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1. [VADAS

Cinkas — gyvybiSkai svarbus mikroelementas, Zzmogaus organizme egzistuojantis kaip
kofaktorius apie 300 fermenty. Zmogaus organizmo lastelése cinkas atlicka daugybe
biocheminiy funkcijy, todél jo stoka ar perteklius pasireiSkia jvairiais sutrikimais. Taigi
diagnozuojant jvairias ligas, svarbu tiksliai nustatyti cinko koncentracija zmogaus organizme, o
norint tai padaryti, reikia taikyti optimaliausig tyrimo metoda. Dazniausiai cinko nustatymui
taikomas laboratorinis tyrimas — cinko koncentracijos nustatymas Zzmogaus kraujo serume
(cinkas kraujyje sujungtas su alfa-2-makroglobulinu, albuminu bei su karbonine anhidraze,
esancia eritrocituose). Tyrimui atlikti yra daugybé metody, Lietuvoje dazniausiai taikomi optinés
analizés metodai.

Siuo metu Vilniaus universiteto Santariskiy kliniky biochemijos laboratorijoje rutiniskai
cinko tyrimai atliekami spektrofometriniu metodu, naudojant Agilent 8453 spektrofotometrg. Be
Sio metodo laboratorijoje yra galimybé taikyti ir kita — atominés absorbcijos spektroskopijos

metoda cinko koncentracijos nustatymui zmogaus kraujo serume.



DARBO TIKSLAS:

Nustatyti optimalias sglygas cinkui identifikuoti bei kickybiSkai nustatyti atominés
absorbcinés spektroskopijos metodu zmogaus kraujo serumo méginiuose. Gautus rezultatus

palyginti su spektrofotomerijos metodu gautais rezultatais.
DARBO UZDAVINIAT:

1. Jsisavinti atominés absorbcinés spektroskopijos metodikg cinko nustatymui zmogaus

kraujo serume;
2. Optimizuoti pasirinkta metodg ir apibendrinti gautus tyrimo rezultatus;

3. Ivertinti abiejy metody tinkamumg cinko nustatymui, palyginant abiem metodais

gautus tyrimo rezutatus.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. CINKO REIKSME ZMOGAUS ORGANIZMUI

Cinko biologijos tyrimus galima suskirstyti j tris fazes: 1) cinkas pripazintas kaip bitinas
ir nepakeiiamas elementas visoms gyvybés formoms, 2) cinkas atrastas kaip fermenty ir kity
baltymy sudedamoji dalis (katalitiné ir strukttriné funkcijos), 3) tiriama cinko jony reikSmé
lastelés homeostazeje [1]. Pirmagjj cinko reikSmés jrodymg pateiké pranciizy botanikas ir
chemikas Jules Raulin 1869 metais, kai jo eksperimentas parod¢, jog grybas Aspergillus niger
negali augti esant cinko trilkumui [2]. Nuo tada, vystantis ir tobulé¢jant tyrimo metodams, atrasta
vis daugiau cinko funkcijy, patvirtinta jo svarba ne tik grybams ar augalams, bet ir Zmogaus
organizmui.

Cinkas — antras po gelezies pagal gausumg mikroelementas Zmogaus organizme. Lastelés
citoplazmoje tai daZniausias katalitinis metalo jonas [3]. Suaugusios moters organizme cinko
atsargos yra apie 1,5 g, tuo tarpu vyro organizme — 2,5 g. Sis kiekis pasiskirstes visuose
audiniuose, beveik visur vidulastelinis [4].

Cinkas yra beveik 300 fermenty kofaktorius [5]. Si biocheminé cinko tyringjimo kryptis
prasidéjo 1939 m., kai buvo nustatyta, jog cinkas ne tik jeina j fermento karboninés anhidrazés
sudétj, bet ir yra bitinas jo biocheminiam aktyvumui [6]. Antrasis cinko atomy turintis fermentas
buvo atrastas pra¢jus 15 mety nuo karboninés anhidrazés atradimo. Tai buvo pankreating
karboksipeptidazé [7]. Véliau analitiniy metody paZanga lémé daugybés cinko fermenty
atradima, tarp kuriy atstovai i§ visy fermenty klasiy: oksidoreduktazés, transferazés, hidrolazés,
liazes, izomerazes ir ligazés [8].

Sios srities vystymuisi didZiule jtaka turéjo Xenopus laevis transkripcijos faktoriaus I11A
stebéjimas. Sis faktorius sudarytas i§ 9 pasikartojanéiy seky, kurios yra i§ cisteino ir histidino
liekany, taip pat i sudét] jeina 9 prijungti cinko atomai [9]. Visa struktiira formuoja mazus
baltyminius domenus, kurie sgveikauja su nukleortig§timis, vizualiai tai atrodo lyg rankos pirstai,
apglébiantys lazda, tod¢l reiskinys tapo zinomas kaip ,,cinko pirstai““. Svarbiausia cinko funkcija
juose yra struktiiring, cinkas palaiko domeno stabilumg [10].

Tam, kad visi cinko fermentai gerai funkcionuoty, Zmogus cinko privalo gauti su maistu.

Ypac juo turtingos yra austrés, taip pat kiautuoti véziagyviai bei mésa. Tuo tarpu augaluose jo
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koncentracijos zymiai mazesnés. Subalansuota visaverté¢ dieta itin svarbi, kadangi tokiuose
produktuose kaip ryziai, kukuriizai, griidinés kultiiros, yra junginio, vadinamo fitatu, kuris
neigiamai veikia cinko absorbcijg [11]. Norint palaikyti normalig organizmo cinko koncentracija
moterims reikty gauti apie 8 mg cinko per diena, o vyrams apie 11 mg per dieng [12].

DidZiausios cinko atsargos Zmogaus organizme yra raumenyse (~60%) ir kauluose
(~30%) [13]. Beveik visas kraujyje esantis cinkas yra sujungtas su baltymais — albuminais bei
alfa-2-makroglobulinu, todél glomeruly filtrate jo labai mazai. Per parg su §lapimu pasalinama
tik ~0,5 mg cinko [14]. ~1 mg per parg netenkama su prakaitu, oda, plaukais, dar 1 mg — su
iSmatomis. Kiekvienos ejakuliacijos metu pasisalina apie 0,5 mg, manoma su prostatos sekretu
[15].

Cinko koncentracija plazmoje yra ~70 — 120 pg/dL (10 — 18,4 pmol/L), i$ Sio kiekio
trecdalis yra sujungtas j kompleksus su alfa-2-makroglobulinu, o likusi dalis — su albuminu. Apie
10 — 20% kraujyje esancio cinko yra plazmoje, likes kiekis sujungtas su karbonine anhidraze,
esancia eritrocituose [16].

Sumazéjus endogeninio ir egzogeninio cinko, organizme vystosi cinko deficitas. D¢l
daugybés biocheminiy cinko funkcijy Zmogaus organizmo lgstelése, jo deficitas pasireiSkia itin
placiu sutrikimy spektru. Sutrikimy sunkumas varijuoja priklausomai nuo deficito dydzio.
Organy sistemos, kurios pazeidziamos triikkstant cinko, apima epidermine, gastrointestinaling,
centring nervy, imuning, skeleto ir reprodukcing sistemas [17].

Klinikiniai sunkaus cinko deficito pozymiai pasireiSkia pacientams, sergantiems
Acrodermatitis enteropathica. Tai reta autosominiu recesyviniu biidu paveldima liga, kuri
pasireiskia dél sutrikusios cinko absorbcijos ir transporto. Simptomai — hiperpigmentuoti odos
pazeidimai, plikimas, augimo sutrikimai, diar¢ja, antrinés infekcijos, letargija, irzlumas,
depresija. Cinko koncentracija serume ar plazmoje yra <40 pg/mL. Oralinis cinko vartojimas
suSvelnina simptomus. Negydant, ligos baigtis letali [18].

Mazesniy cinko deficity kliniké iSraiSka ne tokia ryski, bet jie populiacijose labiau
paplite. Su Siais sutrikimais susij¢ pazeidimai:

e Augimo ir vystymosi. Vienas i§ daugiausiai tirty cinko deficito pazeidimy yra
fizinis augimo ir vystymosi sutrikimas [19]. Taciau pats mechanizmas iki Siol
lieka ne iki galo suprastas. Ryskiausi sutrikimai pasireiskia intensyvaus augimo

metu — néStumo, kiidikystés, brendimo — kai cinko poreikis yra didziausias [20].



e Infekcijy rizika:

o Diaréja. RySys tarp diar¢jos ir cinko triikumo manoma yra imunings
sistemos pazeidimas ir zarnyno gleivinés lgsteliy transporto mechanizmy
sutrikimas [21].

o Pneumonija. Tyrimai parodé, jog vaikai, papildomai vartojantys cinko
preparatus, statiSkai patikimai maziau serga pneumonija besivystanciose
Salyse [22].

o Maliarija. Remiantis atliktais tyrimais, maliarijos sergamumas taip pat gali
buti mazinamas vartojant cinko preparatus. Taciau tam patvirtinti

reikalingos tolesnés studijos [23].

Cinko perteklius Zmogaus organizme pasitaiko retai. ]kvépus cinko oksido gary
pasireiSkia metalo gary karStiné. Simptomai panasiis | gripo - nuovargis, Saltkrétis, raumeny

skausmai, kosulys, dusulys, leukocitoze, troskulys, metalo skonis [24].

2.2.CINKO TYRIMO METODAI

2.2.1. SPEKTROFOTOMETRINIAI TYRIMO METODAI

Spektrofotometrija — tai Kiekybinis tyrimo metodas, paremtas medziagos savybe
atspindéti ar praleisti tam tikro ilgio Sviesos bangas [25]. Kiekybinés analizés pagrindg sudaro
Bugerio, Lamberto ir Bero désnis. Jei elektromagnetiné spinduliuoté sugeriama pagal §j désnj, tai
optinis tankis tiesiogiai proporcingas $viesg sugerianc¢iy molekuliy koncentracijai méginyje [26].
Dazniausiai absorbcija matuojama leidziant Sviesos spindul; per nustatomos medZziagos tirpalu
uzpildyta indg (kiuvetg) ir matuojant praéjusios Sviesos intensyvumga. Bitina sglyga — nustatomas
junginys turi absorbuoti to bangos ilgio $viesa, kuri naudojama matavimams. Norint pasiekti gerg
metodo jautrj, metaly jonai paprastai yra suriSami j spalvotus kompleksinius junginius, naudojant
kompleksadarius junginius. Cinkas daugeliu atvejy nustatomas, sudarant spalvotus cinko
chelatinius kompleksinius junginius (chelatus) [27].

