		572		141		258.6666666667		158		69								71

		582		134		256.6666666667		153		66.6666666667								70

		592		137		251.6666666667		151.6		66								70

		602		141		246.5		151.25		66								68

		612		129		247.6666666667		150		66								67

		622		136		243.8333333333		147.75		67.6666666667								73

		632		131		239.8333333333		145.25		66								69

		642		131		239.8333333333		145.25		68								70

		652		128		238.8333333333		142.75		63								71

		662		127		232		138.25		66								70

		672		129		233.6666666667		140		67								69

		682		127		227.6666666667		136.5		68								73

		692		126		227		137.5		67								72

		702		121		225.5		138.25		68								71

		712		125		226.3333333333		135.75		62								75

		722		126		221.8333333333		134		70								74

		732		119		220.1666666667		132.5		62								77

		742		122		216.5		131		64								72

		752		126		213		129.5		61								70

		762		114		215.5		130.25		55								76

		772		121		211.1666666667		126.5		67								71

		782		109		211.1666666667		125		60								72

		792		116		206		125		62								73

		802		116		202.3333333333		126.5		61								74

		812		113		206.5		124.5		62								74

		822		112		199.5		124		63								75

		832		109		201.5		122.25		64								74

		842		110		196.3333333333		121.5		62								74

		852		97		190.8333333333		120		62								73

		862		102		191.6666666667		117		63								78

		872		103		193.3333333333		118.25		58								72

		882		106		189.1666666667		117		61								71

		892		105		187.3333333333		115.25		62								71

		902		96		186.3333333333		116.75		56								73

		912		101		188.6666666667		114.3333333333		65								75

		922		99		184.6666666667		112		60								74

		932		103		182.6666666667		114		57								69

		942		97		180.1666666667		111		63								74

		952		98		180		110		57								70

		962		90		178		110		57								74

		972		100		178.1666666667		108		56								71

		982		91		174		112		61								70

		992		88		174		113		57								68

		1002		94		170		111		61								70

		1012		87		163		115		58								69

		1022		93		155		105		63								70

		1032		87		151		109		56								71

		1042		88		158		111		61								69

		1052		86		155		111		55								70

		1062		90		162		102		57								75

		1072		82		150		110		55								69

		1082		84		147		104		53								69

		1092		80		147		103		58								69

		1102		80		158		106		54								71

		1112		85		144		99		50								67

		1122		80		154		96		56								70

		1132		83		139		97		56								65

		1142		84		149		105		52								69

		1152		83		138		98		54								69

		1162		81		145		89		57								72

		1172		73		139		100		57								71

		1182		76		140		96		56								69

		1192		78		131		99		58								72

		1202		78		133		104		53								66

		1212		75		132		91		54								71

		1222		76		141		91		56								66

		1232		75		136		92		55								73

		1242		70		127		92		53								70

		1252		69		138		93		54								65

		1262		68		131		95		52								67

		1272		70		134		92		50								72

		1282		74		128		88		53								70

		1292		74		126		90		56								66

		1302		70		120		90		53								66

		1312		67		125		86		50								66

		1322		74		121		88		48								69

		1332		70		123		90		47								64

		1342		61		128		86		46								66

		1352		73		122		83		49								67

		1362		68		128		89		53								67

		1372		66		125		87		55								63

		1382		68		122		88		51								62

		1392		62		128		86		48								68

		1402		66		117		85		52								69

		1412		67		117		80		57								64

		1422		63		115		84		53								65

		1432		68		112		81		52								67

		1442		72		117		83		49								67

		1452		67		119		88		51								64

		1462		61		114		83		49								64

		1472		61		108		78		51								65

		1482		63		108		87		52								65

		1492		65		111		83		51								68

		1502		59		112		78		49								66

		1512		59		108		85		52								60

		1522		61		110		81		45								63

		1532		62		109		77		45								68

		1542		60		106		83		46								61

		1552		61		106		79		48								66

		1562		65		113		75		47								66

		1572		63		104		77		50								59

		1582		65		109		73		48								64

		1592		62		108		78		50								62

		1602		61		106		77		44								63

		1612		62		102		77		45								65

		1622		58		108		74		48								61

		1632		58		101		75		56								62

		1642		58		98		78		50								62

		1652		62		99		77		47								62

		1662		59		96		76		47								61

		1672		61		104		71		50								63

		1682		59		97		74		48								59

		1692		56		95		80		45								60

		1702		57		103		69		49								59

		1712		54		94		73		51								60

		1722		56		98		68		49								64

		1732		58		101		69		48								58

		1742		53		99		78		46								63

		1752		57		93		76		49								64

		1762		59		94		75		49								61

		1772		59		94		66		48								60

		1782		53		90		69		47								61

		1792		54		92		69		47								65

		1802		54		89		68		46								64

		1812		53		93		74		42								60

		1822		55		92		72		46								58

		1832		53		89		77		46								51

		1842		52		94		66		44								57

		1852		51		94		65		44								60

		1862		51		90		66		43								56

		1872		53		88		66		47								60

		1882		51		87		66		44								57

		1892		50		90		67		46								57

		1902		51		89		69		46								62

		1912		47		88		65		47								60

		1922		50		84		73		45								60

		1932		51		85		67		45								60

		1942		50		88		66		44								56

		1952		48		86		63		46								58

		1962		47		90		68		44								55

		1972		46		88		66		40								59

		1982		47		85		63		44								56

		1992		52		84		65		42								55

		2002		46		85		68		47								55

		2012		50		91		64		49								59

		2022		46		84		66		46								57

		2032		49		83		61		47								60

		2042		44		83		70		45								57

		2052		45		81		60		41								61

		2062		45		83		63		43								54

		2072		43		82		65		39								57

		2082		46		87		58		47								56

		2092		44		87		70		40								58

		2102		49		83		61		45								59

		2112		38		79		63		42								58

		2122		41		78		68		45								52

		2132		45		83		59		41								48

		2142		41		81		64		44								57

		2152		45		74		64		43								57

		2162		50		78		59		47								55

		2172		45		81		61		45								59

		2182		43		74		72		44								58

		2192		40		74		65		38								55

		2202		43		79		65		43								57

		2212		41		71		60		42								60

		2222		44		72		61		47								54
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						40ФМН+Ф-3%		40ФМН+Ф-3,5%		40ФМН+Ф-4%		40ФМН+Ф-5%

