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Abstrakt CZ

Monitorovani koncentrace tézkych prvka v organismech ptaki, zijicich v blizkosti
Clovékem osidlenych oblasti, se jiz prokazalo jako vhodnd metoda pro sledovani
kontaminace Zivotniho prostiedi ¢loveka, jehoz zdravi miize byt pfitomnosti téchto prvkl
ovlivnéno. Tato bakalarska prace se zabyva stanovenim vybranych tézkych kovii (olovo,
zinek) ve vzorcich susené krve sykor konader (Parus major) technikou hmotnostni

spektrometrie v kombinaci s indukén€ vazanym plazmatem.

Vzorky suSené krve byly zvazeny, pfevedeny do roztoku kyseliny dusi¢né a
peroxidu vodiku a mikrovinné rozlozeny. Byla piipravena kalibrac¢ni fada standardl pro
stanovované prvky a byly stanoveny zékladni analytické charakteristiky méteni.
Interference vlivem matri¢niho roztoku byla sledovana méfenim certifikovaného
referenéniho materidlu plné krve, podle které byla uréena vytéZznost stanoveni prvkd, jako
pomér smérnice zavislosti koncentrace standardniho ptfidavku prvku k referenénimu

materialu a smérnice vodné kalibrace.

Kli¢ova slova

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, krev, tézké kovy, sykora

konadra



Abstract EN

Determination of heavy metals in urban living passerine birds organism has been
considered as suitable method for monitoring pollution of human enviroment which these
elements can cause. This study deals with determination of zinc and lead in dried great tits

blood samples using inductively coupled plasma-mass spectrometry technique.

Dried blood samples were weighed, solubilized in nitric acid and hydrogen peroxide
and microwavelly digested. Calibration standards for determined elements were prepared
and basic analytical characteristics of the measurement were determined. Matrix
interference was examined by measuring the recovery of element determination presented
as a ratio of the slope of standard addition to the certified reference material of whole

blood sample and the slope of external calibration.

Keywords

Inductively coupled plasma mass spectrometry, blood, heavy metals, great tits
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Seznam uvedenych zkratek a symboll

CPS counts per second

CRM certifikovany referen¢ni material

FTMS Hmotnostni spektrometrie s Fourierovou transformaci
ICP induk¢né vazané plazma

LIT linearni kvadrupolova past

LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

Me median

MS hmotnostni spektrometrie

ppb parts per billion

ppm parts per million

QQQ trojity kvadrupdl

PE polyethylen

ps otacky za sekundu

SD smerodatna odchylka

TEO tetracthylolovo

TOF priletovy analyzator (tzv. time of flight)
vf vysokofrekvencéni

X aritmeticky primeér

3D QIT 3D kvadrupdlova past



1 UVOD

Hmotnostni spektrometrie v kombinaci s indukéné vazanym plazmatem patii mezi
pfedni metody v oblasti stopové a ultrastopové analyzy, kterd pro svou univerzalnost,
vysokou citlivost a rychlost analyzy vzorkt, nejen v kapalném, ale i v pevném a plynném
skupenstvi, pfed¢i ostatni bézné uzivané metody, a to i pres své vyssi provozni ndklady.
Tato metoda umoziuje stanoveni soucasné vice prvkid, zastoupeni pfirodnich izotopil

v

detekce.

1.1 Cil bakalarské prace

Tato bakalaiské prace je soucésti rozsahlé studie o kvalité Zivotniho prostiedi. Studie
je zaméfena na vyuziti nékterych zivocichi jako bioindikatort Cistoty prostfedi pomoci
monitorovani obsahu Sirokého spektra tézkych prvkia v jejich organismech.

Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo stanoveni koncentraci olova a zinku
v dodanych vzorcich suSené krve sykor komader. Vlastni analyze ptfedchdzela nezbytna

ptiprava vzorki zahrnujici vaZeni, pfevod vzorku do roztoku, mikrovlnny rozklad a fedéni.

Kontrola spravnosti méteni byla ovéfena analyzou certifikovaného referencniho materialu.

Ziskané vysledky byly poskytnuty pro dalsi zpracovani a vyhodnoceni.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Sledovani kvality Zivotniho prostredi

Expozice organismu tézkymi prvky je jedno z nejdiskutovanéjsich témat poslednich
let a navzdory vS§em nafizenim a restrikcim se jedna o stale nevyieSeny problém predevsim
kvili velké perzistenci prvkii v prostiedi.' > Existujici studie jiz prokazaly rozdily hodnot
koncentraci prvki kumulujicich se v tkanich p&vct hnizdicich ve méstech a mimo n&.*
Prokazana byla i téz zvySena koncentrace v tkanich v zévislosti na vzdalenosti od

znedisténych lokalit.” Na zaklads t&chto poznatkd lze tyto Zivo&ichy povaZovat za vhodné

ukazatele kvality zivotniho prostiedi.

2.2 Expozice tézkymi prvky

Studovani zastoupeni tézkych kovl v organismu ptaktl z rodu pévcl se osveédéilo
jako vhodn4 metoda pro monitorovéani tohoto problému.” Mezi toxické prvky, které maji
tendenci se kumulovat v organismech a které jiz byly pfedmétem vyzkumu, patii
predevsim zinek, kadmium, chrom, olovo, méd’ a arsen, pficemz z vySe jmenovanych ma

olovo tendenci nejvétsi.®”

8-10

Velké pozornost byla vénovana také monitoringu rtuti a jejich
sloucenin.

K monitoringu lze vyuzit rozbor sloZeni biomateridldi, jako jsou krev, pefi nebo

11,12

vykaly. Peii je vhodny material pro sledovani dlouhodobé expozice,'® zatimco krev

7 vr . oy ’ v vr e ’ 14
1épe slouzi k monitorovani akutniho stavu, a to pfedevs$im pii stanoveni olova.

Ptaci jsou vystaveni pfimému kontaktu s téZkymi kovy ve vzduchu, prachu, vodé a

nepiimo v potravé piedeviim diky industrialni produkei.”

2.2.1 Disledky expozice

Negativni disledky spojené s expozici mohou byt napt. reprodukéni poruchy,
porucha krvetvorby, nedostatek nékterych vitaminti, pretrvavajici stres nebo také snizena
doba doziti.'®" Otrava olovem patii také k jedné z hlavnich pii¢in umrti volng Zijicich
ptakli. Smrt je vétSinou zplsobena poruchou imunitniho systému vlivem plsobeni tohoto
kovu.”® Potvrzen je také piimy vliv expozice na predasné kladeni vajec a nasledny

zpomaleny riist mladat.”!