Paprastas ir itin jautrus spektrofotometrinis metodas — cinkas sudaro junginj su 5,7-
dibrom-8-dihidroksichinolinu (DBHQ). DBHQ reakcija su cinku vyksta Siek tiek rugstingje
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aplinkoje (0.000001-0.000007 M H2S04) ir sudaro $velniai geltonos spalvos chelatg, kurio
absorbcijos maksimumas — 391 nm. Reakcija momentiné, absorbcija iSlieka stabili 24 valandas.
Lyginant su kitais metodais, §io tiesioginio metodo privalumai — jautrumas, atrankumas,
paprastumas, greitis, termostabilumas, glaudumas, tikslumas, maza interferencija Tyrimo, atlikto
Siuo metodu, rezultatai sutapo su AAS metodo rezultatais [28].

Kitas jautrus, vandenyje tirpus junginys, sudarantis chelatus su cinku yra 2-(5-bromo-2-
piridilazo)-5-(N-propil-N-sulfopropilamino)-fenolas (5-Br-PAPS). Tyrimui atlikti reikalinga tik
0,3 ml serumo. Palyginus rezultatus tarp Sio ir AAS metody buvo gauta gera koreliacija (r = 0,98,
p < 0,05). Lyginant metoda su kitais kolorimetriniais metodais, Sis nereikalauja kaitinimo,
ekstrakcijos organiniais tirpikliais ar maskavimo cianidu [29].

Spektrofotometrijos buidu galima iSmatuoti ir kolorimetring reakcijg tarp cinko ir 4-(2-
piridilazo) rezorcinolio. Sis metodas sudétingesnis — pirmiausia naudojamas guanidino
hidrochloridas, kuris i§laisvna cinkg i§ jo junginiy su baltymais, toliau laisvas metalas sudaro
kompleksa su cianidu. Chloro hidratas demaskuoja minétus kompleksus, véliau vykdoma
kolorimetriné reakcija su 4-(2-piridilazo) rezorcinoliu. Tai gana jautrus, vandenyje tirpus
ligandas, jo komplekso su cinku absorbcijos maksimumas 497 nm. Pagrindinis metodo trikumas,
be sudétingumo ir pavojaus operatoriui, yra tas, kad Sis ligandas néra specifinis cinkui, todeél
bitina pasalinti kity metaly jony interferencija [30].

Dar vienas jautrus reagentas, pasiiilytas cinko tyrimams — bis-[2,6-(2’-hidroksi-4’sulfo-
1’-naftilazo)] piridino dinatrio druksa (HSNP). Pastaroji naudojama tirti cinkg pacienty kraujo
serume. HSNP su cinku suformuoja violetinés spalvos kompleksa, kurio sugerties maksimumas
— 565 nm. Sis metodas sékmingai taikomas cinko nustatymui kraujo méginiuose. Jo privalumai-
patikimumas, maza interferencija, selektyvumas, paprastumas, mazos laiko sgnaudos. Metodas
gali biiti pritaikytas metaly tyrimams ir kitoje biologin¢je medziagoje [31].

Dar galima paminéti tokj reagenta kaip Zincon (2- karboksi- 2’-hidroksi- 5°’-
sulfoformazilbenzenas), [32] tafiau visgi vienas populiariausiy junginiy Siuolaikiniuose

komerciniuose cinko nustatymo biologinése matricose yra 5-Br-PAPS [26].

2.2.2. ATOMINE ABSORBCINE SPEKTROSKOPIJA



Atominé absorbciné spektroskopija (AAS) — tai tyrimo metodas, naudojamas
kiekybiniam cheminiy elementy jvertinimui, pasitelkiant laisvy atomy, esanciy dujinéje
biisenoje, Sviesos sugertj [33]. Tai itin jautrus metodas, méginyje elemento koncentracija galintis

nustatyti milijjardinémis gramo dalimis [34].

19 amziaus antrojoje puséje atominé absorbciné spektroskopija buvo pirmg kartg
panaudota kaip analitinis metodas, o pagrindinius jo principus nustaté Vokietijos Heidelbergo

universiteto profesoriai Robert Wilhelm Bunsen ir Gustav Robert Kirchhoff [35].

Atominés absorbcijos pagrindas - Sviesos sugertis; atomas, esantis nesuzadintoje
busenoje, sugeria tam tikro ilgio bangos energija ir pereina j suzadinta biiseng. Kuo daugiau
atomy yra Sviesos kelyje, tuo daugiau Sviesos sugeriama. Matuojant absorbuotos $viesos dalj,
galima kiekybiskai iSmatuoti analit¢ meéginyje. Naudojant specialius Sviesos Saltinius ir
pasirinkus tinkamg bangos ilgi galima tiksliai nustatyti individualiy elementy koncentracija

méginyje [36].

Elementy koncentracijoms nustatyti nezinomuose méginiuose pagal absorbuotos §viesos

kiekj naudojami zinomy koncentracijy etalonai.
Metodas naudojamas daugelyje sriciy:

e Kilinikiné analizé — biologiniuose skysciuose, tokiuose kaip kraujas ar Slapimas,
tiriami metalai.

e Aplinkos analizé - nustatinéjamos elementy koncentracijos vandens telkiniy
vandenyje, geriamajame vandenyje, ore, skystame kure, gérimuose (vynas, alus,
vaisvandeniai).

e Farmacija.

e Pramong¢. [37]

Atominé absorbciné spektroskopija — labai specifinis metodas, kuriam interferencija néra
itin biidinga. Taciau esamg interferencija galima suskirtstyti j SeSias kategorijas — cheminé
interferencija, jonizacijos interferencija, terpés interfenecija, emisiné interferencija, spektriné
interferencija ir fonin¢ absorbcija. Kadangi visi interferencijy tipai yra zinomi ir tiksliai

apibudinti, néra sudétinga jas eliminuoti ar kompensuoti.



Pati dazniausia yra cheminé interferencija. Jei analizuojamame méginyje yra termiskai
stabiliy komponenty, sujungty su analite, ir jie néra visiskai atskiriami liepsnos energijos, tokiu
atveju atsiranda cheminé interferencija. Rezultatas — sumazéja atomy, galinciy absorbuoti $viesa,

kiekis.

Jonizuojanti interferencija atsiranda tada, kai liepsnos temperatiira turi pakankamai
energijos tam, kad paSalinty elektrong, ir taip atomas virsta jonu. Kai §is procesas sumazina

nesuzadintos blisenos atomy, atominé absorbcija sumazéja.

Terpés interferencija gali ir supresuoti ir padidinti analités signalg. Si interferencija
atsiranda tada, kai méginio ir etalono tirpalo fizinés savybés Zymiai skiriasi (pvz klampa,
pavir$iaus jtempimas). Taip gali nutikti tuo atveju, jei méginyje yra didelé istirpusiy drusky ar
rugsties koncentracija, kai méginyje ir etalono tirpale yra skirtingi tirpikliai, arba kai radikaliai

skiriasi méginio ir etalono tirpalo temperattiros.

Kalbant apie foning absorbcija, ja gali lemti dvi prieZastys — Sviesos iSsklaidymas dél

liepsnoje esanciy daleliy ir matricoje esanciy nedisocijavusiy molekuliy Sviesos absorbcijos.

Standartinés atominés absorbcijos salygos tiriant cinkg - bangos ilgis — 213,9 nm;

Rekomenduojama liepsna — oro-acetileno, oksiduojanti [36].

Pirma karta cinko tyrimas atominés absorbcinés spektroskopijos metodu buvo paskelbtas
1965m. [38]. ApraSytas paprastas meéginio paruoSimas — serumas skiedziamas distiliuotu
vandeniu 10 karty, tuo tarpu naudota aparatiira buvo sudétinga ir vienetin¢. Kitais metais Prasad
su bendraautoriais [39] aprasé metoda, kuris buvo skirtas komercinei jrangai. RuoSiant méginj,
plazma buvo deproteinizuojama ir du kartus ekstrahuojama trichloracto riigstimi. Dauguma kity
metody, skirty cinko nustatymui serume ar plazmoje atomine absorbcine spektroskopija, buvo

paremti jvairiu méginio skiedimu arba skiedimu ir deproteinizacija trichloracto riig§timi [40].

Ruosiant méginj tyrimui buvo pastebéta, kad skiedziant méginj 20 karty ir daugiau,
Zymiai sumazgja tyrimo jautrumas ir tikslumas [41]. Aptikta netikslumy ir vykdant tyrimg su 4
kartus ar maziau skiestu méginiu — skiriasi méginio ir etaloninio tirpalo aspiracijos greiciai,
kokybe blogina j liepsng patekusios kietos dalelés, tyrimui reikalingas itin didelis méginio kiekis

[42]. Neskiestas serumas ar skiestas tik du kartus gali biiti analizuojamas tik tada, kai aspiratorius
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pritaikytas taip, kad méginio ir etaloninio tirpalo aspiracijos grei¢iai nesiskirty [43] arba etalono

tirpalo klampumas turi biiti padidinamas pridedant dekstrany ar baltymy [44].

Klinikinése laboratorijose atominé absorbciné spektroskopija cinkui nustatyti
vertinama dél specifiSkumo, jautrumo, tikslumo, paprastumo ir palyginus mazos kainos. Prie$
atsirandant AAS degikliy galvutéms, pritaikytoms méginiams su kietomis dalelémis matricoje,
norint paruosti méginj, plazmg reikéjo nusodinti ir ekstrahuoti. Tai buvo nepatogu ir uzémé daug
laiko. Todél dabar pirmenybé teigiama tiesioginiam matavimo metodui [45].