		2		2		23493.4		12867		744		2414

		12		12		12796.4		9103		920		2020

		22		22		6604.2		4923		762		1408

		32		32		3191.8		2643		493		796

		42		42		1704.2		1787		291		432

		52		52		1112.4		1494		218		270

		62		62		827		1367		162		204

		72		72		675.8		1270		150		185

		82		82		571.6		1206		139		176

		92		92		503.8		1155		137		150

		102		102		456.2		1107		129		135

		112		112		422.4		1085		133		141

		122		122		398.4		1082		125		132

		132		132		372.4		1101		127		138

		142		142		362.2		1110		126		133

		152		152		354.8		1095		131		134

		162		162		344		1106		125		128

		172		172		334.8		1110		128		131

		182		182		330.4		1129		125		128

		192		192		323.2		1129		128		131

		202		202		321		1135		127		129

		212		212		315.4		1133		134		123

		222		222		308.8		1131		133		120

		232		232		310.4		1123		129		123

		242		242		299.4		1132		128		132

		252		252		291.8		1123		131		127

		262		262		289.8		1136		126		125

		272		272		289.4		1140		128		128

		282		282		284.4		1122		130		132

		292		292		282.8		1136		128		128

		302		302		278		1099		128		126

		312		312		275.8		1092		124		119

		322		322		270.2		1093		133		120

		332		332		266.2		1073		126		118

		342		342		265.6		1073		128		120

		352		352		261.2		1063		126		124

		362		362		256.6		1062		133		123

		372		372		256.6		1059		137		121

		382		382		253.6		1039		143		119

		392		392		246.4		1051		144		120

		402		402		248.4		1013		146		120

		412		412		240.4		1018		141		117

		422		422		237.8		980		140		116

		432		432		238.6		990		136		114

		442		442		233		976		135		119

		452		452		230.6		954		133		112

		462		462		227.2		972		136		113

		472		472		224		957		135		110

		482		482		222.6		947		135		116

		492		492		218.8		920		136		119

		502		502		220.8		936		133		113

		512		512		217.4		916		128		105

		522		522		209.8		901		125		106

		532		532		207.6		873		127		102

		542		542		211		880		125		105

		552		552		204.4		872		125		116

		562		562		206.2		861		121		101

		572		572		202.4		847		125		104

		582		582		201.2		846		124		107

		592		592		199.2		825		122		106

		602		602		198.8		815		120		102

		612		612		191		793		111		106

		622		622		188.8		789		117		102

		632		632		188.8		773		121		99

		642		642		189.2		761		117		95

		652		652		188.8		759		124		97

		662		662		184		766		113		100

		672		672		184.4		740		114		98

		682		682		180.2		735		110		99

		692		692		178.2		734		111		93

		702		702		180		726		109		97

		712		712		173.2		710		108		97

		722		722		170		720		108		103

		732		732		170.2		696		108		84

		742		742		168		680		108		91

		752		752		168		688		110		89

		762		762		165		668		110		93

		772		772		166		660		102		92

		782		782		163		642		105		93

		792		792		157		640		103		89

		802		802		164		641		106		90

		812		812		165		630		104		90

		822		822		154		631		105		91

		832		832		147		622		99		88

		842		842		158		620		102		85

		852		852		144		598		99		90

		862		862		145		602		103		85

		872		872		146		587		91		82

		882		882		143		569		103		85

		892		892		142		566		97		84

		902		902		147		568		99		80

		912		912		144		567		90		84

		922		922		138		562		96		81

		932		932		133		540		92		82

		942		942		138		546		94		78

		952		952		139		529		90		84

		962		962		137		531		91		77

		972		972		129		530		92		82

		982		982		132		514		95		77

		992		992		128		527		93		81

		1002		1002		131		504		93		74

		1012		1012		131		502		88		78

		1022		1022		123		499		89		78

		1032		1032		129		498		88		76

		1042		1042		135		477		81		72

		1052		1052		129		483		85		74

		1062		1062		124		477		87		79

		1072		1072		124		477		88		76

		1082		1082		120		461		83		74

		1092		1092		127		459		90		73

		1102		1102		119		467		83		76

		1112		1112		122		454		83		76

		1122		1122		118		440		81		71

		1132		1132		118		454		82		74

		1142		1142		115		450		80		70

		1152		1152		121		429		79		77

		1162		1162		113		432		83		77

		1172		1172		109		426		76		70

		1182		1182		115		416		82		72

		1192		1192		119		419		81		70

		1202		1202		112		414		78		77

		1212		1212		111		423		79		73

		1222		1222		109		411		80		69

		1232		1232		106		408		82		74

		1242		1242		108		397		77		67

		1252		1252		108		400		75		66

		1262		1262		108		382		76		69

		1272		1272		101		391		77		69

		1282		1282		102		388		77		73

		1292		1292		107		364		81		67

		1302		1302		106		379		75		67

		1312		1312		105		376		73		64

		1322		1322		104		366		75		66

		1332		1332		98		367		73		66

		1342		1342		99		362		65		64

		1352		1352		101		362		71		64

		1362		1362		103		360		75		65

		1372		1372		97		346		77		60

		1382		1382		99		345		73		63

		1392		1392		97		351		77		62

		1402		1402		98		335		81		59

		1412		1412		99		347		73		63

		1422		1422		98		326		72		64

		1432		1432		101		334		71		63

		1442		1442		98		320		65		65

		1452		1452		99		324		73		58

		1462		1462		91		324		69		60

		1472		1472		90		318		74		62

		1482		1482		97		319		67		63

		1492		1492		96		319		72		66

		1502		1502		100		314		71		63

		1512		1512		94		307		68		62

		1522		1522		92		302		67		60

		1532		1532		84		299		71		61

		1542		1542		90		299		70		54

		1552		1552		85		298		64		60

		1562		1562		87		306		63		60

		1572		1572		87		297		65		59

		1582		1582		85		301		66		55

		1592		1592		86		290		61		61

		1602		1602		91		282		70		59

		1612		1612		86		279		67		57

		1622		1622		86		285		67		57

		1632		1632		86		274		65		57

		1642		1642		87		285		63		56

		1652		1652		87		284		67		55

		1662		1662		82		273		63		55

		1672		1672		84		268		60		54

		1682		1682		85		263		67		52

		1692		1692		78		272		65		55

		1702		1702		87		263		64		55

		1712		1712		82		263		60		55

		1722		1722		80		259		65		55

		1732		1732		88		258		59		55

		1742		1742		82		264		63		54

		1752		1752		80		251		63		55

		1762		1762		80		243		63		51

		1772		1772		79		244		65		52

		1782		1782		82		250		63		49

		1792		1792		78		246		63		55

		1802		1802		79		252		61		53

		1812		1812		81		242		64		55

		1822		1822		78		251		60		54

		1832		1832		76		237		62		52

		1842		1842		77		237		64		51

		1852		1852		80		237		61		47

