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Глюкозооксидаза (КФ 1.1.3.4.) катализирует реакцию окисления
ß-Д-глюкозы молекулярным кислородом:

ß-Д-глюкоза +.02+Н2 кислота +Н2 O2 . (1)
Кинетику этой реакции можно контролировать с помощью электро-

химического датчика кислорода, измеряя концентрацию 02 в реакцион-
ной смеси. На базе этой же реакции можно создать также электрохими-
ческий датчик глюкозы. При этом глюкозооксидазу необходимо иммо-
билизировать на рабочей поверхности кислородного электрода. При этом
в результате реакции (1) меняется эффективная концентрация опреде-
ляемого датчиком кислорода в зависимости от концентрации глюкозы в
растворе. Хотя решающее значение при создании такого электрохимиче-
ского датчика глюкозы имеют способ иммобилизации и стабильность
фермента на рабочей поверхности электрода, необходимо также учесть
возможность изменения каталитических свойств глюкозооксидазы при ее
ковалентной сшивке на полимерном носителе.

В настоящее время в СССР выпускается препарат глюкозооксидазы
из Penicillium vitale. В целях выявления возможностей применения этого
препарата для создания электрохимических датчиков глюкозы в настоя-
щей работе исследовали возможности иммобилизации этого фермента на
полиамиде и влияния такой процедуры на стабильность и каталитиче-
ские свойства фермента.

Экспериментальная часть

В работе использовали препарат глюкозооксидазы из Реп. vitale
отечественного производства. Растворы фермента готовили в 0,1 М аце-
татном или в 0,1 М фосфатном буферах с pH 5,6 или 7,6 соответственно.
Концентрация препарата от 1 до 4 мг/мл. Полученные растворы белка
центрифугировали при 8000 g и 4°С в течение 30 мин и затем использо-
вали их для кинетических измерений, для иммобилизации фермента на
полиамидном волокне и в опытах проверки гомогенности и отсутствия
примесей каталазы в препарате.

Гельхроматографию препарата глюкозооксидазы проводили на ко-
лонке Sephacryl S-300 (16x800 мм, фирма «Pharmacia», Швеция), элю-
ировали 0,1 М фосфатным буфером с pH 7,6. Элюирование белка регист-
рировали с помощью адсорбиметра «Uvicord S» (7 =280 нм). Из элюата
отбирали фракции по 1,5 мл и определяли по ним активность фермента.
Для калибровки колонки использовали стандартные белки: каталазу,
альбумин, овальбумин и цитохром из набора фирмы «Pharmacia».

Активность глюкозооксидазы измеряли с помощью электрохимиче-
ского датчика кислорода в 0,1 М ацетатном буфере с pH 5,6 при 25 °С.
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Рис. 1. Система измерения: 1 ре-
гистрирующий прибор, 2 кислород-
ный электрод, 3 —г слой иммобили-
зованного фермента, 4 мешалка.

Опыты проводили в закрытой термо-
статируемой ячейке, снабженной кис-
лородным датчиком типа Кларка, при
постоянном перемешивании раствора
(рис. 1). Объем реакционной среды был
35 мл. Для получения насыщенного
раствора кислорода через реакцион-
ную смесь пропускали в течение 45 мин
очищенный от С0 2 воздух. При необхо-
димости варьирования концентрации
кислорода в реакционной среде для
вытеснения растворенного кислорода
через реакционную среду пропускали
аргон. Начальную концентрацию кис-
лорода определяли по показанию
электрохимического датчика.

Для измерения начальной скорости
окисления глюкозы или получения
кинетической кривой для интеграль-

ного анализа в раствор глюкозы и кислорода в ацетатном буфере, пред-
варительно термостатированный в реакционном сосуде, добавляли раст-
вор фермента либо определенное количество иммобилизованного фер-
мента. Самопишущий прибор регистрировал ход изменения концентра-
ции кислорода в реакционной среде. Данные по начальной скорости
окисления глюкозы обрабатывали в соответствии с уравнением

k-[S]
Км + fS]"’ 1 ]

где ц 0 начальная скорость, k каталитическая константа скорости,
[s] концентрация субстрата, Км константа Михаэлиса.