1965 m. Sprague ir Slavin [46] pasiilé tiesiogini AAS metoda, skirta cinko
nustatymui serume — méginys buvo ruoSiamas serumg skiedziant vandeniu lygiomis dalimis.
Tyrimo tikslumas buvo mazas, reikéjo modifikuoti degiklio galvute, norint i$vengti kim§imosi.
Dar vienas minusas buvo tas, jog etalono tirpalai buvo ruoSiami su vandeniu, ir nebuvo pritaikyti
klampumo skirtumui tarp méginio ir etalono. 1969 m. Hackley ir kiti [47] apras¢ AAS metoda
cinkui plazmoje nustatyti, kur méginys buvo skiedziamas dejonizuotu vandeniu. Etalono tirpalus
jie ruosé dekstrano tirpale (30g/1) tam, kad etalono ir plazmos klampa nesiskirty. Po §io tyrimo
buvo padaryta i§vada — norint i$vengti analiziniy klaidy, etalono tirpalo ir méginio klampumai
turi buti panaSus. Taip pat Reinhold ir kiti [48] patvirtino, jog méginio aspiracijos greit] lemia
kapiliarinis vamzdelis, kuriuo méginys aspiruojamas, ir pasitilé¢ mintj, kad taip yra dél klampumo
skirtumy. Jie teige, jog siekiant tyrimo tikslumo, serumas turi buti skiedziamas bent tris kartus.

Norint sumazinti klaidas dél kimSimosi, jony interferencijos ir klampumo tarp
meéginio ir etalono tirpaly skirtumy, kai kurie autoriai siilo skiesti mégin; 20 karty [49]. Toks
didelis skiedimas silpnina signala, todél reikalingi stiprinantys agentai — nitritiné rtigstis ar n-
butanolis. Itin daug praskiedus méginj, gali atsirasti pipetavimo klaidy. Optimalus skiedimas yra
toks, kai nesikemsa kapiliaras ir degiklio galvute, ir gaunamas pakankamai stiprus signalas.

James R. Kelson ir kiti [50] palygino du cinko nustatymo atomine absorbcine
spektroskopija metodus — pirmajame serumg skiedé vandeniu 10 karty, antrajame 1 mL serumo
buvo sumaisyta su 3 mL 67 g/L trichloracto ragsties tirpalu, centrifuguojama 20 min, paimtas ir
analizuotas supernatantas. Abiems metodams buvo naudojamas etalono tirpalas (100 mg cinko

iStirpinta 4 mL koncentruotos HCl ir praskiestas 1 L dejonizuoto distiliuoto vandens).

Buvo jvertintas tiesiSkumas, tikslumas ir pakartojamumas. Kalibracijos pobudis

skiestam méginiui buvo tiesinis, o trichloracto metodui esant didelei analités koncentracijai —
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uzfiksuoti nukrypimai nuo tiesés. Koreliacija tarp dviejy metody buvo beveik tiesiné, bet
trichloracto riigSties metodas parodé¢ didesnius kiekvieno méginio rezultatus (vidutinis skirtumas
91 + 28 pg/L). Toks rezultaty skirtumas buvo aisSkinamas tiirio poky¢iais, kuriuos gali sukelti
baltymy nusodinimas: baltymo denattracija ir nusédimas aiSkiai padidins bet kurio kito
neiskritusio | nuosédas serumo komponento koncentracija. Baltymy nusodinimas 10 karty
skiestame méginyje gali veikti tirio poky¢ius nuo 2 iki 4 %. Trichloracto rigsties metode
skiedziama tik 4 kartus, todél tario pokytis gali buti 2,5 karto didesnis. Taip pat manoma, kad
skiedimo metodu gal¢jo biiti gauti mazesni rezultatai dél skirtingy aspiracijos grei¢iy tarp
meéginio, kuriame yra baltymy, ir etalono tirpalo, kurio sudétyje baltymy néra. Sis netikslumas
neturéty biiti zymus skiedZiant méginj 10 karty, taciau tai gali priklausyti ir nuo prietaiso [51].

AAS taip pat naudojama cinko kiekiui insulino-cinko heksameruose nustatyti [52].
Cinkas svarbus visose insulino metabolizmo stadijose, nuo produkcijos, sekrecijos, iki
utilizavimo ir kaupimo. Cinkas saugo kasos beta lasteles nuo sunaikinimo, o jo triikumas
paveikia lasteliy geb¢jima produkuoti ir sekretuoti insuling. Gliukozés koncentracija kraujyje
padidéja, jei kasa neprodukuoja ar nesekretuoja pakankamai insulino. Sumazéjusi cinko
koncentracija organizme veikia jo jautruma insulinui — insulino receptoriai, esantys ant beta
lasteliy, yra inhibuojami [53].

Be AAS cinkui insulino-cinko heksameruose nustatyti naudojami ir Kiti metodai —
kolorimetrinis, neutrony aktyvacijos analiz¢, poliarografija, rentgeno fluorescencija, emisiné
spektroskopija, fluorometrija. Biitent atominei absorbcinei spektroskopijai pirmenybé teikiama
del metodo specifiSkumo, jautrumo, tikslumo ir salyginai maZos kainos [54]. Optimizavus
spektroskopines salygas etaloniniai tirpalai ir méginys aspiruojami j liepsng ir fiksuojamos
spektrogramos, absorbcija matuojama 213,9 nm, naudojama cinko tusciavidurio katodo lempa,
oro-acetileno liepsna (degaly padavimo greitis 1600 mL/min). Gauti duomenys parodé¢, kad AAS
metodas yra tikslus, stabilus ir rodo puiky tiesiskumg bei glaudumg. Naudotas tiesioginio
skiedimo metodas reikalauja maZiau nei 2 min méginio paruoSimui. Metodas pigus ir gali biiti

naudojamas bet kurioj laboratorijoje. [52].

2.2.3. ATOMINE EMISINE SPEKTROSKOPIJA
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Metodo principas: méginys paduodamas j termiskai auksStos energijos aplinkg tam, kad
atomai pereity j suzadintg biiseng. Tokia aplinka sukuriama naudojant liepsng arba plazma.
Kadangi suzadintas atomas yra nestabilios biisenos, jis spontaniSkai grjZta j normalig biisena, ir
tuo metu iSspinduliuoja Sviesg. Elemento emisinis spektras susideda i§ emisiniy spinduliy
rinkinio, vadinamo emisinémis linijjomis. Tokiy linijy intensyvumas did¢ja, kai daugéja
suzadinty atomy skaicius.

Yra keletas esminiy skirtumy tarp emisinés ir absorbcinés spektroskopijos. Naudojant
atomin¢ emisija, liepsna tarnauja dviem tikslams: ji konvertuoja méginj j atomizuotus garus ir
tada atomus termiskai perkelia j suzading biisena. Sie atomai, grjzdami j normalig biisena,
i$skiria Sviesa, kurig fiksuoja instrumentas. ISskirtos Sviesos intensyvumas susij¢s su elemento
koncentracija méginyje. Atominéje absorbcijoje vienintelé liepsnos funkcija yra paversti méginj j
atomizuotus garus, kurie gali absorbuoti Sviesg 1§ $viesos Saltinio (tus¢iavidurio katodo lempa ar
beelektrodé iSkrovos lempa) [36].

Nors atominé ir emisiné spektroskopija yra vienas kitg papildantys metodai, kiekvienas
turi savo privalumy ir trikumy. Emisinei spektrometrijai biidinga mazZesné tarpelementiné
interferencija, kadangi naudojama aukS$tesné temperatiira. Taip pat emisinis spektras gali biiti
gaunamas vienu kartu suZadinant atomus ir tuo pat metu gali biiti fiksuojami keli elementai.
Emisinés spektometrijos multielementinei analizei reikalingas labai maZzas méginio kiekis.
Naudojant plazma, emisine spektrometrija gali biiti nustatomi ir nemetalai. Tuo tarpu atominei

absorbcinei spektrometrijai reikalingi prietaisai pigesni, o tyrimo procediira paprastesné [55].

2.2.4. INDUKTYVIAI SURISTOS PLAZMOS MASIU SPEKTROMETRIJA

Induktyviai suristos plazmos masiy spektrometrija — tai metodas, kuriuo galima nustatyti
itin mazas metaly ir keleto nemetaly koncentracijas. Tai pasiekiama meéginj jonizuojant
induktyviai suriSta plazma ir po to naudojant masiy spektrometra jony kiekio atskyrimui ir
jvertinimui. Lyginant metodg su atominés absorbcijos metodu, Sis yra greitesnis, tikslesnis ir

jautresnis. Taciau palyginus su kity tipy masiy spektrometrija (pvz terminés jonizacijos masiy
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spektrometrija), induktyviai suriStos plazmos masiy spektrometrijai budinga didesné
interferencija [56]. Induktyviai suriStos plazmos masiy spektrometrija sujungia aukstos
temperatiiros induktyviai suriStos plazmos Saltinj ir masiy spektrometrg. Induktyviai suristos
plazmos Saltinis méginyje esancius elemento atomus pavercia | jonus, kurie atskiriami ir

nustatomi masiy spektrometre [57].

Méginj galima paruosti jvairiai, vienas i§ tokiy metody — serumas ar plazma turi buti
filtruojami ir praskiedziami ieSkomo elemento etalono tirpalu santykiu 1:9. Taip paruostoje
plazmoje ar serume galima tirti ne tik cinko, bet ir seleno bei vario koncentracijas [58]. Kitas,
paprastesnis méginio paruoSimo biidas — tiriamaja medZziagg praskiesti nitritine rigstimi. Tokiu
nesudétingu méginio paruoSimu siekiama iSvengti uzterSimo ir interferencijos. Méginj reikia
skiesti tam, kad i§vengtume staigaus, taip vadinamo, ,,deglo uzblokavimo. [59]. ,,Deglas“ — tai
kvarco struktira, pro kurig teka argono dujos, kurios véliau, veikiant elektros srovei, virsta

plazma, o pastaroji jonizuoja méginyje esancius atomus [60].

Tai greitas, multielementinis metodas, jo produktuvymus gali biiti prilygintas induktyviai
suriStos plazmos atominei emisinei spektrometrijai, taciau elementy aptikimo galimybés Zymiai

mazesnés [57].

2.2.5. INDUKTYVIAI SURISTOS PLAZMOS ATOMINE EMISINE
SPEKTROMETRIJA

Metodas dar kitaip vadinamas optine emisine spektrometrija. Kaip ir induktyviai suri§tos
plazmos masiy spektrometrijoje, ¢ia taip pat naudojama induktyviai suriSta plazma atomy
jonizavimui, tafiau antras metodo etapas skiriasi — suzadinti atomai ir jonai iSskiria
elektromagnetine spinduliuote, kurios bangy ilgis yra specifinis kiekvienam elementui, jis
fiksuojamas ir taip identifikuojama dominanti analité. Emisijos intensyvumas koreliuoja su
elemento koncentracija méginyje [61].