		1862		1862		75		224		60		51

		1872		1872		74		230		61		49

		1882		1882		79		221		58		49

		1892		1892		77		227		58		54

		1902		1902		73		225		59		51

		1912		1912		76		223		62		47

		1922		1922		80		214		61		44

		1932		1932		75		226		53		53

		1942		1942		74		217		59		46

		1952		1952		74		216		57		54

		1962		1962		73		220		59		45

		1972		1972		73		210		54		48

		1982		1982		72		211		63		48

		1992		1992		75		217		60		51

		2002		2002		70		204		54		53

		2012		2012		76		218		56		49

		2022		2022		71		204		56		46

		2032		2032		71		204		55		49

		2042		2042		70		216		61		48

		2052		2052		66		214		52		47

		2062		2062		71		200		58		47

		2072		2072		73		199		59		52

		2082		2082		70		201		54		49

		2092		2092		70		194		52		49

		2102		2102		65		198		58		51

		2112		2112		74		189		59		50

		2122		2122		70		189		57		44

		2132		2132		74		189		52		47

		2142		2142		72		191		57		48

		2152		2152		68		183		54		50

		2162		2162		71		184		56		50

		2172		2172		72		182		52		50

		2182		2182		72		180		51		42

		2192		2192		70		180		58		47

		2202		2202		66		172		56		44

		2212		2212		65		177		52		45

		2222		2222		64		179		54		44

		2232		2232		66		170		51		43

		2242		2242		71		177		51		45

		2252		2252		65		175		56		42

		2262		2262		70		180		54		44

		2272		2272		68		170		51		47

		2282		2282		63		169		55		46

		2292		2292		68		175		52		45

		2302		2302		67		168		50		46

		2312		2312		63		179		50		42

		2322		2322		62		170		52		49

		2332		2332		65		170		50		39

		2342		2342		67		163		52		44

		2352		2352		64		167		53		41

		2362		2362		64		164		50		47

		2372		2372		60		167		46		44

		2382		2382		64		162		49		42

		2392		2392		58		159		49		45

		2402		2402		63		164		51		44

		2412		2412		59		166		51		40

		2422		2422		61		157		47		45

		2432		2432		61		155		50		44

		2442		2442		67		160		52		44

		2452		2452		65		157		50		43

		2462		2462		60		152		49		43

		2472		2472		59		158		47		42

		2482		2482		61		155		51		43

		2492		2492		60		149		46		42

		2502		2502		58		153		47		39

		2512		2512		63		157		50		42

		2522		2522		61		153		45		44

		2532		2532		59		146		45		44

		2542		2542		62		139		48		42

		2552		2552		59		145		49		38

		2562		2562		60		139		47		40

		2572		2572		59		140		49		44

		2582		2582		62		140		53		38

		2592		2592		62		146		50		40

		2602		2602		66		142		46		41

		2612		2612		57		141		52		42

		2622		2622		59		143		44		44

		2632		2632		57		142		50		40

		2642		2642		63		135		44		44

		2652		2652		57		137		48		42

		2662		2662		59		137		44		44

		2672		2672		57		137		45		42

		2682		2682		57		136		47		41

		2692		2692		61		136		50		41

		2702		2702		54		138		49		37

		2712		2712		56		126		47		44

		2722		2722		62		131		46		42

		2732		2732		59		137		44		41

		2742		2742		54		130		48		37

		2752		2752		60		129		44		41

		2762		2762		59		126		46		39

		2772		2772		55		129		44		44

		2782		2782		55		130		43		42

		2792		2792		56		124		46		40

		2802		2802		57		125		45		36

		2812		2812		53		127		50		39

		2822		2822		56		125		50		39

		2832		2832		56		131		46		40

		2842		2842		56		121		47		38

		2852		2852		57		123		44		42

		2862		2862		55		122		46		39

		2872		2872		59		125		48		40

		2882		2882		55		118		44		37

		2892		2892		55		120		40		40

		2902		2902		52		118		47		45

		2912		2912		60		122		46		41

		2922		2922		55		120		43		35

		2932		2932		55		115		42		38

		2942		2942		51		118		47		44

		2952		2952		56		114		44		44

		2962		2962		57		116		45		40

		2972		2972		54		108		42		35

		2982		2982		53		115		39		38

		2992		2992		50		114		43		39

		3002		3002		58		118		43		37

		3012		3012		53		107		41		37

		3022		3022		52		118		45		41

		3032		3032		57		114		42		39

		3042		3042		54		113		43		37

		3052		3052		53		111		42		37

		3062		3062		55		105		45		36

		3072		3072		56		113		46		40

		3082		3082		53		114		42		39

		3092		3092		54		109		41		34

		3102		3102		55		112		40		41

		3112		3112		54		112		46		37

		3122		3122		52		103		41		38

		3132		3132		50		112		42		40

		3142		3142		53		106		44		39

		3152		3152		53		109		42		38

		3162		3162		57		105		40		40

		3172		3172		52		106		42		37

		3182		3182		54		102		38		42

		3192		3192		49		107		43		35

		3202		3202		49		102		39		38

		3212		3212		50		98		41		36

		3222		3222		47		106		42		37

		3232		3232		51		99		44		40

		3242		3242		51		101		41		35

		3252		3252		55		107		40		40

		3262		3262		58		108		42		35

		3272		3272		51		103		43		39

		3282		3282		52		93		45		38

		3292		3292		56		100		44		40

		3302		3302		48		97		38		35

		3312		3312		50		100		41		38

		3322		3322		54		96		41		38

		3332		3332		50		95		43		36

		3342		3342		50		100		38		35

		3352		3352		55		99		40		33

		3362		3362		57		93		41		38

		3372		3372		51		100		41		38

		3382		3382		53		92		39		41

		3392		3392		51		88		38		41

		3402		3402		55		93		44		36

		3412		3412		52		95		41		37

		3422		3422		52		91		40		36

		3432		3432		47		96		44		35

		3442		3442		49		94		40		35

		3452		3452		50		91		42		36

		3462		3462		51		90		43		32

		3472		3472		51		97		43		35

		3482		3482		48		86		43		41

		3492		3492		51		90		41		36

		3502		3502		47		90		45		35

		3512		3512		52		94		44		37

		3522		3522		47		91		38		35

		3532		3532		49		86		39		39

		3542		3542		50		89		36		38

		3552		3552		46		93		39		35

		3562		3562		49		88		40		35

		3572		3572		51		88		43		35

		3582		3582		49		85		40		39

		3592		3592		46		90		40		36

		3602		3602		51		88		40		36

		3612		3612		50		90		40		38

		3622		3622		49		89		41		34

		3632		3632		48		88		37		37

		3642		3642		47		87		36		36

		3652		3652		50		85		37		35

		3662		3662		46		80		41		38

		3672		3672		49		84		41		36

		3682		3682		43		80		36		34

		3692		3692		54		87		39		34

		3702		3702		46		84		39		36

		3712		3712		52		82		37		36

		3722		3722		48		83		38		36

		3732		3732		49		82		37		38

		3742		3742		49		81		36		37

		3752		3752		47		80		40		35

		3762		3762		47		79		36		40

		3772		3772		50		82		38		32

		3782		3782		45		81		38		34
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				50ФМН+Ф-3%		50ФМН+Ф-3,5%		50ФМН+Ф-4%		50ФМН+Ф-5%