После опыта датчик кислорода тщательно промывали ацетатным
буфером и держали в течение 20 мин в 0,1 М растворе NaOH для уда-
ления сорбированных на пленке датчика белков. В опытах с иммобилизо-
ванным ферментом куски полиамидного носителя тщательно промывали
буфером.

Для иммобилизации глюкозооксидазы на полиамиде носитель акти-
вировали диметилсульфатом при 60°С. Обработку полимера проводили
в течение 2—5 мин для выявления оптимальных условий активации поли-
мера. Активированный полимер промывали при O°С метанолом и 0,1 М
фосфатным буфером (pH 7,6). Затем активированный носитель инкуби-
ровали при 4°С в растворе фермента концентрацией от 0,5 до 2 мг/мл.
Время инкубации варьировали от 24 до 40 ч. Затем носитель промывали
фосфатным буфером до полного удаления нековалентно сорбированного
белка.

Стабильность иммобилизованного фермента измеряли при хранении
препарата в ацетатном буфере при 4 и 20 °С, а также в сухом виде при
тех же температурах. При этом в определенные моменты времени опре-
деляли активность связанного с носителем фермента, используя одина-
ковые условия реакции (25 мМ раствор глюкозы в ацетатном буфере с
pH 5,6, насыщенный кислородом при 25 °С). Данные обрабатывали в
полулогарифмических координатах In и и /, соответствующих кинети-
ческому уравнению реакции первого порядка

In ц — ln Уо (3)
�

где v 0 начальная скорость окисления глюкозы в стандартных уело-
виях, kjm константа инактивации, t время.
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Результаты и их обсуждение

Использованная в работе глюкозооксидаза элюируется с колонки
Sephacryl S-300 в виде одного симметричного пика, сопровождаемого
некоторыми низкомолекулярными примесями ( 12%), не обладающими
ферментативной активностью (рис. 2). По данным гельхроматографии,
глюкозооксидаза имеет молекулярную массу 155±5 kDa, что согла-
суется с приведенными в литературе данными для фермента из Реп.
vitale ['].

Рис. 2. Гсльхроматография глкжозооксидазы на геле Sephacryl S-300. А. Концентрация
белка определена спектрофотометрически (А, =280 нм). Б. Активность глкжозооксидазы
определена электрохимически. Стрелками показаны объемы элюирования маркеров;
1 каталаза (232 000), 2 альбумин (67 000), 3 овальбумин (43 000), 4 цито-

хром (12 300).

Для иммобилизации фермента на полиамидном волокне (нейлоне)
оптимизировали время и температуру активации носителя, а также усло-
вия последующей процедуры сшивки фермента. Оказалось, что без
ухудшения механических свойств носителя наибольшее количество фер-
мента можно иммобилизировать после обработки полиамидного волокна
в диметилсульфате при 60 °С в течение 3 мин. После этого волокно необ-
ходимо обработать холодным метанолом [2 ]. Последующую сшивку фер-
мента на активированный носитель можно проводить при 4°С в течение
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Инактивация иммобилизованной глюкозооксидазы

Таблица 1

Условия хранения /гин ■ 104 , мин -1

в сухом виде при 4 °С 1,26
в сухом виде при 20°С 1,83
в ацетатном буфере 1,28
в ацетатном буфере +У 205 0,86
в 87,5 мМ растворе глюкозы 3,70
в 87,5 мМ растворе глюкозы +У20 5 1,85
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Таблица 2

Каталитические свойства глюкозооксидаз (ГО) различного происхождения

Источник
фермента

глюкоза к Условия Источник
литературы

Asp. niger 6,02- 10-2 М 5,37- 1(Н"М pH 5,6
t 30 °С

[5 ]

У> 2,26- 10-2 М pH 5,5
t 25 °С

[6 ]