Sis metodas néra toks jautrus kaip induktyviai suri§tos plazmos masiy spektrometrija,
taciau jis zymiai tolerantiSkesnis sunkioms méginiy matricoms. Méginiui patenkus j induktyviai
suristos plazmos prietaisg, daugybé fiziniy parametry ir cheminiy reakcijy lemia emisinj signala,

tod¢l tiek meginio charakteristikos, tiek pacio prietaiso nustatymai vaidina svarby vaidmen;j
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tyrime [62, 63]. Klampumas, pavirSiaus jtempimas, sudétis, elemento koncentracija,
homogeniskumas, suspenduoty daleliy kiekis — visos §ios méginio savybés savaip veikia emisinj

signalg [64].

Méginj tyrimui galima paruosti keliais budais — méginj galima skiesti distiliuotu
vandeniu santykiu 1:10, arba méginys gali buti skiedziamas sieros riig§timi: 1 ml sieros riigsties
sumaiSoma su 1 g serumo miSinys 3 val Sildomas vandens vonioje, véliau atSaldomas ir
praskiedziamas distiliuotu vandeniu iki 10 g. Siems biidams daZniausiai pasitaikandios
sisteminés klaidos ir interferencijos: cheminé interferencija, matricos efektas, interferencijos,
Susijusios su méginio padavimu j plazmos liepsng. Didelj pranasuma Sis metodas turi esant

poreikiui tuo paciu metu nustatyti ne viena, o visg grupe elementy [65].

2.2.6. CHROMATOGRAFINIAI METODAI

Tai dar viena metody grupé, kuri naudojama meéginio komponenty ar anali¢iy atskyrimui,
Stuo atveju jvairiy mikroelementy. Tam reikalingos dvi fazés — mobili ir stacionari. Mobili faze
gali bti skysta arba dujiné, tuo tarpu stacionari — kieta arba skysta [66]. Mus dominanti analité
keliauja kartu su mobilia faze per stacionarig faze, kur vyksta adsorbcijos procesas, o véliau
analit¢ iSplaunama ir detektuojama. Metaly jony nustatymui paprastai naudojama skysciy
chromatografijos rtsis — jony mainy chromatografija [27]. Jony mainy chromatografija — tai
metodas, pagristas sgveika tarp prieSingus kriivius turinciy molekuliy [67]. Jony mainy
chromatografija daZnai naudojama nustatyti cinko ir wvario kiekji kraujo plazmoje

dializuojamiems ir kitiems pacientams [68].

Laboratorijose metodas naudojamas dé¢l greitumo, jautrumo, tikslumo, paprastumo, taip
pat gali biiti naudojamas diagnozuojant velyvas vézio stadijas virSkinamajame trakte [69].
Méginiui judant per jony mainy kolonélg, metaly judrumas priklauso nuo afiniskumo ligandui.
Stiprus metalokompleksinis kolorimetrinis reagentas jmaiSomas ] eliuentg. Metalai detektuojami
matomos Sviesos bangomis naudojant absorbcijos detektoriy. Norint atskirti skirtingus metalus,

tai galima padaryti keiciant eliuenta [70].
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3. TYRIMO METODAI IR APIMTIS

Tyrimo metu zmogaus kraujo serume buvo tiriama cinko koncentracija. I§ viso buvo
istirti 108 méginiai. Tyrimas pradétas 2015 mety sausj, baigtas 2016 mety balandj. Méginiai
buvo tirti Vilniaus universiteto Santariskiy kliniky Laboratorinés medicinos centro Biochemijos
laboratorijoje. Cinko koncentracija zmogaus kraujo serume buvo tiriama dviem metodais —
kolorimetriniu, nadojant spektrofotometra, bei atominés absorbcinés spektroskopijos metodu.
Rutiniskai méginiai buvo tiriami laboratorijoje kolorimetriniu metodu, véliau serumas buvo
uzSaldomas Saldiklyje, ir atSildytas tiriamas atominiu absorbciniu spektrofotometru. Abu metodai

detaliau aprosomi toliau.

3.1. KOLORIMETRINIS METODAS
Principas

Tiriamajame méginyje esantis cinkas sudaro chelata su 5-Br-PAPS 2-(5-bromo-2-
piridilazo)-5-(N-propil-N-sulfopropilamino)-fenoliu, esanciu reagente. Susiformaves kompleksas

matuojamas 560 nm ilgio bangomis.
Méginiai
Atliktame tyrime naudota tiriamoji medziaga buvo zmogaus kraujo serumas. I§ viso iStirti

ir tyrimui naudoti 108 méginiai. Siuo metodu taip pat gali biti tiriami kraujo plazma ir §lapimas.

Tiriant kraujo plazma, mégintuvéliy su EDTA naudoti negalima.

Reagentai

e R1 - Deproteinizuojantis tirpalas (trichloracto riigstis 370 mmol/L);

e R2a — spalvinis reagentas A pH 9,75 (natrio riigStusis karbonatas 200 mmol/l, trinatrio
citratas 170 mmol/l, dimetilglioksimas 4 mmol/l, 5-Br-PAPS 0,08 mmol/l, Triton-X 100);

e R2b - spalvinis reagentas B pH 3,0 (salicilaldoksinas 29 mmol/l);

e Etalono tirpalas (koncentracija specifiné partijos Nr.)- 1 tasko kalibracijai;
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Darbinio reagento R2 paruo$imas

Spalvinis reagentas A buvo sumaiSytas su spalviniu reagentu B santykiu 4:1 (paruostas
reagentas stabilus ilicka 2 dienas, jei laikomas +15°C - +25°C, arba vieng savaite, jei laikomas

+2°C - +8°C temperatiiroje).

Reikia atkreipti démesj, kad guminis komercinio kontrolinio serumo dangtelis ar
mégintuvélio dangtelis gali lemti uzterSimag cinku. Svarbu gerai sumaiSyti meégini po

deproteinizuojancio reagento jdéjimo.

1. Deproteinizacija
e 500 pl dejonizuoto H,O buvo sumaisyta su 500 ul 370 mmol/l koncentracijos
trichloracto ragsties (R1).
e 500 ul etalono tirpalo buvo sumaisyta su 500 ul 370 mmol/l koncentracijos
trichloracto ragsties (R1).
e 500 ul 370 mmol/l koncentracijos trichloracto ragsties (R1) buvo sumaisyta su
500 pl tiriamo serumo ir centrifuguojama 10 minuciy 10000 g iScentrine jéga.
Gautas supernatantas buvo iStirtas ne véliau nei per 2 valandas nuo
centrifugavimo.
2. Cinko tyrimas
e 500 pl supernatanto buvo sumaisyta su 2,5 ml darbinio reagento (R2).
e Gautas tirpalas buvo inkubuojamas 5 minutes +25°C temperatiiroje.
e Spektrofotometru matuojama etalono tirpalo (Actaiono), Meginio (Ameginio) IF
vandens absorbcija. Matuojama ne véliau kaip 60 minuéiy po spalvinio reagento
ir méginio sumaiSymo. Matuojama 560 nm ilgio Sviesos bangomis, $viesos kelias

(kiuvetes storis) — 1 cm.

Kiekvieno méginio koncentracija buvo matuojama po vieng kartg. Po tyrimo likes
serumas buvo dedamas ] Saldiklj, Saldomas —80°C laipsniy temperatiiroje, ir véliau tiriamas

atomineés absorbcinés spektroskopijos metodu.

Kokybés kontrolei naudotas ,,Randox Assayed Multisera™ 3 lygio kontrolinis serumas su

zinoma Zn koncentracija. Kokybés kontrol¢ atlikta pries kiekvieng méginiy serija.
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Laboratoriniai prietaisai

Tyrimui naudotas spektrofotometras - Agilent 8453 spektrofotometras (Agilent, JAV) (2
pav.).

Spektrofotometro lempos: UV bangos ilgio spindulius generuoja deuterio lempa (1 pav.
2) su spindulio is¢jimo anga. Lempa gali skleisti bangas nuo 190 nm iki 800 nm. Matomojo
spektro bangoms skleisti spektrofotometre taip pat yra volframo lempa (1 pav. 1). Pastaroji

generuoja 370 — 1100 nm ilgio bangas.

Pirminiai lesiai (1 pav. 3) priima Sviesg i§ abiejy lempy ir nukreipia Sviesos bangas

lygiagrecia kryptim. Nukreipti spinduliai pereina per méginj, esant] méginiy srityje.

Uzraktas (1 pav. 4) yra elekromechaniskai suzadintas. Jam atsidarius, Sviesa gali praeiti
per méginj. Tarp skirtingy meéginiy matavimy uzraktas uzsidaro, taip méginys apsaugomas nuo

pasalinio $viesos poveikio.

Spektrofotometras turi atvirg méginiy kamerg. Dél optinio dizaino, dangtis $iai kamerai

néra reikalingas. Méginiy kameroje yra vienos celés laikiklis.

Spektrografo korpusas yra keramikinis tam, kad sumazinty terminius efektus. Jo
pagrindiniai komponentai yra leSiai (1 pav. 6), plySys (1 pav. 7), gardelé (1 pav. 8) ir foto diodo
rinkinys (1 pav. 9). Spektrografo lesiai yra sumontuoti ant spektrografo korpuso. Jie refokusuoja
Sviesos srautg, praéjusj pro méginj. PlySys tai nedideléje ploksteléje esanti 1 mm plocio anga. Ji
yra tokio paties dydzio, kaip ir vienas 1§ foto diody, esanc¢iy foto diody rinkinyje. Limituodama
ateinancios Sviesos spindulj, ji uztikrina, kad kiekvienas spinduliy pluostas bty projektuojamas }
tinkama fotodioda. Dispersijos ir spektrinio vaizdavimo kombinacija gaunama naudojant jgaubta
holografing gardele. Gardelé iSsklaido Sviesg and fotodiody rinkinio. Fotodiody rinkinys yra

spektrografo “Sirdis”. Tai 1024 individualiy fotodiody ir kontroliniy schemy, esanciy ant

puslaidininkio lusto, sistema.

Norint gauti geriausius rezultatus Siuo spektrofotometru, buvo naudojama kvarco
kiuveté, vengiama pirSty atspaudy ar kitokiy démiy ant kiuvetés sienel€s, tirpalai, esantys

kiuvetéje, buvo be nuosédy, tirpalai ir kiuvetés sienelés buvo be burbuly, trumpas laiko
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intervalas tarp tus¢io ir méginio su analite matavimy, matuojant tus¢ig méginj ir méginj su

analite kiuvetés padétis buvo tokia pati.