		2		13729.8888888889		2941.4		2184		160.5

		12		8323.8		3607.4		2146.75		81.5

		22		5468.1		2940.2		1895.5		68.5

		32		3166.65		2095.4		1482		66.5

		42		1866.45		1470.2		1054.75		66

		52		1202.85		1054.2		711.25		61

		62		825.05		783.4		488.25		65

		72		607.6		619.6		330.75		59.5

		82		483.2		517.6		244.25		55.5

		92		405.2		448.8		199.5		50

		102		350.1		395.4		178		47.5

		112		321.75		371		155		45

		122		302.85		361		143.5		44

		132		287.65		343.4285714286		143		43.5

		142		277.9		334		139		42.5

		152		272.7		328.5714285714		132.5		45

		162		259.8		321.2857142857		132.5		45

		172		255.45		322.5714285714		129.5		44

		182		255.05		314.7142857143		130.5		44

		192		252.5		311.8571428571		136		46

		202		247.55		312.4285714286		133.5		49

		212		242.2		310.2857142857		127.5		43

		222		237.5		307.4285714286		128.5		48

		232		233.35		306.7142857143		128.5		50

		242		233.55		302.8571428571		126		48

		252		228.65		302.4285714286		131		47

		262		225.6		297.2857142857		124.5		46

		272		224.55		297.2857142857		127		51

		282		224.05		293.8571428571		123.5		50

		292		215.95		294.7142857143		127		51

		302		219.05		288.1428571429		124.5		51

		312		213.95		287.2857142857		124		52

		322		208.9		285.8571428571		120.5		49

		332		206.05		282.4285714286		121		48

		342		204.1		279.4285714286		120.5		49

		352		197.1		278.5714285714		121		52

		362		204.1		275.7142857143		120.5		52

		372		196.2		276.1428571429		119		52

		382		196.4		273.2857142857		120.5		54

		392		194.25		269.8571428571		121		52

		402		193.9		266.7142857143		115		54

		412		192.4		264.1428571429		112		51

		422		186.95		263.4285714286		112		59

		432		185.9		260.8571428571		114		57

		442		186.45		254.7142857143		109		60

		452		176.45		253.4285714286		113		59

		462		176.45		253.4285714286		111.5		57

		472		174.9		251.8571428571		105.5		54

		482		173.8		246.1428571429		112.5		56

		492		176		246.5714285714		108.5		57

		502		168.1		243.5714285714		109		56

		512		165.9		238.8571428571		105.5		58

		522		160.35		236.7142857143		113		59

		532		165.55		233		103		54

		542		161.5		236.1428571429		105		58

		552		157.55		229.5714285714		102		58

		562		157.7		228.8571428571		98		59

		572		155		224.7142857143		105		54

		582		151.65		222.1428571429		103.5		58

		592		148.25		220.7142857143		97.5		62

		602		151.4		221.2857142857		98		57

		612		148.35		219.8571428571		99.5		58

		622		143.6		219.1428571429		98.5		60

		632		145.5		218		99		57

		642		143		215		97		60

		652		141.125		212		97		60

		662		145.5		202		95.5		58

		672		140.125		198		95.5		59

		682		127.3333333333		196		94		58

		692		126		187		96.5		55

		702		123.8888888889		188		95.5		62

		712		125.6666666667		193		93		56

		722		124		196		91.5		62

		732		126		195		92		63

		742		123.8888888889		195		91.5		57

		752		119.1111111111		184		91.5		57

		762		116.6666666667		196		91		60

		772		119.6666666667		186		88.5		60

		782		119.4444444444		180		88		56

		792		117.6666666667		177		88.5		61

		802		118.2222222222		181		86.5		57

		812		113		176		85.5		57

		822		113.8888888889		178		82.5		59

		832		109.7777777778		183		87		59

		842		109.8888888889		168		81		60

		852		106.1111111111		168		83.5		56

		862		108		170		83.5		59

		872		111.2222222222		177		83		58

		882		106.5555555556		171		80.5		56

		892		106		169		85.5		56

		902		107.4444444444		167		79		59

		912		104		173		83		57

		922		102.2222222222		174		80.5		51

		932		100.8888888889		166		79.5		57

		942		96.1111111111		158		77.5		56

		952		102.6666666667		170		80.5		54

		962		92.5		165		77.5		60

		972		92.5		154		79		53

		982		93.75		162		76.5		56

		992		90.75		157		74.5		53

		1002		95.25		156		73.5		57

		1012		92.75		155		78.5		57

		1022		93.25		153		76.5		56

		1032		89.5		152		72		56

		1042		89.25		150		77.5		54

		1052		90.25		150		75		57

		1062		93.25		137		76.5		54

		1072		89.25		148		72.5		56

		1082		86.75		139		72		54

		1092		86.5		151		72		51

		1102		86.25		149		74.5		55

		1112		84.25		145		72.5		56

		1122		86.25		137		68.5		52

		1132		88.5		141		69.5		56

		1142		85		139		69.5		56

		1152		83.25		144		69.5		50

		1162		87.25		139		69.5		56

		1172		78.5		135		69.5		52

		1182		83.5		138		70		54

		1192		77		125		65.5		58

		1202		79.5		140		64.5		51

		1212		80		132		71.5		49

		1222		81.75		136		71.5		50

		1232		81.5		133		68		54

		1242		81.75		135		61		55

		1252		81		125		57		51

		1262		82		123		60		50

		1272		79.75		130		65		56

		1282		74.75		126		61		51

		1292		80.5		129		66		48

		1302		77.25		122		59		49

		1312		78.5		121		58		53

		1322		77.75		124		59		53

		1332		77.5		115		60		52

		1342		77		125		58		53

		1352		77.25		121		61		50

		1362		76.5		116		56		50

		1372		77		121		56		49

		1382		73.25		112		60		52

		1392		75.25		116		55		49

		1402		72.75		113		54		46

		1412		78.5		115		56		46

		1422		72.25		116		55		52

		1432		74.25		113		53		46

		1442		70.75		114		58		49

		1452		72.75		112		53		50

		1462		69.5		110		53		48

		1472		70.25		111		56		50

		1482		73.5		110		54		51

		1492		73		108		46		46

		1502		65.75		116		58		50

		1512		69.25		107		56		50

		1522		68.25		116		51		56

		1532		68.25		108		52		52

		1542		69		108		59		46

		1552		66		105		56		47

		1562		68.75		107		49		47

		1572		69		109		54		50

		1582		67.75		105		49		46

		1592		69.25		102		51		42

		1602		63		100		48		44

		1612		68		110		53		43

		1622		65.75		99		49		45

		1632		66		104		51		49

		1642		62.5		99		52		41

		1652		65.25		104		54		46

		1662		63		102		52		46
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				50ФМН+Ф-3,5%		50ФМН+Ф-4%		50ФМН+Ф-5%		50ФМН+Ф-3%новый

		2		3080		2744		221		16839

		12		4220		2445		95		12180

		22		3817		2152		81		8231

		32		2844		1815		79		4552

		42		1921		1393		71		2581

		52		1334		971		71		1618

		62		934		678		70		1113

		72		691		412		64		849

		82		549		293		59		674

		92		456		235		50		574

		102		388		215		48		500

		112		376		199		48		436

		122		351		198		43		442

		132		329		183		46		406

		142		321		180		42		389
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Диаграмма3

		0.03		0.03

		0.035		0.035

		0.04		0.04

		0.05		0.05



FMN

FMN+(L+R)

содержание крахмала в геле,%

k1

0.5080977281

0.4344951344

0.3617127384

0.3638342059

0.3622630328

0.3551164624

0.3526038892

0.3503521648



Лист1

				сложная с 50																сложная модель												простая модель

				3%		3.5%		4%		5%		3,5% нов						3%		3.5%		4%		5%						3%		3.5%		4%		5%

		FMN		0.515		0.407		0.378		0.292						FMN		0.508		0.362		0.362		0.353				FMN		0.5082		0.389		0.3834		0.3526

		FMN+(L+R)		0.331		0.336		0.315		0.281						FMN+(L+R)		0.434		0.364		0.355		0.350				FMN+(L+R)		0.4383		0.3654		0.377		0.359