2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je mikroanalyticka technika pouzivana k identifikaci a
stanoveni mnozstvi daného analytu. Déle je také vyuzivana k urceni elementarniho slozeni
¢i  molekulové struktury analytu. Téchto ukonti je dosazeno prostiednictvim
experimentalniho méfeni hmotnosti plynnych iontli tvofeny z molekul analytu. Pied svym
rozvojem v oblasti anorganické hmotnostni spektrometrie, nachazela své uplatnéni taky

v oblasti organické analyzy.?*%

2.3.1 Hmotnostni analyzatory
Hmotnostni analyzator se pouziva k separaci ionti podle poméru jejich hmotnosti a

naboje na zaklad¢ jejich charakteristického chovani v elektromagnetickém poli.

2.3.1.1 Kvadrupolovy filtr

Tento typ analyzatoru vyuzivéa oscilujici elektrické pole, tvofené soustavou Ctyt
paralelné usporadanych elektrod. Tvar tohoto pole je funkci geometrického uspotadani
elektrod a velikosti stfidavého a stejnosmérné¢ho proudu (potencialu). Zménou potencialu
téchto elektrod lze selektivné propoustét ionty na zdkladé jejich poméru hmotnosti a
naboje. Jinym zplisobem uspofadani je napf. trojnasobny kvadrupol. Trojnasobné
kvadrupdlové hmotnostni spektrometry jsou uspofadany jako tfi po sobé jdouci
kvadrupdly. Prvni se chova jako hmotnostni filtr, druhy pisobi jako kolizni cela, kde jsou
vybrané¢ ionty rozdéleny do fragmentli, které jsou ndasledn¢ analyzovany tietim

kvadrupdlem.

2.3.1.2 TOF analyzator

Principem je separace iontll na zékladé¢ Casu, ktery potiebuji pro prilet z mista zdroje
az po detektor. V pocatku jejich vzniku nabyvaji ionty totozné hodnoty kinetické energie,
rychlost priletu je poté umérna poméru hmotnosti a naboje separovanych iont. Vyhodou
této metody je, Ze pom&r hmotnosti a ndboje separovanych iontl neni pro tuto metodu

shora nijak omezen.

K dal$im typim analyzatorG patii také napt. 3D kvadrupdlové pasti (3D QIT),
linearni kvadrupdlové pasti (LIT) nebo hmotnostni spektrometrie s Fourierovou

transformaci (FTMS). 24,25

-10 -



2.4 Induk¢éné vazané plazma

Indukéné vazané plazma je v chemické analyze znamo jiz po nékolik desetileti a
zpocatku bylo vyuzivano pouze jako budici zdroj ¢i jako atomizator. Prvni uziti plazmy

jako ionizatoru bylo popséno jiz v roce 1975.%°

2.4.1 Princip vyboje

VICP vyboji ziskavaji volné elektrony energii z vnéjSiho zdroje, tj. zvf
elektromagnetického pole indukéni civky. Vyboj je iniciovan ionizaci jiskrovym vybojem
z Teslova transformatoru. Uvolnéné elektrony jsou urychlovany vf elektromagnetickym
polem a zpusobuji dal§i lavinovitou ionizaci pracovniho plynu. Piednostné¢ dochazi

k ionizaci do prvniho stupné. Tento d€j Ize vyjadtit rovnici:
vf > e” +Ar -e” + e +Ar"

Ionizovany plyn dale postupuje tzv. plazmovou hlavici a v prostoru indukéni civky
se tfemi az Sesti zavity zacne fungovat jako sekundarni vinuti transformatoru. Vznikly
proud zahteje proudici plyn a pievede ho na vodivé plazma, které¢ je timto proudem dale
udrzovdno. Vytvofené plazma ma kapkovity tvar. Pfi vhodné kombinaci rozmér
plazmové hlavice lze poté jeho stfedem prorazit kandl o velikosti 3-4 mm, do né&jz Ize
zavést aerosol a vznikne plazma prstencového tvaru. Stiedem prstence lze vést analyticky

e v ’ . 2
kanal vytvofeny proudem nosného plynu se vzorkem.”

2.4.2 Generatory ICP
Generator dodava vyboji energii potiebnou k vykonani ioniza¢ni prace. Sklada se ze
zdroje stejnosmérného napéti, vf oscilatoru a obvodu impedancniho pfizplsobeni

s indukéni civkou pro generovani ICP.

Frekvence ICP generatoru urcuje do zna¢né miry vlastnosti vyboje a soucasné 1 napf.

hodnoty mezi detekce.

V pocatcich byly pouZzivany vyhradn€ generatory elektronkové, ale v posledni

desetileti prevladaji polovodicové.

11 -



2.5 ICP-MS

Ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem byla na svém pocatku technika zaloZena na
kvadrupélovych hmotnostnich analyzatorech s nizkym hmotnostnim rozliSenim. Teprve az
s ptichodem pokrocilejsiho zafizeni jako napf. ICP v kombinaci se sektorovym
analyzatorem v MS doslo k vyraznému zlepSeni rozlifeni i mezi detekce.”” Problém s
interferencemi zptisobenymi vysokymi koncentracemi soli, které mohou vyrazné zkreslit
vysledky stanoveni, je v souCasné dob¢ nejvetsi otazkou v oblasti problematiky méieni

touto metodou.?®

2.5.1 Instrumentace ICP-MS
Zakladni soucasti tohoto typu spektrometru jsou: iontovy zdroj, zatfizeni pro piivod
vzorku, rozhrani (interface) mezi iontovym zdrojem a hmotnostnim spektrometrem,

iontova optika, (kolizni cela), analyzator, detektor, vakuovy systém a fidici jednotka.

Nasobi¢  Kvadrupolovy [ontové Plasmovy

elektronn analyzator co¢ky interface
e —
L XX ]

g
Zpracovani ﬂ‘- Ny Ly

signalu ﬁ%#g—l é

ICP hlavice

Sy |

Zmlzovacp =
L
- ontrola
Peristal. pritoku
«gpoy ’ e = pumpa o
Diftizni Difazni — [ 1
. ravas Rotaéni RF
vyvéva vyvéva| |vyvéva vl Ar
T zdro
] 1 |Vzorek
Rizeni
systému

Obr. 2.1 — Schéma pristroje ICP-MS s kvadrupélovym analyzatorem*®

2.5.2 Omezeni ICP-MS

Ve srovnani s ICP-OES je maximalni mozny obsah rozpusténé¢ho vzorku ve

zmlzovaném roztoku nizsi, protoze do detektoru nevstupuji fotony, ale ionty.

V ICP-MS lze zmlZovat roztoky s obsahem soli pouze v rozmezi 0,1 — 0,3 % m/m.