9

1 pav. Optiné spektrofotometro sistema. 1 — volframo lempa; 2 — deuterio lempa; 3 — pirminis
lesis; 4 — uzraktas; 5 — kiuveté; 6 — spektrografo l¢sis; 7 — plysys; 8 — gardelé; 9 — foto diody

rinkinys;

2 pav. Agilent 8453 spektrofotometras, naudotas tyrimui



3.2.ATOMINES ABSORBCINES SPEKTROSKOPIJOS METODAS

Méginio paruoSimas

Tiriamoji medziaga (serumas) buvo iSiimama i§ $aldiklio, kuriame buvo Saldoma -80°C
temperatiroje, atSildoma kambario temperatiiroje, véliau skiedziama dejonizuotu vandeniu

santykiu 1:10.

Etalono tirpalo paruo$imas

Etaloniniai zinomy koncentracijy tirpalai ruoSiami naudojant Cinko atominés absorbcijos

etalong (Agilent Technologies, 1,000 mg/l 3% nitritinés rugsties, partijos Nr. 4308063).

Atominés absorbcijos darbinés salygos

e Lempos srove —5 mA
e Kauras — acetilenas
e Liepsnos stoichiometrija — oksiduojanti

o Sviesos bangos ilgis — 213,9 nm

Cinko koncentracijos matavimas

Tyrimui paruo$ti méginiai buvo tiriami serijomis po tris. Kadangi cinko koncentracija
méginiuose buvo pamatuota kolorimetriniu metodu, ji buvo Zinoma, todél etaloniniy tirpaly
koncentracijos parenkamos taip, kad méginiy koncentracijos tilpty j intervalg tarp maZesnés
koncentracijos etaloninio tirpalo ir tarp didesnés koncentracijos etaloninio tripalo koncentracijy
(pvz. méginiy koncentracijos — 0,097 mg/l, 0,179mg/l, 0,133mg/l, tada etaloniniy tirpaly
koncentracijos 0,05mg/l ir 0,2mg/l). Pirmiausia matuojama mazesnés koncentracijos etalono
tirpalo absorbcija, po jos matuojama trijy pasirinkty méginiy absorbcija, véliau matuojama
didesnés koncentracijos etalono tirpalo absorbcija. Visa procediira kartojama tris kartus. IS gauty
duomeny, pamatavus dviejy koncentracijy etalono tirpaly absorbcijg, bréziama kalibraciné
kreive, gaunama lygtis, pagal kurig apskai¢iuojama tiriamy méginiy cinko koncentracija. Gauti

rezultatai lyginami su kolorimetriniu metodu gautais rezultatais.
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3 pav. Kalibraciné cinko kreivé

Laboratoriniai prietaisai

Tyrimui naudotas AA spektroskopas — Agilent 55B AA spektroskopas (Agilent, JAV) (6
pav.).

Tai dvigubo spindulio liepsnos atominés absorbcijos spektroskopas. Intrumentas gali biiti
valdomas skystyjy kristaly ekranu ir specialia klaviatiira, taciau tyrimo metu instrumentas buvo
prijungtas prie stalinio kompiuterio ir valdomas naudojant Agilent SpectrAA programing jranga.
Spektroskopas turi automatinj monochomatoriaus, plysio plocio ir dujy parinkima, dvi fiksuotas

pozicijas tusciavidurio katodo lempoms, didelio intensyvumo deuterio fono reguliatoriy.

Norint uztikrinti optimaly spektroskopo analizinj veikima, rekomenduojama laboratorijos
temperatita turéty biiti 20 — 25 °C, taip pat temperatiira turéty buti pastovi (£2°C) visg darbo

dieng. Tyrimo metu laboratorijos temperatiira pateko j rekomenduojamas ribas.

Tyrimo metu su Agilent AA sistema buvo naudojamas oro-acetileno degiklis.
Rekomenduojamas oro slégis sitemoje — 350 kPa, acetileno (C,H;) — 75 kPa, esant per mazam
acetileno slégiui gaunami netiksliis rezultatai. Normalus dujy tiekimo greitis: oro — 13,5 — 20
I/min, acetileno — 0 — 10 I/min. Méginys atomizuojamas oro-acetileno liepsnoje, kur temperattra

siekia 2300 °C. Liepsna méginys pasiekia tokiu keliu — i§ mégintuvélio méginj vamzdeliu
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aspiruoja pneumatinis purkstuvas (5 pav.), kuriame méginys paverciamas aerozoliu. Aerozolis
patenka ] purkStuvo kamerg (5 pav. 6), kur yra sumaiSomas su oro-acetileno dujomis. Lipesng
pasiekia tik aerozolio lasai, kuriy dydis < 10 um. Po Sio proceso tik 5% aspiruoto méginio
patenka j liepsng. Lik¢ 95% méginio paSalinti per nuoteky vamzdelj. Vamzdelis atsiveria |

skyscio rezervuarg, kuris saugo nuo dujy istekéjimo nuoteky vamzdziu.

Degiklio padétis optimizuojama taip, kad Sviesos pluostas kirsty liepsng per ilgiausig jos
aS]. Norint uztikrinti didziausig galimg jautruma, degiklio aukstis nustatomas taip, kad Sviesa
kirsty liepsna toje vietoje, kur yra didziausia atomy koncentracija. Tyrimui naudotas 10 cm

vienos angos degiklis, angos plotis 0,54 mm.

Kaip iSorinis spinduliuotés Saltinis naudota tus¢iavidurio katodo lempa. Agilent 55B AA
spektroskope galima naudoti vieno elemento arba multielementines lempas. Tyrimo metu
naudota dviejy elementy lempa. Lempos viduje yra ir katodas ir anodas, $iuo atveju katodas yra
i§ cinko, o lempos vidus uzpildytas inertinémis dujomis. Kai tarp katodo ir anodo atsiranda
jtampa, inertinés dujos jonizuojasi, teigiami jonai suzadina katodo atomus. Suzadinti atomai,

grizdami | normalig biiseng, iSspinduliuoja norimo bangos ilgio spindulius.

1
x .

4 pav. Tus¢iavidurio katodo lempos sandara. 1 — katodas, 2 — anodas, 3 — stiklinis dangtis,

4 — stiklinis cilindras, 5 — kvarcinio stiklo langas
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Sviesa, pragjusi per liepsna, patenka j monochromatoriy. Monochromatorius atskiria tik
213,9 nm ilgio bangas, kurias sugeria méginyje esantys cinko atomai. Bangos nukreipiamos j
detektoriy, kuris S$viesos signalg konvertuoja ] elektrinj signalg, proporcingg Sviesos

intensyvumui. I§ ¢ia duomenys patenka j programing jrangg.

5 pav. Purkstuvo sistema. 1 — purkstuvo blokas; 2 — purkstuvas; 3 — nuoteky vamzdelis; 4

— skyscio rezervuaras; 5 — pladé; 6 — purkstuvo kamera;

Foninés absorbcijos koregavimui naudojamas didelio intensyvumo deuterio fono

reguliatorius, kuris uztikrina trumpalaikiy fono signaly korekcija.

6 pav. Agilent 55B AA spektroskopas naudotas tyrimui
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Statistiné analizé atlikta naudojantis IBM SPSS Statistics, Microsoft Excel bei MedCalc
programomis. Koreliacija tarp grupiy nustatyta panaudojant Pearsono koreliacijos koeficients.

Metody suderinamumas analizuotas vertinant Passing-Bablok ir Bland Altman analizes.
4. REZULTATAI

Pirmiausia cinko koncentracija méginiuose buvo iSmatuota kolorimetriniu metodu. Gauti

duomenys i8reiksti umol/l, pagal formulg:
Zn (Mmol/L) = ((Améginio — Aeta|0no)/(Aeta|on0 — A\/andens)) X Eta|0n0 kOﬂC. (p,mOI/L)

Antrame etape kolorimetriniu metodu gauti rezultatai buvo perskaiciuoti ] mg/l, pagal

formule:
C (mg/l) = C (umol/1)/15,3/10
C (mgl/l) — cinko koncentracija miligramais litre;
C (umol/1) — cinko koncentracija mikromoliais litre;

Vienetai buvo perskai¢iuojami, norint pritaikyti etalono tirpaly koncentracija AAS

metodo Kkalibracijai atlikti, kadangi etaloniniy tirpaly koncentracija iSreiksta mg/1.

Etaloniniy tirpaly absorbcijos matavimas vyko AAS metodu. Pamatavus etaloniniy
tirpaly asorbcija, gauti duomenys sudéti j lentele (1 lentelé, 2 lentelé Pavyzdys). Pagal lentéje
pateiktus duomenis buvo braiZomos kalibracinés kreivés. Kadangi matavimai buvo kartojami tris
kartus, todél braizomos 3 kalibraciné kreivés (8 pav., 7 pav.). Pagal kalibracing kreive buvo

gaunama lygtis (y = ax - b), 0 pagal ja skai¢iuojama cinko koncentracija matuotame méginyje.

Pirmieji matavimai buvo netiksliis. Pamatavus etaloniniy tripaly absorbcijg ir méginiy
absorbcija, méginiy absorbcijos duomenys netilpo | intervala tarp mazesnés koncentracijos
etaloninio tirpalo absorbcijos ir didesnés koncentracijos etaloninio tirpalo absorbcijos. Méginiai
buvo papildomai i$maiSyti naudojant elektronine pipete ir absorbcija matuota i§ naujo. Po to
pamatavus etaloniniy tirpaly ir méginiy cinko atoming absorbcijg, méginiy absorbcijos

duomenys tilpo j intervalg tarp etaloniy tirpaly absorcijos duomeny.
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1 lentelé. Etaloniniy tirpaly absorbcijos matavimo duomenys.

Etalono Etalono
tirpalas nr. 1 | tirpalas nr. 2
(0,05 mg/l) (0,215mg/)

1 0,0125 0,0501
2 0,0123 0,0509
3 0,012 0,0508
0,06
0,05
0,04 .1
|2
3
0,03 ——Linear (1)
——Linear (2)
——Linear (3)
0,02
y =0,376x - 0,0063
y =0,386x - 0,007
0,01 y =0,388x - 0,0074
O T T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

7 pav. Pagal 1 lentelés duomenis nubréztos kalibracinés kreivés ir lygtys.
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2 lentelé

. Etaloniniy tirpaly absorbcijos matavimo duomenys.