” 11,0 - 10--2 М 4^ ОО 0L1 0,13 М фосфат-
ный буфер
pH 5,6

t 27 °С

п

6,5- 10-2 М 4,5- КИМ 0,1 М фосфат-
ный буфер
pH 6,8

t 30 °С

[ 8 ]

”
1,5 ■ 10-2 М 0,2 М фосфат-

ный буфер
pH 7,0

t 30 °С

[ 9 ]

Pen. notatum 2,9 • 10-2 М 5,0- 10-4 М t 25 °С [ 10]

Pen. amagasa
kiense

7- IO-3 М pH 5,5
t 25 °С

РЧ

Реп. vitale 3,7- 10-3 М 4,5- КНМ pH 5,5
t 25 °С

[12]

„
(0,48±0,03) • 10-3 M 0,1 М К-фосфат- [13]
[ГО]= (0,12—0,5) • 10“G

(1,1—4,0) • 10-3 М,
[ГО]=( 1—2,5) ■ КИМ

М ный буфер
pH 7,0

„
(4,52±0,52) • IO -3 М 4 • 10-4М 0,1 М ацетат- наши
[ГО]= 0,053 • 10~6 М ный буфер

pH 5,6
t 25 °С

дан-
ные

Каталитические свойства растворенных и

Источник
фермента

Растворенный фермент
глюкоза к °2 условия

Pen. notatum

Asp. niger

2,9- 10-2 М 5,0- 10-4 М t 25 °С
фосфатный буфер

Asp. tiiger 7,21 • 10-3 M pH 5,5
0,1 М
ацетатный буфер
t 25 °С

Pen. vitale (4,52 + 0,52) • 1(НМ 4- 10-4 М pH 5,6
0,1 М
ацетатный буфер
t 25 °С
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24 ч. При этом связанное с носителем количество фермента, не растет
при увеличении концентрации фермента в реакционной смеси от 1 до
2 мг/мл, а также при продлении времени инкубации носителя в растворе
фермента. Активность иммобилизованного таким способом фермента
уменьшается во времени экспоненциально. Этот процесс можно рассмат-
ривать как реакцию первого порядка, характеризуемую константой ско-
рости km . Скорость инактивации иммобилизованного фермента зависит
от температуры и условий хранения, а также от метода иммобилизации
фермента и характера носителя [3 - 4]. Из полученных данных можно вычис-
лить константы инактивации иммобилизованного фермента:

в сухом виде при 4°С k m = (1,26±0,42) • 10-4 мин-1
,

в сухом виде при 20°С k m
= (1,83±0,35) • 10~4 мин-1 .

Инактивацию иммобилизованного фермента исследовали и в 0,1 М
ацетатном буфере и в 87,5 мМ растворе глюкозы, а также в этих же
растворах с добавлением 1% V 20 5 для разложения Н202 , образующейся
в ходе окисления глюкозы. Данные инактивации иммобилизованной
глюкозооксидазы во времени в разных условиях хранения приведены в
табл. 1.

На рис. 3 и 4 показаны зависимости начальной скорости окисления
глюкозы от концентрации одного из субстратов при постоянной концент-
рации второго субстрата в координатах Лайнуивера—Берка. Исследуе-
мые процессы описываются уравнением Михаэлиса—Ментен, и полу-
ченные данные позволяют определить эффективные величины /См Для
глюкозы и кислорода. Из табл. 2 видно, что полученные нами константы
для растворенного фермента хорошо совпадают с литературными дан-
ными для фермента из Реп. vitale , но существенно отличаются от конс-
тант, полученных для глюкозооксидаз из источников другого рода. Кро-
ме того, обращает на себя внимание тот факт, что при иммобилизации
фермента из Реп. vitale на нейлоновый носитель константы /См в значи-
тельной степени изменяются (табл. 3), тогда как в случае глюкозоокси-
даз из других источников иммобилизация фермента практически не

иммобилизованных глюкозооксидаз (ГО)