																		без 50		без 50		без 50		без 50

				сложная без 50

				3%		3.5%		4%		5%																				простая с 50

		FMN		0.508		0.598		0.362		0.353																				3%		3.5%		4%		5%

		FMN+(L+R)		0.434		0.364		0.355		0.350																		FMN		0.516		0.598		0.386		0.274

																												FMN+(L+R)		0.330		0.337		0.377		0.359

				сложная

				3%		3.5%		4%		5%

		FMN		0.508		0.362		0.362		0.353																				простая без 50

		без 40		0.285		0.330		0.290		0.284																				3%		3.5%		4%		5%

		без50		0.435		0.364		0.355		0.350																		FMN		0.5082		0.5981		0.3834		0.3526

		без40и50		0.518		0.394		0.317		0.597																		FMN+(L+R)		0.4383		0.3654		0.5082		0.3586
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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
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Диаграмма3

		1,9*10-4		1,9*10-4		1,9*10-4

		4*10-4		4*10-4		4*10-4

		8*10-4		8*10-4		8*10-4



без стабилизаторов

ДТТ, 10^(-4) М

Меркаптоэтанол, 10^(-4) М

Концентрация НАДН, M

Выход активности, %

13.2

55.2
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5.1
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Лист1

				Мембраны в планшете

						Выход активности, %

				Концентрация NADH, M		без стабилизаторов		ДТТ, 10^(-4) М		Меркаптоэтанол, 10^(-4) М

				1,9*10-4		5.4		15.5		4.8

				4*10-4		6		17.6		6

				8*10-4		3		5.3		2.1

				Иммобилизация в лунках планшета

						Выход активности, %

				Концентрация NADH, M		без стабилизаторов		ДТТ, 10^(-4) М		Меркаптоэтанол, 10^(-4) М

				1,9*10-4		1.1		2.1		0.5

				4*10-4		0.7		3.1		0.6

				8*10-4		0.9		1.8		0.02

				Мембраны в кювете

						Выход активности, %

				Концентрация NADH, M		без стабилизаторов		ДТТ, 10^(-4) М		Меркаптоэтанол, 10^(-4) М

				1,9*10-4		13.2		55.2		7

				4*10-4		16.5		23.2		11

				8*10-4		5.1		3.5		2.6





Лист1

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0



без стабилизаторов

ДТТ, 10^(-4) М

Меркаптоэтанол, 10^(-4) М

Концентрация NADH, M

Выход активности, %



Лист2

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0



без стабилизаторов

ДТТ, 10^(-4) М

Меркаптоэтанол, 10^(-4) М

Концентрация NADH, M

Выход активности, %
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без стабилизаторов

ДТТ, 10^(-4) М

Меркаптоэтанол, 10^(-4) М

Концентрация NADH, M

Выход активности, %
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Диаграмма1

		1		1

		2.24		2.96

		2.52		7.2

		3.5

		5.72



1

2

Вязкость органического растворителя, мПа∙с

Константа спада, %

100

100

58.3333333333

100

57.5757575758

80

38.8939393939

22.5757575758



Лист1

		

						%,глицерин				вода

								VBNгл		вязкость

				90		150		1.48		3.415135769		v		I,otn		k		Q

		100		0		0		8.1645334519		1		2.4248463621		1.74		0.0066		263.6363636364		100

		97		5		3		8.1645334519		2.08		2.4638264069		1.73		0.0062		279.0322580645		105.8398220245

		94		10		6		8.1645334519		2.24		2.4698517789		1.46		0.00385		379.2207792208		143.842364532

		85		25		15		8.1645334519		2.52		2.4805572625		1.41		0.0038		371.0526315789		140.7441016334

		70		50		30		8.1645334519		3.5		2.5196946931		1.149		0.002567		447.6042072458		169.7809061967

		55		75		45		8.1645334519		5.72		2.618758061		0.923		0.00149		619.4630872483		234.9687572321

						саароза				вода

								VBNcax		вязкость

		90				150				3.415135769		v		I,otn		k		Q

		0		0		0

		0.0195		1.95		1.17

		0.156		15.6		9.36		0		1		2.423206125		1.46		0.001925		758.4415584416		100

		0.3125		31.25		18.75		1.704		2.96		2.4959041783		1.32		0.001925		685.7142857143		90.4109589041

		0.625		62.5		37.5		5.187		7.2		2.6911287612		0.74		0.00154		480.5194805195		63.3561643836

		1.25		125		75		332		448		11671234104844.1		0.39		0.00054		722.2222222222		95.2245053272

				I		I				глицерин		k		сахароза		k

				100		100						100				100

				99.4252873563		90.4109589041						93.9393939394				100

				83.908045977		50.6849315068						58.3333333333				80

				81.0344827586		26.7123287671						57.5757575758				28.0519480519

				66.0344827586		0						38.8939393939

				53.0459770115								22.5757575758

						1

						1		0.0066		100

						2.24		0.00385		58.3333333333

						2.52		0.0038		57.5757575758

						3.5		0.002567		38.8939393939

						5.72		0.00149		22.5757575758
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Вязкость глицерина, мPa*s

Интенсивность свечения, отн.ед
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Вязкость, mPa*с
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Вязкость органического растворителя, mPa*s

Квантовый выход, %



		



Вязкость сахарозы,mPa*s

Интенсивность свечения, отн.ед



		



Вязкость сахарозы,mPa*s

Константа спада, с¯¹
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Диаграмма1

		5.8		5.8		5.8		5.8		5.8		5.8

		6.39		6.39		6.39		6.39		6.39		6.39

		6.9		6.9		6.9		6.9		6.9		6.9

		7.33		7.33		7.33		7.33		7.33		7.33

		7.84		7.84		7.84		7.84		7.84		7.84



1

6
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5,4

0

рН

Интенсивность свечения,отн.ед

0.797

1.39

1.65

1.16
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0.615

0.88

1.59

1.66

1.3

1.04

0.912

1.149
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Диаграмма3

		0		0		0		0		0

		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014

		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217

		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043

		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087

		8.152173913		8.152173913		8.152173913		8.152173913



ph=5,8

ph=6,4

ph=6,9

ph=7,33

ph=7,84

[глицерин],моль

Q,%

Зависимость квантового выхода реакции люциферазы от концентрации сахарозы при разных ph

70.9363356669

100
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56.701092677
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69.4099957846
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44.1967256752
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Лист1

		5.8

		С,мл		I,отн.ед		I,%		k, с-1		Q		Q%				I		Q

		0		23249034		88.2475092861		0.0021		11070968571.4286		70.9363356669		1.11		2.23

		0.9057971014		26345258		100		0.002432		10832754111.8421		69.4099957846		1.08		2.63

		1.0869565217		21974664		83.41031999		0.002718		8084865342.16336		51.8031207507		0.81		2.19

		2.7173913043		19015023		72.1762641307		0.00154		12347417532.4675		79.1150791415		1.23		1.9

		5.4347826087		18978000		72.0357340968		0.001216		15606907894.7368		100		1.56		1.89

		8.152173913		6156026		23.3667326393		0.001216		5062521381.57895		32.4376962799		0.51		0.62

		6.4

		С,мл		I,отн.ед		I,%		k, с-1		Q		Q%

		0		295976		100		0.001711		172984219.75453		100		0.017		0.03

		0.9057971014		192245		64.9529015866		0.001593		120681104.833647		69.7642276301		0.012		0.019