Etalono Etalono
tirpalas nr. 1 | tirpalas nr. 2
(0,1 mg/l) (0,25mg/l)
1 0,032 0,079
2 0,0326 0,0792
3 0,0315 0,0793
0,09
0,08 /d
0,07
/ 1
0,06 " 2
A3
0,05 ——Linear (1)
/ ——Linear (2)
0,04 / ——Linear (3)
0,03 y = 0,3133x + 0,0007
y =0,3107x + 0,0015
0,02 y =0,3187x - 0,0004
0,01
0 T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

8 pav. Pagal 2 lentelés duomenis nubréztos kalibracinés kreivés ir lygtys.
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Atominiu absorbciniu spektroskopu iSmatavus méginiy absorbcijg (3 lentelé, y1, y2, y3),
ji jstatoma j formule, gautg nubraizius kalibracing kreive (1 pav.) ir taip apskaic¢iuojama cinko
koncentracija méginyje mg/l (3 lentelé, x1, x2, x3). Kadangi kolorimetriniu metodu cinko
koncentracija méginiuose buvo apskaiciuota umol/l, tod¢l ir AAS metodu gauti duomenys buvo
perskaiciuoti ] tokius pacius vienetus, kad biity galima palyginti rezultatus. Tai apskai¢iuojama

pagal formule:

C (umol/1) = C (mg/l) * 15,3 * 10
C (umol/1) — cinko koncentracija mikromoliais litre;
C (mgl/l) — cinko koncentracija miligramais litre;

Cinko koncentracija méginyje gavus mikromoliais litre (4 lentelé, AAS1, AAS2, AAS3), buvo

paskaiCiuotas visy trijy matavimy vidurkis (4 lentelé, AAS vid.) pagal formulg:
AAS vid. = (AAS1+AAS2+AA3)/3

Gavus AAS vidurkj jis buvo lyginamas su kolorimetriniu metodu gautu rezultatu (4 lentele, UV),

paskaiciuojamas skirtumas (4 lentelé, Skirt.) pagal formule:

Skirt. = UV — AAS vid.

3 lentelé. 3 matavimy cinko atominés sugerties ir koncentracijos duomenys.

yl y2 y3 x1 X2 x3 AAS1 AAS2 AAS3
0,0253 | 0,0234 | 0,0243 | 0,0840 | 0,0788 | 0,0817 12,85851 | 12,04974 | 12,50026
0,0312 | 0,0319 | 0,0306 | 0,0997 | 0,1008 | 0,0979 15,25931 | 15,41891 | 14,98454
0,0413 | 0,0303 | 0,0286 | 0,1266 | 0,0966 | 0,0928 19,36915 | 14,78472 | 14,19588
4 lentelé. 3 cinko koncentracijos matavimy statistiniai duomenys.
AAS vid. uv Uv-AAS |SD U CV (%)
12,4695 14 0,405261 0,700415 3,250017
15,22092 18,1 0,219718 0,376181 1,443525
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16,11658 17,2! 2,832152 4.480186 17,57291

Taip pat buvo apskaiCiuotas gauty rezultaty standartinis nuokrypis (3 lentelé, SD) pagal

formule:

IS AAS metodu gauty duomeny buvo skaiCiuojama A tipo neapibréztis (3 lentelé, u)

pagal formule (n<10) :
U = (Xmax = Xin)/ 23

U — A tipo neapibréztis;
Xmax — didZiausias rezultatas;
Xmin — Maziausias rezultatas;

Paskaiciavus visy atominés absorbcinés spektroskopijos matavimy neapibrézéiy vidurkj
gauta - 1,516 pumol/l. Bendras AAS metodu gauty koncentracijy vidurkis buvo 14,003 pmol/l,
taigi bendra matavimy neapibréztis sudaro 10,8 % rezultato. I$ gauty duomeny buvo skaiciuota

A tipo neapibréztis. Apskai¢iavus AAS metodu gauty duomeny variacijos koeficientus (CV%)
jie varijavo nuo 0,12% iki 34,27%, o vidurkis buvo 6,64%. Variacijos koeficintas skaiciuotas

pagal formule:
SD

CV ==x100
X

SD - standartinis nuokrypis;
X - matavimy rezultaty vidurkis;

UV metodo matavimy neapibréztis skai¢iuota naudojant ,,Randox Assayed Multisera™ 3
lygio kontrolinio serumo cinko koncentracijos matavimo duomenis. Naudoti 2015m. geguzés —

gruodzio ménesio duomenys (n = 34). Gauta matavimy neapibréztis - 0,213 pmol/l. Bendras UV

metodu gauty vidinés kokybés kontrolés cinko koncentracijos vidurkis — 37,129 pmol/l, taigi
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matavimy neapibréztis sudaro tik 0,57%. Apskai¢iavus vidinés kontrolés rezultaty variacijos
koeficientg (CV%) gauta 3,34%. UV metodo matavimy neapibréztis skaiiuota naudojant
formule (n>10):

U — A tipo neapibréztis;
s — standartinis nuokrypis;
n — matavimy skaicius;
Rezultaty, gauty AAS metodu, intervalas buvo nuo 6,1 pmol/l iki 23,8 umol/l, 0

intervalas rezultaty, gauty kolorimetriniu metodu buvo nuo 7,5 umol/l iki 26,6 umol/l

(literattiroje pateikiamas sveiko suaugusiojo cinko konc. serume intervalas 11 - 24 pmol/l).

Skirtumas tarp kolorimetriniu metodu gauty rezultaty ir atominés absorbcinés
spektroskopijos metodu gauty rezultaty (UV - AAS) varijavo nuo -2,539 iki 7,812, skirtumo
vidurkis buvo 2,469. Rezultatai, gauti kolorimetriniu metodu buvo didesni, nei AAS metodu
gauti rezultatai. Taip gali buti todél, jog naudojant kolorimetrinj metoda, vykdoma
deproteinizacija, cinkas atsiskiria nuo baltymy, su kuriais yra suriStas j kompleksus, o vykdant
AAS metoda, cinkas serume vis dar yra suriStas su baltymais, todél absorbuoja mazesn; kiekj
spinduliuotés. Taip pat rezultatai gali skirtis ir dél turio pokycio: UV metode iSsodinami
baltymai, kei¢iasi méginio tiris, todél padidéja cinko koncentracija. Koreliacija tarp pasirinkty
metody buvo r = 0,83258 (p<0,05).

Metodai palyginti naudojant Passing-Bablok regresija (MedCalc programa).

Kintamasis X uv
Kintamasis Y AAS

Meéginiy kiekis | 108
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Kintamasis X Kintamasis Y

Maziausia reikSme 7,5000 6,1324
DidZiausia reikSmé 26,6000 23,7963
Aritmetinis vidurkis 16,4722 14,0026
Mediana 16,8500 13,8906
Standartinis nuokrypis 3,0457 3,2541
Standartiné vidurkio paklaida 0,2931 0,3131

Regresiné lygtis

y =-4,453600 + 1,107139 X

Sisteminiai skirtumai

Atkirta A -4,4536
95% Pasikliautinasis intervalas -7,0279 - -2,2227
Proporciniai skirtumai

Nuolydis B 1,1071
95% Pasikliautinasis intervalas 0,9766 - 1,2611

Atsitiktiniai skirtumai

Likutinis standartinis 1,3017

nuokrypis (LSN)

+1.96 LSN intervalas -2,5514 - 2,5514

TiesiSkumas

Cusum tiesiSkumo testas Neéra reik§mingo nukrypimo nuo tiesiSkumo
(P=0,58)

Pagal Passing-Bablok regresing analize¢, gauta regresijos lygtis y = -4,4536 + 1,107139x.
Atkirta A = -4,4636, 0 jos 95% pasikliautinasis intervalas nuo -7,0279 iki -2,2227. 0 j §j intervala
nepatenka, tai rodo jog gauta atkirta A reik§Smingai skiriasi nuo 0 (y = 1x + 0), reiskia tarp dviejy
lyginamy metody egzistuoja proporcinis skirtumas. Gautas nuolydis B lygus 1,1071. Jo 95%
pasikliautinasis intervalas nuo 0,9766 iki 1,2611. | §j intervalg patenka 1, tai rodo, jog néra
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reikSmingo skirtumo tarp gautos nuolydzio B reikSmeés ir tarp 1 (y = 1x + 0), reiskia tarp dviejy

lyginamy metody néra reikSmingo sisteminio skirtumo.

Tiesiskumas tarp dviejy metody parodo, ar tarp jy egzistuoja tiesiné priklausomybé. Siuo
atveju Cusum testas (cumulative sum control chart) rodo, jog néra reikSmingo nukrypimo nuo
tiesiSkumo, p reikSmé yra didesné uz 0,05 (p=0,58), tai reiskia tarp dviejy lyginamy metody

egzistuoja tiesiné priklausomybeé.

30 |-
25 |-

20

AAS

15

30

9 pav. Passig-Bablok regresija: regresijos linija — mélyna, regresijos linijos pasikliautinis

intervalas — punktyrinés linijos, x=Y linija — violetin¢ linija.
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10 pav. Paklaidy (residuals) iSsidéstymas.

- > +1.96 SD

o N OB~ OO
|

UV - AAS

5 10 15 20 25 30
UV ir AAS vidurkis

11 pav. Bland-Altman diagrama (x asis — skirtumas tarp dviejy metody matavimy (UV - AAS), y
asis — dviejy metody vidurkis (UV + AAS)/2), violetin¢ linija — skirtumy regresijos linija).
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Atlikus Bland-Altman analize (11 pav.) matyti, jog skirtumo aritmetinis vidurkis 2,4696,
95% pasikliautinumo intervalas nuo 2,1198 iki 2,8194. Apatiné¢ riba = -1,1242, 95%
pasikliautinumo intervlas nuo —1,7238 iki -0,5246, virsutiné riba = 6,0634, 95% pasikliautinumo
intervalas nuo 5,4638 iki 6,6629. Diagramoje matyti, jog beveik visi taskai telpa j —1,96SD -
+1,96SD ribas. Dviejy skirtingy matavimy skirtumai pasiskirst¢ pagal Gauso skirstinj (12 pav.).

Histograma
20
N =108
) ] SD = 1,834
- Vidurkis = 2.47

A ]
}ﬁ 109
o
A

5—!