Tendence soli usazovat se v otvoru na vstupni cloné€ rozhrani ICP/hmotnostni spektrometr

-12-



vede ke zméné jeho primeéru, coz se projevuje driftem signdlu. Soucasné dochazi

k opottebeni &asti v disledku koroze.*

2.5.3 Interference u ICP-MS
Spektralni interference, které se vyskytuji zejména u m/z 40-80, lze feSit pouzitim
MS s dostatecnym rozliSenim, volbou jiné¢ho izotopu, kolizni/reakéni celou, korekénimi

rovnicemi nebo uspotfadanim QQQ.

Polyatomické interference jsou zpusobeny kombinacemi dvou nebo vice iontt.
Souviseji velmi Casto s pouzitym nosnym plynem, kyslikem ¢i dusikem rozpusténych
vroztocich vzorku a spouzitim matriénich kyselin (HCl, HCIO4, H,SO4, ...).
Polyatomické interference zplisobené napft. ionty cl’, s', p* spolu s Ar’, O, H', Ize u
kvadrupélovych ICP-MS fesit pouZzitim kolizni nebo reakéni cely, popt. pouzitim kyseliny

dusicné pro piipravu vzorki.

Interference dvojnasobné nabitych iontd 1ze minimalizovat nastavenim vhodnych

podminek v plazmatu.

Interference vlivem matrice pfi zmlzovani a pruchodu mlznou komorou jsou
zpusobeny rozdilnou viskozitou mezi vzorky a kalibra¢nimi standardy a vedou ke snizené
efektivité tvorby aerosolu. ReSenim je pouziti vnitinich standardii nebo tzv. matrix-match

kalibrace.

Ionizaéni vlivy jsou zplsobeny vysokou koncentraci prvki IA a IIA skupiny.
Resenim je vhodné fedéni vzorkil, pouziti matrix-match kalibrace nebo metoda piidavku

standardi.”’

2.6 Stanovované prvky

2.6.1 Olovo (Pb, lat. Plumbum)

Olovo a jeho slouceniny maji Siroké pramyslové vyuziti napf. jako soucast
natérovych hmot, baterii nebo stavebnich materiald. Mezi dobfe znamé nerozpustné
slouceniny olova, patfi cervené olovo (Pb3O4), bilé olovo (PbCO;.Pb(OH),. Mezi

vvvvvv

olovnaty (Pb(NOs),).*

Olovo je jeden ze dvou historicky nejstarSich clovékem objevenych prvki, spolecné s

cinem. Dochované zminky o pouzivani olova pochazi jiz ze starovékého Egypta (7000-

-13-



5000 p.t.n.1), kdy bylo pouZivano pii glazovéni skla, pozd&ji v Rimé napf. jako vodovodni

potrubi.

Olovo se tadi mezi t€zké kovy s vysokou toxicitou vici organismu. Diky své
schopnosti vytvaret komplexy s oxo-skupinami ve strukturdch enzymu piimo ovliviuje
proces syntézy hemu a metabolismu porfyrinu. Typické projevy otravy olovem jsou bolesti

hlavy, nevolnost, poSkozeni mozku a nervové soustavy.

Jeho koncentrace v zemské kiiie je ptiblizné 13 ppm. Je to zpiisobeno i tim, ze 3 ze 4
izotopt olova jsou findlni stabilni produkty Stépnych fetézovych reakci tézSich prvka.
Nejvyznamnéjs$i olovénou rudou je galenit (PbS). Zakladni charakteristiky olova jsou

popsany v tabulce 2.1.*!

Tab. 2.1 - Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti olova

Vlastnost Hodnota
atomové Cislo 82
pocet prirodnich izotopt 4
atomova hmotnost [g/mol] 207,21
elektronova konfigurace [Xe]4f'*5d"6s%6p”
oxida¢ni ¢isla II, IV
elektronegativita 1,87
teplota tani [°C] 327
teplota varu [°C] 1751
hustota (20 °C) [kg/dm’] 11,342
mérny elektricky odpor [uQ.cm] 20

Stanoveni olova je dulezité pfedevs§im na ultrastopové trovni. S velkou citlivosti a
pfiblizn€ 5% piesnosti lze olovo stanovit nékterymi polarografickymi metodami napt.
anodickou rozpoustéci polarografii. Mezi nejCastéji stanovované patii tetraecthylolovo
(TEO), vyuzivané jako aditivum ke zvySeni oktanového ¢isla olova, pficemZ valna vétSina
olovénych emisi vznikd spalovanim takto upraveného benzinu. Velkd pozornost je také

. - ., . y 32
vénovana sledovani koncentrace olova v potravinach nebo jeho obsahu ve vode¢.

2.6.2 Zinek (Zn, lat. Zincum)
Zinek patii k hojnéji zastoupenym prvkim v zemské kife (76 ppm). Mezi jeho
hlavni formy vyskytu patii rudy sfalerit (ZnS) a kalamin (ZnCO3). Zinek velmi snadno

reaguje s kyslikem, sirou, fosforem a pfi zahtivani i s halogeny, ale je velmi inertni vuci

-14 -



vodiku nebo dusiku. Je velmi silnym redukénim Cinidlem, v neoxidujicich kyselinach
reaguje za vzniku plynného vodiku. V roztocich alkalickych hydroxidii komplexuje za
vzniku zine¢natanovych iontl. Je soucasti slitin s dalSimi prvky napt. mosaz (s Cu). Jeho
slouceniny jsou diamagnetické a bezbarvé. Upfednostiuje tetraedrické komplexy.
Vyznacuje se nizkou teplotou varu a tani.

vvvvv

soucasti nékterych enzymu jako kofaktor, napt. karboxypeptidasa A Stépici N-koncovou

peptidickou vazbu. Zakladni charakteristiky zinku jsou popsany v Tab. 2.2.%!

Tab. 2.2 - Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti zinku

Vlastnost Hodnota
atomové Cislo 30
pocet prirodnich izotopd 5
atomova hmotnost [g/mol] 65,38
elektronova konfigurace [Ar]3d'%4s?
oxida¢ni ¢isla 0,1, 11
elektronegativita 1,6
teplota tani [°C] 419,5
teplota varu [°C] 907
hustota (20 °C) [kg/dm’] 7,14
meérny elektricky odpor [uQ.cm] 5,8

Zinek je také vyuZivan pii vyrobé farmaceutik nebo bilého pigmentu (zinkova
béloba). Hojné je vyuzivan jako pfimés pro vyrobu mosazi nebo pii galvanickém
pokovovani. Mimo jiné se také vyuziva jako ptimés do skel, glazur, emaild ¢i jinych
natéra.