Таблица 3

Иммобилизованный фермент Источник
литера-
туры

глюкоза к °2 условия метод иммобилизации

1,4- Ю-2 М 5,4-10-4 М

(3,6—4,2) ■ 10-2 М

(1,3—1,6) • ю- 2 м
(0,5—1,2) • 10-2 М

9,46- 10-2 М

фосфатный буфер
t 25 °С
pH 6,0
0,1 М
фосфатный буфер
t 25 °С

pH 5,5
0,1 М
ацетатный буфер
t 25 °С

на BrCN-активированный [10]
Сферой 1000
ковалентное связывание [ 14 ]
на электрод с помощью
силана глутарого альде-
гида
с помощью аллиламина „

глутарого альдегида
с помощью альбумина

,,

глутарого альдегида
ГО и каталаза на акти- [ 15]
вированном угле

(2,72±0,44) • 10-3 М pH 5,6
0,1 М
ацетатный буфер
t 25 °С

на нейлоновом волокне с наши
помощью диметилсуль- данные
фата
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Рис. 3. Зависимость уо l= /{[s] ‘) для Рис. 4. Зависимость v~l f ([s]- 1) для
глюкозы. кислорода.

влияет на константу Михаэлиса. Последний факт необходимо учиты-
вать при создании электрохимического датчика, так как константа Км
определяет пределы измеряемой концентрации глюкозы.

Выводы

1. С использованием метода активации полимера диметилсульфатом
разработана методика иммобилизации глюкозооксидазы из Реп. vitale
на полиамидном носителе и оптимизированы условия этой процедуры.

2. Исследованы каталитические свойства и стабильность иммобили-
зованной на полиамиде с помощью диметилсульфата глюкозооксидазы.
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Toonika UHU, Gerda RAID ARU, T. TENNO, J. JÄRV

IMMOBI LI SEERITUD PENICILLIUM VITALE GLÜKOOSI OKSÜDAASI
KATALÜÜTI LISTE OMADUSTE JA STABIILSUSE UURIMINE

On uuritud NSV Liidus toodetava glükoosi oksüdaasi immobiliseerimisvõimalusi
nailonkandjale ning immobiliseeritud ensüümi stabiilsust erinevates tingimustes.

Lahustunud ja immobiliseeritud glükoosi oksüdaasi katalüütilisi omadusi on uuritud
elektrokeemiliselt hapnikuanduri abil ning leitud, et glükoosi väärtus Pen. vitale glü-
koosi oksüdaasi poolt katalüüsitavas oksüdeerumisprotsessis väheneb ensüümi immobilisee-
rimisel. Seda on vaja arvestada ensüümelektroodide konstrueerimisel.

Toonika LIHU, Gerda RAIDARU, T. TENNO, J. JÄRV

INVESTIGATION OF STABILITY AND CATALYTICAL PROPERTIES
OF IMMOBILIZED GLUCOSE OXIDASE FROM PENICILLIUM VITALE

The methods of immobilization of glucose oxidase, produced in the Soviet Union and
the stability of the immobilized enzyme have been studied.

The catalytical properties of the soluble and immobilized glucose oxidase have been
investigated electrochemically by making use of oxygen electrode. It was found that