		1.0869565217		154028		52.0407060032		0.00132		116687878.787879		67.4557939178		0.0116		0.016

		2.7173913043		154039		52.0444225207		0.001127		136680567.879326		79.0133158234		0.037		0.0154

		5.4347826087		154028		52.0407060032		0.000906		170008830.022075		98.2799646484		0.017		0.015

		8.152173913		88271		29.8237019218		0.000856		103120327.102804		59.6125630703		0.01		0.009

		6.9

		С,мл		I,отн.ед		I,%		k, с-1		Q		Q%						Q%

		0		67486826		100		0.0066		10225276666.6667		42.0566518457				6.75		100

		0.9057971014		66622689		98.7195471306		0.0062		10745595000		44.1967256752				6.66		105.0885501713

		1.0869565217		62396603		92.4574568079		0.00385		16206909870.1299		66.6591612258				6.24		158.498497385

		2.7173913043		55598545		82.3842937879		0.0038		14631196052.6316		60.1782365926				5.56		143.0885102633

		5.4347826087		51498271		76.308627998		0.002567		20061656018.6989		82.5137656545				5.15		196.1967061889

		8.152173913		36226522		53.6793981095		0.00149		24313102013.4228		100				3.62		237.7745151159

		7.5933916923				50

		7.33

		С,мл		I,отн.ед		I,%		k, с-1		Q		Q%

		0		37103881		89.1840936832		0.0021		17668514761.9048		56.701092677				3.71

		0.9057971014		41603698		100		0.00231		18010258874.4589		57.7978042489				4.16

		1.0869565217		34017193		81.764830136		0.001848		18407571969.697		59.0728455831				3.4

		2.7173913043		24453371		58.7769168981		0.001711		14291859146.6978		45.8648641905				2.45

		5.4347826087		26175073		62.9152557544		0.00084		31160801190.4762		100				2.62

		8.152173913		14313869		34.4052805114		0.000856		16721809579.4393		53.6629641748				1.43

		7.84

		С,мл		I,отн.ед		I,%		k, с-1		Q		Q%

		0		51350146		100		0.00385		13337700259.7403		86.7541870602				5.14

		0.9057971014		40265123		78.4128695564		0.005775		6972315670.99567		45.3509650228				4.03

		1.0869565217		34077924		66.3638307864		0.002432		14012304276.3158		91.1421041603				3.41

		2.7173913043		32285670		62.8735700187		0.0021		15374128571.4286		100				3.23

		5.4347826087		15702847		30.5799461602		0.001249		12572335468.3747		81.7759225179				1.57

		8.152173913		8236307		30.5799461602		0.001129		7295223206.37733		47.4512956782

				27.8378848526		5.8		23249034		13163833		18206433.5		44.3495103492		90.0552905726

				0.4385685586		6.4		295976		207388		251682		0.6130785287		1.4187650817

				100		6.9		67486826		14617501		41052163.5		100		100

				54.9794429508		7.33		37103881		11573518		24338699.5		59.2872516938		79.1757633538

				37.4970872093		7.84		25305594		25305594		25305594		61.6425343819		173.1184694292
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Глицерин

[глицерин], Моль

I,%



		



[глицерин], Моль

k,1/c



		



[глицерин], Моль

Q,%



		



pH=7,84

pH=7,33



		



pH=7,84



		



pH=6,4



		



pH=7,33



		



pH=7,84



		



pH=7,33

pH=6,4



		



pH

I,%



		





		0		0		0

		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014

		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217

		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043

		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087

				8.152173913		8.152173913



pH=7,84

pH=7,33

pH=6,9

[глицерин], Моль

I, отн.ед

5.14

3.71

6.75

4.03

4.16

6.66

3.41

3.4

6.24

3.23

2.45

5.56

1.57

2.62

5.15

1.43

3.62



		0

		0.9057971014

		1.0869565217

		2.7173913043

		5.4347826087

		8.152173913



pH=5,8

[глицерин], Моль

I, отн.ед

2.23

2.63

2.19

1.9

1.89

0.62



		0		0

		0.9057971014		0.9057971014

		1.0869565217		1.0869565217

		2.7173913043		2.7173913043

		5.4347826087		5.4347826087

				8.152173913



pH=7,84

pH=6,9

[глицерин], Моль

Q,%

86.7541870602

42.0566518457

45.3509650228

44.1967256752

91.1421041603

66.6591612258

100

60.1782365926

81.7759225179

82.5137656545

100



		0		0		0

		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014

		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217

		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043

		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087

		8.152173913		8.152173913		8.152173913



pH=7,33

pH=6,4

pH=5,8

[глицерин], Моль

Q,%

56.701092677

100

70.9363356669

57.7978042489

69.7642276301

69.4099957846

59.0728455831

67.4557939178

51.8031207507

45.8648641905

79.0133158234

79.1150791415

100

98.2799646484

100

53.6629641748

59.6125630703

32.4376962799



		0

		0.9057971014

		1.0869565217

		2.7173913043

		5.4347826087

		8.152173913



pH=6,4

[сахароза]. Моль

I, отн.ед

0.03

0.019

0.016

0.0154

0.015

0.009



		

										5.50		60

										6.00		80

										7.00		100

										7.31		80

										7.54		60

										7.95		35

										8.20		20

										8.40		9

										8.60		3

																																		k, cˉ¹





		



pH

I,%



		0		0		0		0		0

		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014

		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217

		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043

		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087

		8.152173913		8.152173913		8.152173913		8.152173913



pH=5,8

pH=6,4

pH=6,9

pH=7,33

pH=7,84

Концентрация глицерина, М

Константа спада, cˉ¹

0.0021

0.001711

0.0066

0.0021

0.00385

0.002432

0.001593

0.0062

0.00231

0.005775

0.002718

0.00132

0.00385

0.001848

0.002432

0.00154

0.001127

0.0038

0.001711

0.0021

0.001216

0.000906

0.002567

0.00084

0.001249

0.001216

0.000856

0.00149

0.000856



		0		0		0		0		0

		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014		0.9057971014

		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217		1.0869565217

		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043		2.7173913043

		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087		5.4347826087

		8.152173913		8.152173913		8.152173913		8.152173913



pH=5,8

pH=6,4

pH=6,9

pH=7,33

pH=7,84

[глицерин],Моль

I,%

88.2475092861

100

100

89.1840936832

100

100

64.9529015866

98.7195471306

100

78.4128695564

83.41031999

52.0407060032

92.4574568079

81.764830136

66.3638307864

72.1762641307

52.0444225207

82.3842937879

58.7769168981

62.8735700187

72.0357340968

52.0407060032

76.308627998

62.9152557544

30.5799461602

23.3667326393

29.8237019218

53.6793981095

34.4052805114



		0.9057971014		5.8		16465258		1.65

				6.39		16622689		1.66

				6.9		17312542		1.73

				7.33		14603698		1.46

				7.84		10265123		1.03

		1.0869565217		5.8		11574664		1.16

				6.39		12967428		1.3

				6.9		14577924		1.46

				7.33		13717193		1.37

				7.84		10096603		1.01

		2.7173913043		5.8		9015023		0.9

				6.39		10431721		1.04

				6.9		14098545		1.41

				7.33		10153371		1.01

				7.84		9285670		0.929

		5.4347826087		5.8		7978000		0.797

				6.39		8817134		0.88

				6.9		11498271		1.149

				7.33		9175073		0.92

				7.84		8702847		0.8702

		8.152173913		5.8		6156026		0.615

				6.39		6824831		0.912

				6.9		5326522		0.923

				7.33		8313869		0.83

				7.84		5236307		0.52

				0		14617501		1.46

				0.063		15241660		1.52		1.48				5.8		13896543		1.39

				0.506		13747219		1.37		1.46				6.39		15932981		1.59

				1.01		13170190		1.32		1.37				6.9		17486826		1.74

				2.03		7420090		0.72		1.01				7.33		14829870		1.48

				4.0575193949		3865400		0.39		0.92				7.84		11986403		1.19								5.8		6.055		0.615