Chlorid zine¢naty (ZnCl,) se pouziva jako tavidlo pfi péjeni, pii vyrob& suchych
¢lankid nebo jako soucast zubniho cementu. Chlorid zine€naty je silné emetikum, proto je
téméef nemozZné se otravit poZitim, ovSem jeho pary jsou velmi Skodlivé. Mezi ptiznaky

otravy patfi hore¢ka, malatnost, plicni edém.*
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzivané chemikalie a material

standardni roztok Ca®" o koncentraci 1 mg/ml v kyselin& chlorovodikové (BDH
Chemicals Ltd., UAE)

standardni roztok As’* o koncentraci 1 mg/ml v kyseling dusi¢né (Sigma-
Aldrich, Germany)

standardni roztok Cd*" o koncentraci 1 mg/ml v kyseling dusi¢né (Analytika,
spol. s.r.0.)

standardni roztok Zn*" o koncentraci 1 mg/ml v kyseling dusi¢né (Analytika,
spol. s.r.0.)

standardni roztok Pb>" o koncentraci 1 mg/ml v kyseling dusiéné (Analytika,
spol. s.r.o.)

standardni roztok Ni*" o koncentraci 1 mg/ml v kyseling chlorovodikové
(Analytika, spol. s.r.o.)

standardni roztok Cu®" o koncentraci 1 mg/ml v kyseling chlorovodikové
(Analytika, spol. s.r.0.)

certifikovany referencni materidl stopovych prvkid v plné krvi Seronorm
1406264 L-2 Trace Elements Whole Blood (Sero, Norsko)

kyselina dusi¢nd, semiconductor grade, (Honeywell, USA), 65%

peroxid vodiku, p.a.+, (Analytika, spol. s.r.0.), 30 %

deionizovana voda pfipravena zatizenim Watrex Ultrapur (Watrex, USA)
kifemenné zkumavky s teflonovym vickem

PE zkumavky (15 ml) s vickem

3.2 Pouzité pristroje a zarizeni

UltraWAVE - single reaction chamber microwave digestion system (Milestone, Italy)

Zatizeni UltraWAVE (viz. Obr. 3.1) bylo pouZito pro rozklad vzorkl suSené krve.

Pfistroj vyuziva mikrovinné zahiivani za vysokého tlaku. **
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Obr. 3.1 — Milestone UltraWAVE, fotografie pofizena v laboratofri

8900 Triple Quadrupole ICP-MS (Agilent, USA)

Ptistroj 8900 ICP-MS Triple Quad (Agilent Technologies, USA) s automatickym
davkovacem vzorkt SPS 4 Autosampler a ISIS 3 davkovacim zafizenim (viz. Obr. 3.2) byl
pouzit k ultrastopové analyze prvki. Dale byl tento sytém vybaven fidicim pocitacem s
pfistrojovym software k vyhodnoceni dat. Pfistroj, kromé béZnych nastaveni, umi pracovat
1 v MS/MS mddu, ktery ucinné eliminuje vliv interferenci matrice. V sou€asnosti jde o

jeden z nejmoderngj$i piistroji umozinujici multiprvkovou ultrastopovou analyzu.

Obr. 3.2 - Agilent 8900 Triple Quadrupole ICP-MS**
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3.3 Charakteristika vzorku

V ramci této bakalaiské probéhla analyza vybranych stopovych prvki v krvi sykor
konader. Vzorky byly uchovany v podobé suSiny uzaviené v plastovych

mikrozkumavkach, oznaceny sériovym ¢islem a datem odbéru.

Limitujicim faktorem stanoveni je mnozstvi vzorku krve dodaného k analyze, coz
souvisi s objemem krve, ktery lze zvifeti odebrat (<500 pl). Z toho divodu je obtizné

vzorek pouzit ke stanoveni dileZitych markert zdravotniho stavu a chemickych reziduii.*

3.4 Pracovni postup

3.4.1 Priprava vzorku k analyze
Predlozené vzorky susiny krve v plastovych mikrozkumavkach bylo potieba nejprve

zvazit s presnosti na 0,01 mg. Celkova hmotnost vzorku byla stanovena nepiimo.

Zvéazené vzorky byly kvantitativné pievedeny do kiemennych zkumavek ptidanim
nejprve 1 ml koncentrované HNOj3 a poté 1 ml deionizované vody. Tésné pred samotnym

rozkladem bylo ptidano 500 pl 30% H,0,. Zkumavky byly uzavieny teflonovymi vicky.

V kazdé sérii byly pfipraveny nejméné dva slepé vzorky (blanky) tvofené pouze
rozpoustédly. Kontrolni vzorky byly pfipraveny pipetovanim 950 ul Seronorm 1406264 L-

2 arozpusteény stejnym zplsobem.

Ptipravené vzorky byly rozlozeny v sériich po 15-ti a doba trvani jednoho rozkladu
byla 45 minut vcetné chladnuti reakéni komory. Rozklad probihal pifi limitni hodnoté
vykonu 1500 W se vstupnim tlakem 40 bar a maximalni teplota byla nastavena na 240 °C.

Piiklad grafického pribéhu rozkladu je na obrazku 3.3.
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Obr. 3.3 — Graficky prabéh rozkladného procesu, fotografie porizena v laboratofri

Rozlozené vzorky byly nasledné¢ pievedeny do PE zkumavek a ziedény

deionizovanou vodou na konecny objem 10 ml.

3.4.2 Piiprava kalibra¢nich standardi
Vyhodou techniky ICP-MS je moZnost simultdnniho stanoveni nékolika prvka.
K vytvoteni kalibra¢ni fady byly pouZity zasobni standardni roztoky stanovovanych prvki,

které byly pouzity k vytvoteni smésného standardu €. 1 (viz. Tab. 3.1).
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Tab. 3.1 — Schéma pripravy smésného standardu €. 1

Prvek Cilova koncentrace Objem zasobniho Navazka zasobniho standardu  Finalni

[mg/1] standardu [ml] [g] objem

[ml]

Pb 5,0 0,5 0,5108

As 2,5 0,25 0,2579

Cd 1,0 0,1 0,0972

Zn 0 0 0 100

Ca 0 0 0

Ni 2,5 0,25 0,2513

Cu 25 2,5 2,4902

- pted zfedénim bylo pfidano 1,1 ml konc. HNO3

Z vytvoreného smésného standardu €. 1 byl dale vytvofen smésny standard ¢. 2 (viz.

Tab. 3.2).