for glucose in the process of oxidation, catalyzed by glucose oxidase from Pen. vitale,
decreases after the immobilization of the enzyme. This must be taken into account while
constructing enzyme electrodes for determining glucose concentration in a solution.
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	Рис. 2. Гсльхроматография глкжозооксидазы на геле Sephacryl S-300. А. Концентрация белка определена спектрофотометрически (А, = 280 нм). Б. Активность глкжозооксидазы определена электрохимически. Стрелками показаны объемы элюирования маркеров; 1 каталаза (232 000), 2 альбумин (67 000), 3 овальбумин (43 000), 4 цитохром (12 300).�〰㌰〰㈰〰㉣〰㌰〰㌲〰㌵〰㌰〰㐶〰㈰〰㘵〰㜲〰㈰〰㘵〰㙦〰㔳〰㜴〰㘶〰㘱〰㜷〰㘵〰㜲〰㐶〰㈰〰㜵〰㙦〰㘴〰㙥〰㜴〰㘱〰㙦〰㘹〰㉥〰㙥〰㙦㐳〰〰㘵㙣㜹㜰㌲㈰㜴㘶㉣㌲㌰㌰㌰㌰㌲㈰㌲㈰㉣㌳㈰㌵㌰㌰㘵㘵㜲㐶㘶㙦㔳㈰㜲㘱㜷㜴㙦㐶㈰㘵㘱㘴㙥㜵㙥㙦㘹㜴㐶〰〰㉥㘵〰㜲〰㔳〰㘵〰㙥〰㘱〰〰〰㜳〰㘵㘵㜲㐶㜳㙥㘱㔳〰㑤〰〰〰㘴〰㘵〰㜵〰㘹㑤〰〰㙤㜵㘹㘴㘵㐶〰〰㙤㙥〰㙦〰㐶〰㜴〰㜲〰㙦〰㘵〰㘷〰㌱〰㈰〰㌰〰㉥〰㍡〰㈰〰㐶〰㈰〰㘵〰㜲〰㈰〰㘵〰㘱〰㔳〰㜳〰㙥〰㍡〰㈰〰㌶〰㈰〰㌱〰㉤〰㉤〰㌲〰㌰〰㌲〰㌵〰㌰〰㙦㐶〰〰㙦㐶㜴㙥㈰㘵㘷㜲㈰㌰㉥㌱㜲㐶㈰㍡㔳㈰㘵㘵㈰㜳㙥㘱㉤㌶㈰㍡㌲㉤㌲㌱〰㌵㌰㌰㜲〰㐶〰㘵〰㘵〰㔳〰㈰〰㙥〰㘱〰〰〰㜳〰㘵㘵㜲㐶㙥㘱㔳㈰㔶〰〰㜳㜲〰㘵〰㘹〰㜳〰㙥〰㙦〰㈴〰㈰〰