				0		17486826		1.75		0.83														0.255		6.39		6.645		0.912

				0.9057971014		17312542		1.73		0.8217277315																6.9		7.155		0.923

				1.0869565217		14577924		1.46		0.6919309954																7.33		7.585		0.83		50		0

				2.7173913043		14098545		1.41		0.6691776055																7.84		8.095		0.52		50		0.3

				5.4347826087		11498271		1.15		0.5457574136																						50		0.5

				8.152173913		5326522		0.532		0.2528196518																						50		1

						1053423253.01205				50																						50		1.5

																																50		2

																																50		0

																																50		6.372

																				0		6.64869		50		0

																				50		6.64869		50		6.64869				5.4347826087		65.75391

																						6.64869								8.152173913		30.4602

																						0		1.993						1.01		86.40916

																						50		1.993						2.03		48.68295





		



сахар

гл

Концентрация органического растворителя, М

Интенсивность свечения, отн.ед



		



0,9

рН

Интенсивность свечения, отн.ед



		



1,08

рН

Интенсивность свечения, отн.ед



		



2,7

рН

Интенсивность свечения,отн.ед



		



5,4

0

рН

Интенсивность свечения,отн.ед



		



8,15

рН

Интенсивность свечения, отн.ед



		



Концентрация органического растворителя, М

Интенсивность свечения,%



		



рН

Интенсивность свечения, отн.ед.



		

												k, с-1		Q		Q

		5.8		0		13896543		1.39		85.0188048424		0.0021		6617401428.57143		98.4598730365		661.9047619048

				0.9057971014		16345258		1.65		100		0.002432		6720912006.57895		100		678.4539473684

				1.0869565217		11574664		1.16		70.8135900944		0.002718		4258522442.97277		63.3622704598		426.7844002943

				2.7173913043		9015023		0.9		55.1537516263		0.00154		5853911038.96104		87.0999506203		584.4155844156

				5.4347826087		7978000		0.797		48.8092632126		0.001216		6560855263.15789		97.6185264252		655.4276315789

				8.152173913		6156026		0.615		37.6624584329		0.001216		5062521381.57895		75.3249168658		505.7565789474

		6.39		0		15932981		1.59		95.8508036816		0.001711		9312087083.57685		89.2404034277		929.2811221508

				0.9057971014		16622689		1.66		100		0.001593		10434833019.4601		100		1042.0590081607

				1.0869565217		11967428		1.3		71.9945371053		0.00132		9066233333.33333		86.8843163702		984.8484848485

				2.7173913043		10431721		1.04		62.7559175293		0.001127		9256185448.09228		88.7046820091		922.8039041704

				5.4347826087		8817134		0.88		53.0427658245		0.000906		9731935982.33996		93.2639359364		971.3024282561

				8.152173913		6824831		0.68		41.0573223141		0.000856		7972933411.21495		76.4069093999		794.3925233645

		6.9		0		17486826		1.74		100		0.0066		2649519090.90909		42.7410170782		263.6363636364

				0.9057971014		17312542		1.73		99.0033411438		0.0062		2792345483.87097		45.0450372009		279.0322580645

				1.0869565217		14477924		1.46		82.7933210978		0.00385		3760499740.25974		60.6629271601		379.2207792208

				2.7173913043		14098545		1.41		80.6238078883		0.0038		3710143421.05263		59.8505984977		371.0526315789

				5.4347826087		11498271		1.149		65.7539052542		0.002567		4479264121.54266		72.257756124		447.6042072458

				8.152173913		9236522		0.923		52.8198885264		0.00149		6199008053.69128		100		619.4630872483

		7.84		0		11986403		1.19		100		0.00385		3113351428.57143		44.6816534208		309.0909090909

				0.9057971014		10265123		1.03		86.5546218487		0.005775		1777510476.19048		25.5101644871		178.354978355

				1.0869565217		10096603		1.01		84.8739495798		0.002432		4151563733.55263		59.5816875007		415.2960526316

				2.7173913043		9285670		0.929		78.0672268908		0.0021		4421747619.04762		63.4592654127		442.380952381

				5.4347826087		8702847		0.8702		73.1260504202		0.001249		6967851881.50521		100		696.7173738991

				8.152173913		2236307		0.52		43.6974789916		0.001129		1980785651.0186		28.427493648		460.5845881311

		7.33		0		14829870		1.48		100		0.0021		7061842857.14286		64.6528697919		704.7619047619

				0.9057971014		14603698		1.46		98.6486486486		0.00231		6321947186.14719		57.8789469726		632.0346320346

				1.0869565217		13717193		1.37		92.5675675676		0.001848		7422723484.84848		67.9568187335		741.341991342

				2.7173913043		10153371		1.01		68.2432432432		0.001711		5934173582.70018		54.3287863701		590.2980713033

				5.4347826087		9175073		0.92		62.1621621622		0.00084		10922705952.381		100		1095.2380952381

				8.152173913		8313869		0.83		56.0810810811		0.000856		9712463785.04673		88.9199418843		969.6261682243





		



Концентрация глицерина, М

Интенсивность свечения, отн.ед



		



Концентрация глицерина, М

Интенсивность свечения,%



		



Концентрация глицерина, М

Интенсивность свечения, отн.ед



		



Концентрация глицерина, М

Интенсивность свечения,%



		



Концентрация глицерина

Интенсивность свечения, отн.ед



		



Концентрация глицерина, М

Интенсивность свечения,%



		



Концентрация глицерина, М

Инетенсивность свечени, отн.ед



		



Концентрация глицерина, М

Интенсивность свечения, %



		



Концентрация глицерина, М

Квантовый выход, отн.ел



		





		



Концентрация глицерина

Константа спада, с¯¹



		



Концентрация глицерина, М

Константа спада, с¯¹



		



Концентрация глицерина, М

Константа спада, с¯¹



		



Концентрация глицерина, М

Константа спада, с¯¹
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Диаграмма1

		1		1

		2.08		2.96

		2.24		7.2

		2.52

		3.5

		5.72



1

2

1 2,08 2,24 2,52 3,5 5,72

Вязкость органического растворителя, мПа∙с

Интенсивность свечения, отн.ед

100

100

99.4252873563

90.4109589041

83.908045977

50.6849315068

81.0344827586

66.0344827586

53.0459770115



Лист1

		