Tab. 3.2 — Schéma pripravy smésného standardu ¢. 2

Prvek Cilova koncentrace = Objem zasobniho Navazka zasobniho standardu Finalni
[ng/] standardu [ml] [g] objem [ml]
Pb 50 0,5 (ze st. €. 1) 0,5016
As 25 0,5 (zest. €. 1) 0,5016
Cd 10 0,5 (zest. ¢. 1) 0,5016
Zn 1500 0,075 0,0706 50
Ca 1500 0,075 0,0711
Ni 25 0,5 (zest. ¢. 1) 0,5016
Cu 250 0,5 (ze st. €. 1) 0,5016

- pred zfedénim bylo pfidano 5,0 ml konc. HNO3

Konec¢n4 kalibracni fada pro jednotlivé prvky byla pfipravena ze smésného standardu
¢. 2. Pripraveno bylo 5 kalibracnich roztokdi o zndmé koncentraci prvki (viz. Tab. 3.3—

3.7). Smésny standard €. 2 byl pouzit jako 6. kalibra¢ni roztok.
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Tab. 3.3 — Schéma pripravy kalibraéniho roztoku ¢. 1

Prvek Cilova koncentrace Objem zasobniho Navazka zasobniho standardu Finalni
[ng] standardu [ml] [g] objem [ml]
Zn 0
Ca 0
Cu 0
Pb 0 - - 50
As 0
Ni 0
Cd 0
- pfred zfedénim ptidano 5,0 ml konc. HNO;
Tab. 3.4 — Schéma pripravy kalibraéniho roztoku ¢. 2
Prvek Cilova koncentrace  Objem zasobniho Navazka zasobniho standardu Finalni
[ng/] standardu [ml] lg] objem [ml]
Zn 3,0
Ca 3,0
Cu 0,50
Pb 0,10 0,10 0,1054 50
As 0,05
Ni 0,05
Cd 0,02
- pred zfedénim piidano 5,0 ml konc. HNOs
Tab. 3.5 — Schéma pripravy kalibraéniho roztoku €. 3
Prvek Cilova koncentrace  Objem zasobniho = Navazka zasobniho standardu Finalni
[ng/] standardu [ml] lg] objem [ml]

Zn 12
Ca 12
Cu 2,0
Pb 0,40 0,40 0,4181 50
As 0,20
Ni 0,20
Cd 0,08

pied zfedénim piidano 5,0 ml konc. HNO;
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Tab. 3.6 — Schéma pfripravy kalibraéniho roztoku ¢. 4

Prvek Cilova koncentrace  Objem zasobniho = Navazka zasobniho standardu Finalni
[ng/] standardu [ml] lg] objem [ml]

Zn 60

Ca 60

Cu 10

Pb 2,0 2,0 2,1279 50
As 1,0

Ni 1,0

Cd 0,40

- pted zifedénim ptidano 5,0 ml konc. HNO3
Tab. 3.7 — Schéma pripravy kalibra¢niho roztoku €. 5
Prvek Cilova koncentrace  Objem zasobniho = Navazka zasobniho standardu Finalni
[ng/l] standardu [ml] [g] objem [ml]

Zn 300

Ca 300

Cu 50

Pb 10 10 10,5013 50
As 5,0

Ni 5,0

Cd 2,0

- pred ziedénim pfidano 4,0 ml konc. HNO3
3.4.3 Optimalizace pristroje ICP-MS

Pfed samotnou analyzou je potieba zafizeni vycCistit od necistot z ptedchozich

mefeni, zkontrolovat funkénost jednotlivych ¢éasti piistroje a ptipadné provést jejich

vymeénu podle ndvodu k obsluze. K béZznému chodu pfistroje jiz byly k dispozici roztoky,

jejichz ptiprava je popséana dale.
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- Cistici roztoky pro ICP-MS
o HNO32% (11,1 ml HNO; (Honeywell, USA) 65% do 500 ml PE lahve)

o HNOs; 0,2% (1,1 ml HNO;s (Honeywell, USA) 65% do 500 ml PE
lahve)

o HNO; 2% + HCI 2% (11,1 ml HNO; (Honeywell, USA) 65% + 29 ml
HCI (Merck Suprapur 30%) do 500 ml PE lahve)

- Ladici roztok s As (1ppb Ce, Co, Li, Mg, T1 + 10 ppb As) v 2% HNO;

o 0,1 ml koncentrovaného ladiciho roztoku (tj. 1ppm Ce, Co, Li, Mg, Tl +
10 ppm As) Tuning solution concentrate (Analytika, spol. s.r.0.) ve 100
ml 2% HNQO; (Honeywell, USA)

- Univerzalni roztok internich standardi pro zmlZovani ICP-MS (5 ppb Rh

a 20 ppb Ge) ve 2% HNO;

o pfipraven z 1000 ppm zasobnich standardii Rh a Ge (Analytika, spol.
s.r.0.) ve 100 ml 2% HNOj3 (Honeywell, USA)

3.4.4 Parametry pristroje

Tab. 3.8 - Nastavené parametry pfistroje ICP-MS

Vykon 1550 W
Hloubka vzorkovani 8 mm

Pratok Ar pro zmlzovani 0,6 1/min

Pratok fediciho plynu Ar 0,53 1/min
Rychlost peristaltického cerpadla 0,1 rps (0,35 ml/min nosic¢, 0,07 ml/min interni standard)

Teplota mlzné komory 2°C
Moéd kolizni cely (pratok plynu) no gas mod (0 ml/min); He mdd (4,8 ml/min)
Mgéfené izotopy 7n; *®*Pb (+°*°Pb+*""Pb), *Ge (interni standard), 'Rh (interni
standard)

Izotop olova ***

Pb byl méten v mddu bez ptidavku plynu do kolizni cely i s celou
(He 4,8 ml/min). Kvtli moznosti nestejného izotopového zastoupeni pro Pb v redlnych

vzorcich byly také méfeny jesté izotopy “°Pb a **’Pb a vysledna intenzita pro Pb byla dana
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206:207298py, - 7inek byl méfen jako *°Zn i ®*Zn pro kontrolu v médu s He

souctem izotopl
do kolizni cely (He 4,8 ml/min). Nebyl pozorovan zadny rozdil mezi vysledky pro *Zn i
587n, a proto jsou prezentovana jen data pro *°Zn. Rhodium (5 ng/ml) a germanium (20
ng/ml) v 1% HNO; byly pouZity jako interni standard pro korekei zmén citlivosti. Rhodium
(izotop '"Rh) bylo pouzito pro korekci mé&fenych intenzit **Pb a germanium (’Ge) pro

%7n.

3.4.5 Statistické zpracovani vysledki
Soucasti vyhodnocovani a prezentace vysledkli experimentalni ¢asti je také jejich
statistické zpracovani. Cilem je pomoci statistickych metod ziskat objektivni zavér o celku

promé&fenim vybranych ¢asti tohoto celku.