㘵〰㔲〰㘹〰㜶〰㘹〰㜳〰㙥〰㙦〰㈰〰㍡〰㉥〰㌱〰㌱〰㌶〰㈴〰㈰〰〰〰㈰〰㜳㜲㘵㔶㈰㙥㙦㘹㜶㘵㔲㈴㙦㘹㜳㘹㌱㈰㍡㙥㈰㌱㌶㉥〰〰㈰㈴〰㜲〰㐶〰㘵〰㘵〰㘱〰㔳〰㜳〰㙥㘵㜲㐶〰㙥㘱㔳㘵㔴〰〰㜳㘵〰㘸〰㜵〰㈰〰㘵〰㜳〰㙦〰㈰〰㈰〰㘶〰㘸〰㜴〰㜳〰㘹〰㘶〰㈰〰㙥〰㙦〰㈰〰㜴〰㜳〰㘹〰㘷〰㈰〰㘱〰㜲〰㜴〰㙥〰㘴〰㘵〰㜳〰㈰〰㘲〰㜵〰㘵〰㙡〰㜴〰㘳〰㜴〰㈰〰㈰〰㙦〰㑥〰㐷〰㈰〰㔵〰㘵〰㐷〰㘵〰㙥〰㘱〰㜲〰㈰〰㙣〰㜵〰㔰〰㙣〰㘲〰㘳〰㘹〰㑣〰㈰〰㘳〰㘹〰㙥〰㘵〰㘵〰㜳〰〰〰㉥〰㈰㘵㘸㔴㈰㘵㜳㜵㜴㈰㘶㙦㈰㜳㘹㘸㜴㙥㙦㘶㈰㜳㘹㈰㙥㘱㜲㘷㈰㘴㘵㜴㙡㘲㜵㜳㈰㜴㘳㘵㐷㈰㙦㜴㐷㈰㔵㑥㜲㘵㙥㘵㔰㈰㙣㘱㘹㙣㘲㜵㘹㑣㈰㘳㜳㙥㘵㘳〰〰㉥㘵〰㜴〰㘸〰㜰〰㜴〰㉦〰㍡〰㜷〰㉦〰㜷〰㜷〰㘷〰㉥〰㜵〰㙥〰㙦〰㉥〰㘷〰㜲〰㘳〰㉦〰㜰〰㙦〰㙣〰㜹〰㘶〰㘵〰㉦〰㜴〰㜰〰㘷〰㉥〰㙣〰㜴〰㘸〰㙣〰㙤㜴㜴㘸〰㉦㉦㍡㜰㉥㜷㜷㜷㉥㜵㙥㘷㉦㘷㜲㙦㜹㜰㙦㘳㜴㘶㘵㙣㙣㜰㘷㉦㙤㜴㘸㉥㔴〰〰㙣㘵〰㘸〰㜱〰㈰〰㘹〰㜵〰㙢〰㘳〰㘲〰㈰〰㙦〰㜲〰㙥〰㜷〰㘶〰㈰〰㜸〰㙦〰㙡〰㈰〰㙤〰㜵〰㜳〰㜰〰㙦〰㈰〰㘵〰㜶〰㈰〰㜲〰㘸〰㜴〰㈰〰㘵〰㘱〰㙣〰㜹〰㝡〰㘴〰㈰〰㘷〰㙦〰〰〰㉥〰㈰㘵㘸㔴㘳㘹㜵㜱㜲㘲㈰㙢㈰㙥㜷㙦㈰㜸㙦㘶㜰㙤㜵㙡㜶㙦㈰㜳㜴㈰㜲㘵㙣㈰㘵㘸㈰㜹㝡㘱㉥㘷㙦㘴〰㙥〰〰〰㜶〰㘱〰㘴〰㘱〰㙦〰㙥〰㐴〰〰〰㜶〰㙦〰㙣〰㙦〰㘵〰㙡〰㘱〰㙥〰㙡〰㈰〰㈰〰㘵〰㜰〰㜵〰㜲〰㙦〰㘲〰㘱〰㈰〰㘱〰㈰〰㜶〰㙢〰㜳〰㘱〰㙣〰㜵〰㘴〰㝡〰㈰〰㙣〰㈰〰㘳〰㘹〰㙥〰㘵〰㙦〰㘳〰㐷〰㈰〰㔵〰㑥〰㐷〰㈰〰㙥〰㘵〰㜲〰㘵〰㙣〰㘱〰㔰〰㈰〰㘲〰㜵〰㘹〰㙣〰㈰〰㘳〰㘹〰㑣〰㘵〰㘳〰㜳〰㙥〰㉥〰㘵〰㘸〰〰〰㜴〰㜴〰㍡〰㜰〰㉦〰㉦〰㜷〰㜷〰㉥〰㜷〰㙥〰㘷〰㉥〰㜵〰㜲〰㙦〰㉦〰㘷〰㙦〰㘳〰㜹〰㜰〰㘵〰㙣〰㜴〰㘶〰㘷〰㉦〰㙣〰㜰〰㘸〰㉥〰㙤〰㜴〱〰〰㙣〰㘵〰㘰〰㘹〰㜲〰㈰〰㘶〰㙦〰㘲〰㝡〰㈰〰㈰〰㘱〰㘱〰㜶〰㙦〰㙡〰㜳〰㈰〰㘵〰㜰〰㈰〰㜴〰㜵〰㙢〰㘱〰㘸�㈀　㔀㐀㜀㈀　搀　愀㌀挀㌀　㌀㈀㘀㘀㌀㤀㌀　㌀㈀㘀㘀㌀㠀㌀攀㈀　㔀㐀㘀愀　搀　愀㐀㔀㔀㐀　搀　愀㔀　搀　愀　　㈀　㔀㐀㘀愀　搀　愀ⴀ-鑾ꐀ壜謆좮̇㔀　搀　愀　　㌀㌀㌀　㌀㌀攀㈀　㔀㐀㘀愀　搀　愀㐀㔀㔀㐀　搀　愀㔀　搀　愀　　　搀　愀　　㤀　