						%,глицерин				вода

								VBNгл		вязкость

				90		150		1.48		3.415135769		v		I,otn		k		Q

		100		0		0		8.1645334519		1		2.4248463621		1.74		0.0066		263.6363636364		100

		97		5		3		8.1645334519		2.08		2.4638264069		1.73		0.0062		279.0322580645		105.8398220245
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		0		0		0

		0.0195		1.95		1.17

		0.156		15.6		9.36		0		1		2.423206125		1.46		0.001925		758.4415584416		100
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		0.625		62.5		37.5		5.187		7.2		2.6911287612		0.74		0.00154		480.5194805195		63.3561643836

		1.25		125		75		332		448		11671234104844.1		0.39		0.00054		722.2222222222		95.2245053272

				I		I				глицерин		k		сахароза		k

				100		100						100				100
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				83.908045977		50.6849315068						58.3333333333				80

				81.0344827586		26.7123287671						57.5757575758				28.0519480519

				66.0344827586		0						38.8939393939

				53.0459770115								22.5757575758





Лист1

		



Вязкость глицерина, мPa*s

Интенсивность свечения, отн.ед



Лист2

		



Вязкость, mPa*с

Константа спада, с¯¹



Лист3

		



Вязкость органического растворителя, mPa*s

Квантовый выход, %



		



Вязкость сахарозы,mPa*s

Интенсивность свечения, отн.ед



		



Вязкость сахарозы,mPa*s

Константа спада, с¯¹



		



Вязкость сахарозы, mPa*s

Квантовый выход, %



		



Вязкость органического растворителя, mPa*s

Константа спада, %



		



1 2,08 2,24 2,52 3,5 5,72

Вязкость органического растворителя, mPa*s

Интенсивность свечения, отн.ед



		





		






_1286656089.unknown

_1286120929.unknown

_1284564349.xls
Диаграмма2

		4		4		4		4		4

		15		15		15		15		15

		20		20		20		20		20

		25		25		30		25		25

		30		30		50		30		30

		35		35		60		35		35

		40		40		65		40		40

				45		70		45		45

				50				50		50

				60				60		60

				70				70		70



1

2

3

4

5

L+R в свободном растворе

L+R, иммобилизованные в желатиновый гель

L+R+С14+НАДН, иммобилизованные в желатиновый гель

L+R, иммобилизованные в крахмальный гель

L+R +C14+НАДН, иммобилизованные в крахмальный гель

T, 0C

I/Imax

0.29

0.58

0.49

0.94

0.92

0.63

0.95

1

0.99

1

0.97

0.98

0.98

1

0.99

1

1

0.95

0.97

0.94

0.66

0.98

1

0.99

0.88

0.15

0.92

0.83

0.96

0.86

0.02

0.93

0.66

0.87

0.87

0.99

0.44

0.86

0.79

0.98

0.93

0.85

0.6

0.89

0.79

0.29

0.86

0.61



Fig 1

		





Fig 1

		95		100		18		15



1

2

4

3

L+R, иммобилизованные в крахмальный гель

L+R+C14+NADH, иммобилизованные в крахмальный гель

L+R, иммобилизованные в желатиновый гель

L+R+C14+NADH, иммобилизованные в желатиновый гель

выход активности, %



Fig 2 a

		





Fig 2 a

		40				200				670

		40				160				390

						80				360

		39				64				223

		15				46				145.6

		14



a

1

2

3

103 x (I/[FMN]), (mV x ml/mg)

I, мВ

20

100

335

40

190

390

210

540

101

295

580

112

332.5

670

130



Fig 2 б

		





Fig 2 б

		5				36				54

		6.1				32				48

		5.1				22				29.6

		4.1				16.6				14.4

		1.9				13				9.7



102 x (I/[NADH]), (mV x ml/mg)

б

2

1

3

I, мВ

19

100

65

30

157

115

56

204

145

62

265

185

100

332

247.5



Fig 2 в

		





Fig 2 в

		50				170				334

		50				178				307

		42				151				264

		34				128				225

		21				112				190

										153



106x (I/[C14]), (mV x ml/mg)

в

1

2

3

I, мВ

20

85

184

30

100

175

34

122.5

185

42

139

197

44

170

197

215



Fig 3

		





Fig 3

		5.83		5.83		5.83		5.83		5.83

		6.39		6.39		6.39		6.39		6.39

		6.8		6.8		6.8		6.8		6.8

		7.2		7.2		7.2		7.2		7.2

		7.6		7.6		7.6		7.6		7.6

		8		8		8		8		8



3

2

1

4

5

L+R в свободном растворе

L+R, иммобилизованные в желатиновый гель

L+R+C14+НАДН, иммобилизованные в желатиновый гель

L+R, иммобилизованные в крахмальный гель

L+R+C14+НАДН, иммобилизованные в крахмальный гель

рН

I/Imax

0.4850357489

0.461627236

0.4363636364

0.8273809523

0.9280113636

0.5329405143

0.615406809

0.8848181818

0.8928571429

0.9943181818

1

0.884593191

0.9939090909

0.9047619048

1

0.5149762273

1

1

0.9702380952

0.9848295455

0.3592857399

0.6347374495

0.7757272727

1

0.9734659091

0.3173690703

0.5288517023

0.6848181818

0.9523809523

0.8711931818



Fig 4

		





Fig 4

		4		4		4		4		4

		15		15		15		15		15

		20		20		20		20		20

		25		25		30		25		25

		30		30		50		30		30

		35		35		60		35		35

		40		40		65		40		40

				45		70		45		45

				50				50		50

				60				60		60

				70				70		70



1

2

3

4

5

L+R в свободном растворе

L+R, иммобилизованные в желатиновый гель

L+R+С14+НАДН, иммобилизованные в желатиновый гель

L+R, иммобилизованные в крахмальный гель

L+R +C14+НАДН, иммобилизованные в крахмальный гель

T, 0C

I/Imax

0.29

0.58

0.49

0.94

0.92

0.63

0.95

1

0.99

1

0.97

0.98

0.98

1

0.99

1

1

0.95

0.97

0.94

0.66

0.98

1

0.99

0.88

0.15

0.92

0.83

0.96

0.86

0.02

0.93

0.66

0.87

0.87

0.99

0.44

0.86

0.79

0.98

0.93

0.85

0.6

0.89

0.79

0.29

0.86

0.61




_1286030988.unknown

_1286032897.unknown

_1261389107.xls
Диаграмма1

		95		100		18		15



L+R, иммобилизованные в крахмальный гель

L+R+C14+NADH, иммобилизованные в крахмальный гель

L+R, иммобилизованные в желатиновый гель

L+R+C14+NADH, иммобилизованные в желатиновый гель

выход активности, %



Лист1

		

						L+R, иммобилизованные в крахмальный гель												95

						L+R+C14+NADH, иммобилизованные в крахмальный гель												100

						L+R+C14+NADH, иммобилизованные в желатиновый гель												15

						L+R, иммобилизованные в желатиновый гель												18





Лист1

		0		0		0		0



L+R, иммобилизованные в крахмальный гель

L+R+C14+NADH, иммобилизованные в крахмальный гель

L+R, иммобилизованные в желатиновый гель

L+R+C14+NADH, иммобилизованные в желатиновый гель

выход активности, %

Рис.1. Выход активности иммобилизованной биферментной системы НАДН:ФМН-оксидоредуктаза-люцифераза
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