Medidn (oznaCovan Me nebo X) je hodnota, jez d€li fadu vzestupné setfazenych
vysledkd na dvé stejn¢ pocetné poloviny. K urc¢eni medidnu souboru hodnot sta¢i hodnoty

sefadit podle velikosti a urcit stfedni hodnotu.

Aritmeticky primér (oznaCovan jako x) je statistickd veli¢ina charakterizujici
typickou hodnotu souboru mnoha hodnot (obvykle > 7). Definovan je jako soucet vSech

hodnot vydéleny jejich poctem.

X

-

1
X =—
n
=1

Smérodatna odchylka (SD) definovand jako odmocnina z rozptylu vydélena

celkovym poctem méteni bez jedné.

1 N
SD = mzl(xl —f)z
l:

kde je N pocet méfeni, ) je soucet hodnot a xj je naméteny vysledek.

Sv v

lze detekovat a odlisit od analytického Sumu. Vypocitd se jako trojnasobek smérodatné

odchylky Sumu zékladni linie / citlivost analytické metody:
LOD = 3.s/citlivost

kde s, je smérodatnd odchylka, kterd byla vypocftena pomoci velkého poctu

rozkladnych blankd.

-24 -



Cv v

ve vzorku, pii niz mize byt analyt stanoven. Vypocita se jako desetindsobek smérodatné

odchylky Sumu zékladni linie / citlivost analytické metody:
LOQ = 10.s/citlivost

kde s, je smérodatna ochylka, kterd byla vypoctena pomoci velkého poctu

rozkladnych blank.

Opakovatelnost (0, €z znama jako variacni koeficient, je definovana jako rozptyl
dat skupin meéfeni stejné proménné s riznym priamerem. Je charakterizovana relativni

smérodatnou odchylkou velké poétu rozkladnych blanki: *°
S
0==%x 100%
x

Vytéinost (recovery) udava miru ovlivnéni vysledku méfeni vlivem matrice.

Vypocita se jako pomér smérnice standardniho pfidavku a smérnice vodné kalibrace.
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4 VYSLEDKOVA CAST A DISKUZE

Cely projekt zahrnoval stanoveni Sirokého spektra prvka v predlozenych vzorcich.
Rozsah této bakalarské prace zahrnuje vyhodnoceni pouze vybranych prvki, a to zinku a

olova.

4.1 Kalibrace metody ICP-MS

Prvotnim tkonem analyzy bylo méfeni ptipravenych kalibra¢nich roztokl standardi
v daném koncentracnim rozpéti a internich standardd. VSechny roztoky kalibracnich
standardii byly méfeny opakované¢ po zméfeni 5-ti sérii rozkladi vzorkd. Kontinualni
méfeni hodnot intenzit signdlli internich standardi poslouZzilo ke korekcim na drift
citlivosti pfistroje ¢i pro korekci ptfipadnych nespektralnich interferenci danych vlivem

matrice vzorku. Kazdy vzorek byl prométfen 5x a hodnoty byly zprimérovany.

4.1.1 Stanoveni LOD a LOQ
Z hodnot odezvy signalu rozkladnych blanki byly vypocteny hodnoty mezi detekce a
stanovitelnosti pro kazdy méfici den (sérii méteni), zpiisob vypoctu popsan v pododdile

3.5.5.

Tab. 4.1 — Stanovené meze detekce a stanovitelnosti (ng/ml)

Zn Pb
LOD v kapalném vzorku (1. série méteni) 1,8 0,015
LOQ v kapalném vzorku (1. série méteni) 6,1 0,05
LOD v kapalném vzorku (2. série méteni) 2,1 0,009
LOQ v kapalném vzorku (2. série méteni) 7,0 0,03

4.2 Ovéreni spravnosti

4.2.1 Certifikovany referencni material
K ovéteni spravnosti analyzy byl v pribchu analyzy meéfen 1 certifikovany vzorek
krve s certifikovanou hodnotou koncentrace stopovych prvki. Vzorky CRM byly v obou

sériich zméteny v triplikatech, kazdy 5x a vysledky byly statisticky zpracovany.
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Tab. 4.2 — Zastoupeni stopovych prvki v CRM

CRM Seronorm 1406264 Trace Elements Whole Blood L-2

Zn Stanovena hodnota v 1. sérii

Stanovena hodnota v 2. sérii
Certifikovana hodnota

Pb Stanovena hodnota v 1. sérii

Stanovena hodnota v 2. sérii

Certifikovana hodnota

7,29
7,14

71
347
319
337

+ 0,08 mg/1
+ 0,14 mg/1
+ 14 mg/1
+ 7 pg/l
+ 1 pg/l
+ 68 pg/l

Z vysledkt vyplyva, ze zjisténé hodnoty pro oba prvky se nachézeji v doporuceném

certifikovaném rozmezi.

4.2.2 Stanoveni vytéZnosti

Miru ovlivnéni citlivosti

rozlozeného vzorku lze vyjadfit vytéznosti, tedy pomérem smérnice zavislosti méfené

intenzity signdlu na koncentraci standardniho ptfidavku prvku k referenénimu materialu a

smérnice vodného kalibrace.

metody nespektralnimi

4.2.2.1 Vytéznost stanoveni zinku

Tab. 4.3 — Vodna kalibrace pro Zn

Koncentrace (pg/l) CPS SD RSD (%)
0,00 3203 235 7
2,81 15664 762 5
11,15 52801 2738 5
56,83 253757 13036 5
280,61 1207895 55798 5
1392.,44 5920174 269219 5

Tab. 4.4 — Kalibrace pro Zn metodou standardniho pfidavku

Koncentrace (pg/l) CPS SD
0 2886491 128943,3
631,3024 5636124 289452,9
1466,853 8947049 427789,5
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Tab. 4.5 — Vytéznost stanoveni Zn

Smérnice vodné kalibrace (CPS.l/ug) 4251,33
Smérnice kalibrace stand. ptid. (CPS.l/pg) 4166,65
VytéZnost 98,0 % +2,6 %

4.2.2.2 VytéZnost stanoveni olova

Tab. 4.6 — Vodna kalibrace pro Pb

Koncentrace (ng/l) CPS SD RSD (%)
0,00 3427 272 8
0,10 69359 3057 4
0,40 173845 3798 2
2,06 855693 20031 2
10,15 4348175 107854 2
50,35 21319179 714911 3

Tab. 4.7 — Kalibrace pro Pb metodou standardniho pridavku

Koncentrace (pg/l) CPS SD
0 12718445 313578
24,32747 22805232 1336447
46,77464 31025538 819659

Tab. 4.8 — Vytéznost stanoveni Pb

Smérnice vodné kalibrace (CPS.1/pg) 423517
Smérnice kalibrace stand. ptid. (CPS.l/pg) 396337
VytéZnost 93,6 % +3,3 %

Z vypoctenych hodnot vytéznosti pro jednotlivé prvky Ize konstatovat, ze ovlivnéni
vysledku vlivem matrice neni zdvazné a k vyhodnoceni lze bez obav pouZit externich

vodnych kalibraci.