㌀戀㤀㠀㘀㔀戀㐀㌀戀㤀㠀㘀㔀搀㠀㌀戀〰〰〰́�衾ꌀᡠ넇Ⴉ茇〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰ぢ〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〱〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〰〳〰�　㈀昀　㜀㐀㠀挀㌀昀㔀　㘀㜀㠀　昀㈀昀　㜀戀㠀　愀㈀昀　㜀㠀㠀挀㔀昀㔀　㘀㌀㠀　搀㈀昀　㜀㜀㠀　搀㈀昀　㜀愀㠀挀㘀昀㔀　㘀㜀㠀　戀㈀昀　㜀戀㠀㌀㈀昀　㜀　㠀挀昀㔀　㘀昀㠀㜀㈀昀　㜀㌀㠀㔀㈀昀　㜀搀㠀挀㌀昀㔀　㘀㜀㠀㈀昀　㜀戀㠀㈀昀　㜀㌀㠀挀㜀昀㔀　㘀戀㠀㈀㈀昀　㜀昀㠀㈀㈀昀　㜀㘀㠀挀㐀昀㔀　㘀㜀㠀㜀㈀昀　㜀㜀㠀㌀㈀昀　㜀昀㠀戀戀昀㔀　㘀㜀㠀搀㈀昀　㜀戀㠀愀㈀昀　㜀昀㠀挀㐀昀㔀　㘀昀㠀㈀　㈀昀　㜀㜀㠀愀㈀昀　㜀挀㠀挀㜀昀㔀　㘀昀㠀愀㈀昀　㜀昀㠀昀㈀昀　㜀㔀㠀挀㠀昀㔀　㘀㜀㠀戀㈀昀　㜀戀㠀㤀㈀昀　㜀攀㠀挀㠀
	Рис. 3. Зависимость уоl=/{[s] ‘) для Рис. 4. Зависимость v~l f ([s]-1) для глюкозы. кислорода.�㐀　　㜀　　㐀　　㠀　　　　　㐀　　㘀　　㘀　　㜀　　㜀　　㜀　　㜀　　㈀　　㘀　　　　㐀　　㘀　　㘀　　㈀　　㈀　　㈀　　　　㜀　　　　　昀　　　　　　　　　　　昀　　　　　昀　　　　　㔀　　昀　　　㠀　　　㜀　　　昀　　　　　　　　　　　　　　　㈀　　　　㜀　　　昀　　　　　　　昀　　　昀　　　愀　　　攀　　　㤀　　　攀㠀㈀戀　㠀　㠀㐀　㜀㠀戀昀　㘀　㠀㈀挀　㠀　㠀愀㠀㜀㤀戀昀　㘀愀㠀㈀挀　㠀　㠀戀昀　㘀愀㠀㘀㌀　㠀　㠀　㈀㜀戀昀　㘀㜀㠀㘀㠀　　㔀　　㔀㤀　㠀　㔀㠀㠀㘀㜀　㠀����⨀*⽽琀렮쀆젮缇㌀㌀㌀　㌀㌀㌀㐀㌀㌀㌀㈀����␀$兽琀䢤者ᠧ伇㈀昀　㜀戀㠀㌀昀㈀昀　㜀昀㠀挀搀昀㔀　㘀㌀㠀㌀㤀㈀昀　㜀昀㠀㌀愀㈀昀　㜀㠀搀㠀昀㔀　㘀㜀㠀㌀挀㈀昀　㜀戀㠀㌀挀㈀昀　㜀戀㠀挀戀昀㔀　㘀愀　㤀㜀㌀搀　㘀㈀　愀挀㌀搀　㘀㠀㠀搀㜀昀㔀　㘀㈀　㘀㠀㌀攀　㘀㘀　㜀昀㌀攀　㘀攀㠀搀昀㔀　㘀㜀㠀㐀㈀昀　㜀㌀㠀㐀㔀
	Untitled�����㸄�÷㌄�˷㔄�÷㴄�㠄�˷䀄�÷㸄�÷㈄�÷〄�÷㴄�Ϸ㠄�˷㔄�

	Tables�㜀∀ 䠀倀伀匀㴀∀㤀㤀㔀∀ 嘀倀伀匀㴀∀　㈀㐀∀ 圀䤀
	Untitled����㸄�÷㌄�˷㔄�÷㴄�㠄�˷䀄�÷㸄�÷㈄�÷〄�÷㴄�Ϸ㠄�˷㔄�÷
	Untitled����������〴㑤屵〴㍢屵〴㌸屵〴㍣屵〴㌸屵〴㍤屵〴㌸屵〴㐰屵〴㍥屵〴㌲屵
	Untitled���〴㑤屵〴㍢屵〴㌸屵〴㍣屵〴㌸屵〴㍤屵〴㌸屵〴㐰屵〴㍥屵〴㌲屵〴㌰屵〴㍤屵〴
	Untitled�������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 ÷
	Untitled����㸄�÷㌄�˷㔄�÷㴄�㠄�˷䀄�÷㸄�÷㈄�÷〄�÷㴄�Ϸ㠄�˷㔄�÷
	Untitled�����㸄�÷㌄�˷㔄�÷㴄�㠄�˷䀄�÷㸄�÷㈄�÷〄�÷㴄�Ϸ㠄�˷㔄�
	Untitled�������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 ÷
	Untitled���〴㑤屵〴㍢屵〴㌸屵〴㍣屵〴㌸屵〴㍤屵〴㌸屵〴㐰屵〴㍥屵〴㌲屵〴㌰屵〴㍤屵〴
	Untitled�������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 ÷
	Untitled�������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 ÷
	Untitled������㸄�÷㌄�˷㔄�÷㴄�㠄�˷䀄�÷㸄�÷㈄�÷〄�÷㴄�Ϸ㠄�˷㔄
	Untitled�������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 ÷
	* В скобках указаны экспериментальные величины [lo].�　㜀㌀　　　　㌀　㌀　㌀㘀㌀㔀㌀　㌀　㌀㘀㌀㐀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀㜀㌀㤀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㘀㌀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㌀㠀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㌀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀㐀㘀㘀㌀㜀㌀㘀㘀㌀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀㘀㘀㌀㜀㌀㘀㘀㘀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㌀㜀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㌀㔀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㘀㔀
	Untitled������㸄�÷㌄�˷㔄�÷㴄�㠄�˷䀄�÷㸄�÷㈄�÷〄�÷㴄�Ϸ㠄�˷㔄
	Untitled��������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 
	Untitled����〴㑤屵〴㍢屵〴㌸屵〴㍣屵〴㌸屵〴㍤屵〴㌸屵〴㐰屵〴㍥屵〴㌲屵〴㌰屵〴㍤屵
	Untitled�������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 ÷
	Untitled�������㸄�÷㌄�˷㔄�÷㴄�㠄�˷䀄�÷㸄�÷㈄�÷〄�÷㴄�Ϸ㠄�˷
	Untitled�������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 ÷
	Untitled��������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 
	Untitled�������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 ÷
	Untitled��������礀 ÷氀 ÷栀 ÷愀 ӷ氀 Ƿ漀 ÷最 ÷攀 ÷渀 ÷椀 ۷搀 
	Untitled�������㸄�÷㌄�˷㔄�÷㴄�㠄�˷䀄�÷㸄�÷㈄�÷〄�÷㴄�Ϸ㠄�˷
	* Среднее квадратическое отклонение B—l 48—14 точек,.�　㜀㌀　　　　㌀　㌀　㌀㘀㌀㔀㌀　㌀　㌀㘀㌀㐀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㌀㜀㌀㤀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㘀㌀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㌀㠀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㌀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀㐀㘀㘀㌀㜀㌀㘀㘀㌀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀㘀㘀㌀㜀㌀㘀㘀㘀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㌀㜀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㌀㔀㌀　㌀　㌀㈀㌀　㌀　㌀　㌀　㌀　㘀㘀㌀㜀㌀㘀㘀㔀〴ㄸ∀瑬攀