) (1 [T

=2,00 jili] 2,00 4,00 E.II:ICI g II'_'II:I

Skirtumas (UV - AAS)

12 pav. Cinko koncentracijos matavimo skirtumy tarp metody (UV — AAS) pasiskirstymas.

AAS ir UV metody iSorinés RANDOX RIQAS cinko kokybés kontrolés duomenys
(klinikinés chemijos programa, 52 ciklas, 2015m. duomenys) pateko j £1 SD ribas (13, 14 pav.).
Nuokrypiai nuo tikslinio tasko buvo nedideli — visi UV metodo rezultatai (15 pav.) pateko j 100
— 120 intervalg (jvertinimas — puiku), AAS metodo (16 pav.) 3 taSkai pateko j 100 — 120
intervalg (jvertinimas - puiku), 2 taskai pateko j 70 — 100 intervalg (jvertinimas - gerai). Abiejy

metody biologiné variacija 11%.
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13 pav. AAS metodu gauti cinko iSorinés kontrolés rezultatai Levey-Jennings grafike.

W
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Standartinis nuokrypis

Méginio numeris

14 pav. UV metodu gauti cinko iSorinés kontrolés rezultatai Levey-Jennings grafike.

34



Tikslinis taskas

5 8 & 8 83 2 383 8

i
(=]

[=]

Mcéginio numeris

15 pav. AAS metodu gauty cinko iSorinés kontrolés rezultaty nuokrypis nuo tikslinio tasko

(target score).

Tikslinis taskas

g 8 5 3 38 3 8 38

=
=]

=]

Meginio numeris

16 pav. UV metodu gauty cinko iSorinés kontrolés rezultaty nuokrypis nuo tikslinio tasko (target
score).
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Metodai palyginti ir kainos, laiko bei operatoriaus energijos sgnaudy atzvilgiu. Rinkinio,
skirto cinko koncentracijos nustatymui kraujo serume kolorimetriniu metodu, naudojant Agilent
8453 spektrofotometra kaina ~290 eury. Sio rinkinio uztenka ~70 méginiy i$tyrimui. Tai reiskia,
kad vieno méginio tyrimas kainuoja ~4,14 eury. Tuo tarpu vieno méginio tyrimas, naudojant
Agilent 55B AA spektroskopa (AAS metodas) — apie 0,5 euro. Taigi kainos atzvilgiu, pigesnis yra

atominés absorbcinés spektroskopijos metodas.

10 méginiy serijg istirti Agilent 8453 spektrofotometru (kolorimetrinis metodas) uztrunka ~2
valandas. Tai reiskia, jog laikas, reikalingas vieno méginio iStyrimui vidutiniSkai yra ~12
minu¢iy. Tuo tarpu istirti 10 méginiy serija Agilent 55B AA spektroskopu (AAS metodas)
uztrunka ~30 minuciy. Tai reiskia, jog laikas, reikalingas vieno méginio iStyrimui vidutini§kai
yra ~3 minutés. Taigi laiko atzvilgiu 4 kartus greitesnis yra atominés absorbcinés

spektroskopijos metodas.

Vertinant metody paprastuma operatoriui, Zymiai paprastesnis yra AAS metodas. Siame
metode meéginio paruoSimg apima tik serumo skiedimas dejonizuotu vandeniu. Tuo tarpu
naudojant kolorimetrinj metoda, méginj, etalono tirpala bei blank tirpala (dejonizuota vandenj)
reikia deproteinizuoti, centriftiguoti, o po to visus tirpalus maiSyti su spalviniu  reagentu.
Kadangi AAS metode méginio paruoSimas turi Zymiai maZiau Zingsniy, todél labai sumazéja

operatoriaus klaidos tikimybé.

Visi tyrimo rezultatai pateikiami priede nr. 1.
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5. ISVADOS

1. Jsisavintas atominés absorbcinés spekroskopijos metodas cinko koncentracijai nustatyti

zmogaus kraujo serume.

2. Atominés absorbcinés spektroskopijos metodas optimizuotas cinko koncentracijai
nustatyti:

a. kraujo serumas skiedzimas dejonizuotu vandeniu santykiu 1:10,
b. méginiai atomizuojami oro-acetileno liepsnoje,

c. absorbcija matuojama 213,9 nm ilgo $viesos bangomis.

3. Statistinis gauty duomeny apdorojimas (Pearson koreliacija, Passing-Bablok regresija,
Bland-Altman grafikas) parodé, kad kaip ir kolorimetrinis metodas, taip ir atominés
absorbcinés spektroskopijos metodas yra tinkami cinko koncentracijos nustatymui
zmogaus kraujo serume. Koreliacija tarp metody buvo r = 0,832588, regresijos lygtis
y =-4,4536 + 1,107139x. Atsizvelgiant ] kainos, laiko bei operatoriaus energijos
sgnaudas, AAS metodas yra optimalesnis, nei kolorimetrinis.
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6. SUMMARY

Comparison of Determination of Zinc Concentration in Human Serum by Atomic

Absorption Spectroscopy and Spectrophotometry Methods

Background: Zinc plays an important role in homeostasis of human body. It is a cofactor for
approximately 300 metalloproteins, such as carbonic anhydrase, pancreatic carboxypeptidase or
“zinc fingers”. It is also vital for insulin production and secretion. As it is such a big part of our
body’s biochemical pathways, the lack or excess of zinc leads to a wide range of disfunctions.
This is why it is so important to detect zinc level in blood specimen correctly. To do so, there are

plenty of methods, but in this thesis 2 of them were investigated and compared.

Methods: 108 blood specimens were collected and zinc concentration was measured using
atomic absorbtion spectroscopy and colorimetric method in Vilnius University Hospital
Santariskiu Klinikos starting 2015 January and ending 2016 April.

Results: Atomic absorbtion spectroscopy method was optimized: blood serum has been diluted
with deionized water ratio 1:10, samples have been atomized with air-acetylene flame, atomic
absorbtion measured in 213,9 nm wavelength. Results were compared using Passing — Bablok
regression and Bland - Altman analysis, it gave the following results: intercept = -4,4636 (95%
CI1-7,0279 to -2,2227), slope = 1,1071 (95% CI 0,9766 to 1,2611). Both methods showed good
correlation r = 0,83258 (p<0,05).

In conclusion, both methods are suitable for the accurate determination of zinc in human serum,
although regarding price, time consumption and operator’s effort, atomic absorbtion

spectroscopy did overcome the colorimetric method.

Key words: zinc, concentration, atomic absorbtion spectroscopy, colorimetry,

spectrophotometer.
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SD

U

CV (%)

0,627869

0,997852

5,896963

0,209753

0,350827

2,005979

0,258208

0,433918

3,150021

0,703714

1,191968

4,932859

0,392632

0,676558

2,506683

0,425281

0,656879

2,772568

0,207843

0,35774

1,305975

0,103635

0,155453

0,849392

0,316217

0,529979

2,303579

0,654211

1,084081

3,729102

0,224471

0,381297

2,125545

0,29633

0,512911

1,572271

0,827111

1,263476

5,217084

0,478411

0,74196

3,831588

0,640987

1,0915

7,276545

0,534329

0,923873

4,701828

0,609261

1,034688

4,220037

0,168621

0,275847

1,551724

1,288387

2,185407

9,87662

1,843639

3,022559

15,81421

1,369179

2,074096

12,9444

0,935508

1,512991

6,891638

0,641274

0,96359

6,478432

0,98647

1,687662

9,056

0,405465

0,663334

2,712994

7. PRIEDAS NR.1
Meg
Nr. | Nr. | AAS1 AAS2 AAS3 AAS vid. | UV

1| 321|11,07931| 9,92709 | 10,93558 | 10,64733 13
2| 878 10,39345 | 10,28528 | 10,69038 | 10,45637 | 14,2
3| 913 8,124828 | 7,982609 | 8,483654 | 8,19703 | 15,2
4| 103 | 14,09607 | 15,03891 | 13,66254 | 14,26584 | 17,6
5| 206 | 15,24984 | 16,03106 | 15,70936 | 15,66342 | 20,4
6| 148 | 14,84852 | 15,56109 | 15,60702 | 15,33888 | 17,6
71 6311594161 | 16,10792 | 15,69484 | 15,91479 | 20,1
8| 227|12,14129 | 12,32079 | 12,14129 | 12,20112 | 15,6
9| 836 13,81935| 13,98713 | 13,37516 | 13,72721 17
10 | 461 | 17,32355 | 18,27921 | 17,02742 | 17,54339 | 21,2
11| 139 10,61129 | 10,75545 | 10,31516 | 10,56063 14
12 | 338 | 19,14968 | 18,83465 | 18,55742 | 18,84725 | 22,1
13| 055 15,40373 | 16,80845 | 15,34951 | 15,8539 | 18,3
14| 765 12,24 | 13,03732 | 12,18058 | 12,48597 | 16,6
15| 029 | 8,246441 | 8,673592 | 9,506796 | 8,808943 | 13,3
16 | 621 | 10,84909 | 11,32788 | 11,91589 | 11,36429 | 15,8
17 | 626 | 13,90909 | 15,10385 | 14,29907 | 14,43733 | 18,4
18| 970 10,80273 | 10,73942 | 11,05794 | 10,8667 | 12,7
19| 504 | 13,34579 | 14,15607 | 11,63258 | 13,04482 18
20 | 927 | 13,05981 | 12,34486 | 9,569663 | 11,65811 | 16,2
21| 437 | 11,39159 | 11,34393 | 8,996629 | 10,57738 | 15,6
22 | 696 | 14,64139 | 13,18788 | 12,89434 | 13,57454 | 16,7
23| 717 10,63907 | 9,530303 | 9,526415 | 9,898597 | 12,7
24| 102 | 11,95629 | 10,71515 | 10,00755 10,893 | 15,2
25| 002 | 14,79154 | 15,40515 | 14,6392 | 14,9453 | 18,4
26 | 835 11,87946 | 12,61856 | 11,99601 | 12,16468 | 15,4
27 | 807 | 12,66526 | 13,35464 | 12,35183 | 12,79057 | 18,2