4.3 Analyza vzorki ptaci krve

Celkem bylo rozlozeno a pfipraveno k analyze 495 vzorka ptac¢i krve. Méteni
probéhlo ve dvou sériich, zméteno bylo 38 sad po 15ti vzorcich. Kazdy vzorek byl
proméfen 5x a statisticky zpracovan. V kazdé sérii byly také proméfeny minimalné 2

blanky. Vysledky méfenych koncentraci byly korigovany na primér koncentraci
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v rozkladnych blancich v kazdé sérii. Zaporna hmotnost nékterych vzorki, vzhledem
k jejich malému piivodnimu obsahu, znemoznila jejich stanoveni a byly vyfazeny. Stejné

tak bylo nalozeno se vzorky, jez poskytly odezvy pod LOD.

Vysledky méfeni jsou zaznamenany v piiloze (viz. Tab. 4.9). Hodnoty jsou
vyjadiené v jednotkach pg/g (mikrogram/gram) suché krve pro Zn a ng/g pro Pb, tzn.
po prepoctu koncentrace, kterd byla v ng/ml v kapalném vzorku po rozkladu, na navazku a

objem kap. vzorku (10 ml).
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S ZAVER
Cilem préce bylo stanoveni olova a zinku v piedlozenych vzorcich susené krve sykor

konader metodou hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem.

Pro splnéni cile bylo potieba vzorky efektivné rozlozit pomoci ptistroje UltraWAVE
a prevést do roztoku. Pfed samotnou analyzou byla pfipravena fada kalibrac¢nich standarda
pro stanovované prvky. Moznost ovlivnéni spravnosti vysledkii slozkami matrice jsme
vyvratili analyzou certifikovaného referenéniho materialu plné krve, podle niz jsme urcili

vytéznost stanoveni prvki. Potvrdili jsme tak spravnost pouziti vodné kalibrace.

Pomoci pfistroje Agilent 8900 Triple Quadrupole ICP-MS byla stanovena
koncentrace vybranych prvku v predlozenych vzorcich. Vysledky prokazaly vhodnost této
metody pro stanoveni kovil ve vzorcich krve. Vysledky analyzy mohou byt poskytnuty

k dal$imu vyzkumu v oblasti monitoringu kvality Zivotniho prostiedi.

Lze konstatovat, ze hlavni cil bakalaiské prace byl splnén.
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(Tab. 4.9 — Vysledky méreni ptacich vzorku)

-33-



Poradi Kod vz. hmotnost fedici koncentrace Zn koncentrace Pb
vz. (9) faktor  (ug/g) (ng/g)
(DF)

priimé SD primeér SD

r (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
1/3 2018-CM-B10 0,01358 736 366 £ 11 4906 + 209
1/4 2018-CM-B09 0,02013 497 301 + 9 2120 + 54
1/5 2018-CM-B08 0,01499 667 617 + 22 2831 77
1/6 2018-CM-B07 0,00447 2237 1074 + 23 17987 + 480
17 2018-CM-B06 0,00522 1916 739 + 28 6102 + 151
1/8 2018-CM-B05 0,02136 468 474 £ 19 1338 + 49
1/9 2018-CM-B04 0,01157 864 518 + 16 8250 + 231
110 2018-CM-B03 0,03600 278 174 t 4 1939 + 71
111 2018-CM-B02 0,01586 631 391 + 11 2374 + 51
112 2018-CM-B01 0,01161 861 724 + 26 3154 + 147
113 2018-CL-B11 0,02813 355 269 + 8 1678 + 66
114 2018-CL-B10 0,01357 737 536 + 10 4879 + 119
2/3 2018-CL-B09 0,01433 698 563 + 15 2542 + 87
2/4 2018-CL-B08 0,00709 1410 1250 + 51 2150 + 88
2/5 2018-CL-B07 0,00764 1309 661 + 21 2528 + 96
2/6 2018-CL-B06 0,00799 1252 682 + 14 3496 + 147
2/7 2018-CL-B04 0,01334 750 730 + 32 5076 + 178
2/8 2018-CL-B03 0,02888 346 245 + 5 5006 + 247
2/9 2018-CL-B02 0,01175 851 370 + 10 5208 + 174
2111 2018-CK-B14 0,01827 547 416 + 14 6544 + 159
2112 2018-CK-B13 0,01359 736 325 + 9 5884 + 14
2/13 2018-CK-B12 0,02213 452 382 + 17 3532 + 129
2114 2018-CK-B11 0,02319 431 269 + 7 2695 + 75
2/15 2018-CL-B05 0,03616 277 330 + 10 2131 + 57
3/3 2018-CK-B10 0,02921 342 331 + 14 1871 + 70
3/4 2018-CK-B03 0,01555 643 402 + 18 7494 + 183
3/5 2018-CK-B09 0,01194 838 337 + 9 7550 + 312
3/6 2018-CK-B08 0,01182 846 431 + 12 3772 + 76
3/8 2018-CK-B06 0,01876 533 266 + 7 4723 + 228
3/9 2018-CK-B05 0,01866 536 217 + 6 4074 + 158
310 2018-CK-B04 0,02775 360 421 £ 11 2674 + 104
311 2018-CJ-B09 0,00451 2217 1367 + 48 4088 + 97
312 2018-CK-B02 0,01830 546 424 + 14 4854 + 121
3/13 2018-CK-B01 0,03699 270 259 + 5 2227 + 95
314 2018-CJ-B11 0,04995 200 51 1 643 + 15
3115 2018-CJ-B10 0,01542 649 259 + 7 2731 + 87
41 2018-CJ-B08 0,01285 778 357 + 14 6936 + 199
4/2 2018-CJ-B07 0,01186 843 558 + 15 1508 + 91
4/3 2018-CJ-B06 0,01106 904 411 + 9 2337 + 147
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4/6
4/7
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4/9
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2018-CJ-B02
2018-CJ-B01
2018-ClI-B09
2018-CI-B08
2018-CI-B07
2018-ClI-B06
2018-CI-B05
2018-CI-B04
2018-CI-B03
2018-EB-B16
2018-EB-B14
2018-EB-B12
2018-EA-B09
2018-EA-B08
2018-EA-B04
2018-EA-B0O3
2018-EA-B02
2018-EA-BO1
2018-HC-B22
2018-HC-B21
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2018-HC-B16
2018-HC-B13
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2018-HC-B10
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2018-HC-B02
2018-HC-B0O1
2018-CI-B02
2018-CI-B0O1
2018-CH-B08
2018-CH-B07
2018-CH-B06
2018-CH-B05