0,39737

0,64008

3,266586

0,513017

0,868461

4,010898
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0,21857

0,367888

1,304091

0,331801

0,573726

4,101464

0,814631

1,279252

6,906068

0,47589

0,820972

3,250401

0,311676

0,538347

2,28069

0,272126

0,44817

2,380782

0,566119

0,949473

4,408432

0,580447

0,984719

4,515956

0,738166

1,274956

5,907673

1,017815

1,578588

9,955658

0,193065

0,323791

1,840773

0,144148

0,227915

1,080591

0,347382

0,570976

2,790988

0,013417

0,021624

0,12174

0,133461

0,224437

0,944591

0,390008

0,674235

3,51372

0,156197

0,236873

1,027164

0,048972

0,07795

0,379728

0,447897

0,775395

3,122494

0,21932

0,372933

1,58989

0,213804

0,321771

2,018809

1,094063

1,654577

7,316263

2,108953

3,438893

18,64474

2,438746

3,6924

19,09156

0,677408

1,064001

5,404884

0,182834

0,284217

1,641353

0,085158

0,130815

0,526564

0,140147

0,241247

1,437025

28 | 431 16,94295 | 16,51815 | 16,81987 | 16,76032 | 19,9
29 | 127 | 8,112081 | 7,747452 | 8,409934 | 8,089822 | 11,9
30 | 052 |12,73289 | 11,25573 | 11,39901 | 11,79588 | 14,8
31| 850 | 14,14243 | 15,09041 | 14,69003 | 14,64096 | 17,2
32| 729 | 13,63914 | 13,99007 | 13,36844 | 13,66588 | 17,6
33| 930 | 11,1227 | 11,5274 | 11,6402 | 11,4301 | 154
34 | 919 | 13,30828 13,005 | 12,21193 | 12,84174 | 17,7
35| 914 | 13,48935 | 12,71813 | 12,35229 | 12,85326 | 16,8
36 | 014 |13,26302 | 12,43125 | 11,79083 | 12,49503 17
37| 790 |11,39648 | 9,573684 | 9,700288 | 10,22348 | 12,4
38 | 930 |10,54399 | 10,64737 | 10,27349 | 10,48828 | 14,9
39| 096 | 13,50528 | 13,24211 | 13,27176 | 13,33971 | 17,4
40 | 713 |12,18017 | 12,32006 | 12,83947 | 12,44657 | 15,8
41| 020 | 11,02626 | 11,03023 | 11,00526 | 11,02058 | 15,2
42 | 008 | 14,01788 | 14,27703 | 14,09211 | 14,12901 | 17,2
43 | 027 | 10,69646 11,475 | 11,12727 | 11,09958 14
44 | 102 | 15,11947 | 15,11341 | 15,38693 | 15,20661 | 17,8
45| 854 |12,86283 | 12,87439 | 12,95284 | 12,89669 | 18,2
46 | 752 | 13,88839 | 14,36053 | 14,78374 | 14,34422 | 18,9
47 | 292 | 13,84286 | 13,55526 | 13,98589 | 13,79467 17
48 | 993 | 10,8375 | 10,46842 | 10,46595 | 10,59062 | 12,2
49 | 908 | 16,21703 | 14,30649 | 14,33802 | 14,95385 | 16,6
50| 913 13,70726 | 9,736364 | 10,49012 | 11,31125 | 13,2
51| 200 | 15,58959 | 11,32597 | 11,40629 | 12,77395 | 14,6
52| 963 12,08378 | 12,20357 | 13,31239 | 12,53325 | 17,2
53| 053 11,25676 | 10,92857 | 11,23233 | 11,13922 | 14,5
54| 210 16,12703 | 16,11964 | 16,27069 | 16,17245 | 18,8
55| 990 |9,613274 | 9,891843 | 9,72567 | 9,752559 | 13,8
56| 038]9,838938 | 9,33716 | 9,42789 | 9,588049 | 17,4
57| 031 11,82478 | 12,24924 | 11,95642 | 12,03701 | 15,1

0,267387

0,434552

2,788749

0,217274

0,367598

1,805047
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0,371126

0,642378

2,19729

0,224663

0,351782

1,597339

0,170474

0,272334

2,16041

0,410719

0,665496

2,602358

0,226415

0,384177

1,615164

0,233632

0,396168

1,635075

0,521882

0,870279

2,996927

0,442226

0,73976

2,987348

0,921557

1,519183

6,52483

0,411197

0,633995

1,727985

1,008996

1,727874

6,007634

0,405261

0,700415

3,250017

0,219718

0,376181

1,443525

2,832152

4,480186

17,57291

1,443629

2,436137

15,69635

1,612871

2,766901

10,12835

0,069489

0,115465

0,51831

1,140142

1,739641

8,620844

1,599403

2,628233

11,56648

2,67209

4,614136

19,45073

3,028456

5,237517

16,70406

2,302865

3,975468

16,37257

1,612509

2,739014

11,55649

2,357041

3,897501

12,66724

2,606746

4,020692

14,93558

2,05788

3,41437

15,90487

1,578876

2,653295

25,74666

1,598227

2,628139

9,612845

58 | 362 |17,25319 | 16,51144 | 16,90583 | 16,89015 | 19,1
59| 015| 14,3234 | 13,95396 | 13,9172 | 14,06485 | 18,2
60 | 346 | 7,966864 | 7,695536 8,01 7,8908 | 9.4
61 | 629 | 16,25059 | 15,48214 15,615 | 15,78258 18
62 | 628 | 14,21361 | 14,07054 13,77 | 14,01805 | 14,8
63| 867 | 14,03254 | 14,34375 14,49 | 14,28876 | 17,5
64 | 045 17,83491 | 17,57679 16,83 | 17,4139 | 19,2
65| 010| 15,1642 | 14,93571 14,31 | 14,80331 | 17,7
66 | 297 | 15,1642 | 13,79732 13,41 | 14,12384 | 15,8
67 | 019 | 23,53846 | 24,27054 23,58 | 23,79633 | 26,2
68 | 854 | 17,88018 | 16,62054 15,885 | 16,79524 | 20,8
69 | 887 | 12,85851 | 12,04974 | 12,50026 | 12,4695 14
70 | 880 | 15,25931 | 15,41891 | 14,98454 | 15,22092 | 18,1
71| 966 | 19,36915 | 14,78472 | 14,19588 | 16,11658 | 17,2
72| 048 10,79154 | 8,821622 | 7,978528 | 9,197228 | 9,5
73| 926 | 17,65016 | 15,66757 | 14,45521 | 15,92431 | 17,1
74| 840 | 13,42947 | 13,46216 | 13,32883 | 13,40682 | 15,2
75| 053 14,54132 | 12,53256 | 12,60237 | 13,22542 | 14,4
76 | 005 | 15,63719 | 13,24419 | 12,60237 | 13,82/91 | 15,1
77| 067 | 13,49741 | 16,52188 | 11,19393 | 13,73774 14
78| 070 17,93793 21,25 | 15,20224 | 18,13006 19
79| 934 13,84914 | 16,46875 | 11,87827 | 14,06539 | 14,3
80 | 939 | 14,31743 | 15,35258 | 12,18984 | 13,95328 | 14,4
81| 519 19,41743 | 20,45258 | 15,95213 | 18,60738 | 17,4
82| 561 |19,08991 | 18,82268 | 14,44721 | 17,45327 | 18,4
83 | 050 | 13,62073 | 14,56894 | 10,62637 | 12,93868 | 14,6
84 | 917 | 5,690854 | 7,884983 | 4,821222 | 6,132353 | 7,5
85| 939 |16,04634 | 18,43311 | 15,39839 | 16,62595 | 18,6
86 | 755 |14,81274 | 18,12544 | 15,98875 | 16,30897 18
87 | 733 14,71529 | 17,80557 | 15,79196 | 16,10427 | 17,2

1,679404

2,868879

10,29743

1,568638

2,676268

9,740507
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1,566774

2,630688

11,88216

0,977456

1,534618

9,983095

1,150646

1,908911

6,552139

1,345732

2,075513

11,02717

0,586498

0,898858

3,484624

0,603271

0,968019

4,098833

0,457583

0,76307

2,560665

2,348858

3,88129

11,30309

2,407933

3,812143

10,51165

2,241617

3,416354

13,86348

1,657046

2,839195

16,96408

3,32947

5,65872

23,44221

0,802023

1,389123

3,976198

0,495695

0,824956

3,16851

1,15053

1,874474

5,052416

1,030473

1,75267

5,6297

5,960232

9,271611

34,27095

1,367006

2,203957

8,85417

1,616745

2,697018

9,579451

88 | 994 |11,88917 | 14,92683 | 12,7418 | 13,18593 14
89| 086 |8,666772 | 10,26777 | 10,4388 | 9,791114 | 10,8
90 | 800 | 16,26835 | 17,94319 | 18,47258 | 17,56137 | 18,3
91| 555| 10,6519 | 12,91096 | 13,04849 | 12,20379 | 12,5
92| 741|17,19223 | 17,14655 | 16,15431 | 16,83103 | 16,1
93| 758 15,40813 | 14,45586 | 14,29036 | 14,71811 | 13,7
94| 182 18,38163 | 17,7269 | 17,50051 | 17,86968 | 17,9
95| 213 18,13333 | 22,61506 | 21,59362 | 20,78067 | 20,7
96 | 961 | 20,14242 | 24,54431 | 24,03511 | 22,90728 | 23,3
97 | 217 14,93939 | 18,75657 | 14,8117 | 16,16922 | 17,4
98 | 589 |9,487987 | 8,26875 | 11,54717 | 9,767969 | 12,4
99 | 586 | 13,46201 | 11,30625 | 17,84038 | 14,20288 | 16,8
100 | 671 | 19,36598 | 20,17582 20,97 | 20,1706 | 19,1
101 | 546 | 15,24742 | 15,48583 16,2 | 15,64442 | 14,1
102 | 411 | 22,32095 | 21,91512 | 24,07958 | 22,77188 | 26,6
103 | 538 | 18,07937 | 19,42857 | 17,40476 | 18,30423 | 17,7
104 | 977 | 24,25775 | 14,36492 | 13,55182 | 17,3915 | 16,9
105 | 898 17 | 14,45509 | 14,86228 | 15,43912 | 12,9
106 | 044 | 18,68549 | 1557124 | 16,37492 | 16,87722 | 16,2
107 | 457 | 19,26064 | 19,73478 | 19,90645 | 19,63396 | 22,4
108 | 699 | 15,74029 15,3 | 15,77647 | 15,60559 | 18,5

0,334504

0,559291

1,703702

0,265263

0,412636

1,699795
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