0,01845
0,01466
0,05657
0,05095
0,01328
0,01283
0,00812
0,01580
0,01521
0,01141
0,01566
0,01515
0,01944
0,01645
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16/7
16/8
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1713
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1717
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18/1
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0,00388
0,00141
0,00245
0,00126
0,00455
0,00397
0,00212
0,00290
0,00441
0,00197
0,00392
0,00140
0,00473
0,00255
0,00565
0,00282
0,00217
0,00334
0,00297
0,00324
0,00910
0,00253
0,00351
0,00679
0,00197
0,00298
0,00400
0,00198
0,00427
0,01050
0,00306
0,00423
0,00532
0,00260
0,00146
0,00865
0,00149
0,00105

771
613
5714
1451
3831
2577
7092
4082
7937
2198
2519
4717
3448
2268
5076
2551
7143
2114
3922
1770
3546
4608
2994
3367
3086
1099
3953
2849
1473
5076
3355,70
2500,00
5050,51
2341,92
952,38
3267,97
2364,07
1879,70
3846,15
6849,32
1156,07
6711,41
9523,81

425
344
126
18
57
21
157
37
72
27
58
1870
606
222
452
318
973
306
886
424
465
56
37
61
30

76
56
28
47
27
97
85
32
17
42
37
27
43
2608
316
2844
2486

= + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + ++ + + + + + + + + + + + H+ H H H

+

O L = N |G = N ) B N [
N

N = a2 a W a2 o o1 D
o 010 =~ W W o o O

W NN W =2 N O N W -=2DNW =2 DNDNDND W

-
a1 O
o

143
156

2837
4142
260
113
60
100
105
56
78
55
76
5719
220
247
225
63
458
150
317
173
299
425
318
214
206
148
878
365
752
513
518
271
188
164
42
245
1213
107
377
1272
1226
1659
1114
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92
194
23

13

11

169

11
14

18

16

10
20
14

28

23
19
24
15
26
13

20
29
10
22
56
35
53
43
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19/6
19/7
19/8
20/3
20/5
20/6
20/7
20/8
20/9
20110
2011
2012
2013
22/1
22/2
22/3
22/4
22/6
227
211
21/2
21/3
24/13
25/2
25/3
25/4
25/5
25/6
25/7
25/9
25110
2511
25113
26/2
26/3
26/5
26/7
26/8
26/10
2611
26/12
26/13
271

2018-NB-B10
2018-NB-B11
2018-NB-B12
2018-BC-08
2018-BC-10
2018-BC-11
2018-FA-B0O1
2018-FA-B02
2018-FA-BO3
2018-FA-B04
2018-FA-B0O5
2018-FA-B0O6
2018-FA-BO7
2018-FE-B09
2018-FE-B10
2018-FE-B11
2018-FE-B12
2018-FE-B14
2018-FE-B15
CRM

CRM

CRM
2016-PA-B02
2016-PA-B04
2016-PA-B05
2016-PA-B06
2016-PA-B0O7
2016-PA-B08
2016-PA-B09
2016-PA-B11
2016-PA-B12
2016-PA-B13
2018-SA-B16
2018-EE-B08
2018-EE-B09
2018-EE-B11
2014-E1-B02
2015-E1-B01
2018-HA-BO1
2018-HA-B02
2018-HA-BO3
2018-HA-B0O4
2018-HA-B05

0,00338
0,00129
0,00309
0,00393
0,00630
0,00183
0,00588
0,00557
0,00643
0,00226
0,00367
0,00682
0,00214
0,01120
0,01501
0,00659
0,00589
0,00420
0,00199
0,9149

0,96692
0,96271
0,00218
0,00195
0,00246
0,00372
0,00277
0,00457
0,00432
0,00368
0,00256
0,00417
0,00308
0,00599
0,00555
0,00290
0,00136
0,00134
0,00571
0,00274
0,00254
0,00577
0,00253

2958,58
7751,94
3236,25
254453
1587,30
5464,48
1700,68
1795,33
1555,21
442478
2724,80
1466,28
4672,90
892,86
666,22
1517,45
1697,79
2380,95
5025,13
11,59
10,96
11,01
4587,16
5128,21
4065,04
2688,17
3610,11
2188,18
2314,81
2717,39
3906,25
2398,08
3246,75
1669,45
1801,80
3448,28
7352,94
7462,69
1751,31
3649,64
3937,01
1733,10
3952,57

980
1045
1363
44
33
65
43
45
43
66
73
85
79
27
12
26
39
46
154
7,327
7,114
6,976
33
79
29
29
31
28
27
24
27
35
37
37
44
68
117
118
39
69
58
54
32
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1459
3450
1098
1518
1673
793
747
427
369
563
412
711
890
145
20
94
178
439
568
317
321
318
155
158
210
74
214
77
56
107
221
76
78
1116
569
661
597
113
102
230
73
108
119
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27/2
27/3
27/4
27/5
27/6
2717
27/8
27/9
2713
28/1
28/3
28/4
28/5
28/6
28/7
28/8
28/9
28/10
28/11
28/12
29/1
29/2
29/3
29/5
29/6
29/7
29/8
29/10
30/1
30/3
30/5
30/6
30/7
30/8
30/9
30/10
3011
30/12
30/13
311
31/2
31/3
31/4

2018-HA-BO6
2018-HA-BO7
2018-HA-BO8
2018-HA-B0O9
2018-HA-B10
2018-HA-B11
2018-HA-B12
2018-HA-B13
2018-HA-B17
2018-HA-B18
2018-HA-B20
2018-HA-B21
2018-HA-B22
2018-HA-B23
2018-HA-B24
2018-HA-B25
2018-HA-B26
2018-HA-B27
2018-HA-B28
2018-HA-B29
2018-EI-B02

2018-EI-B03

2018-EI-B04

2018-EI-B06

2018-EI-B07

2018-EI-B08

2018-SB-B01
2018-SB-B03
2018-SB-B07
2018-SB-B09
2018-EF-B01

2018-EF-B02
2018-EF-B03
2018-EF-B04
2018-EF-B05
2018-EF-B06
2018-EF-B0O7
2018-EF-B08
2018-EF-B09
2018-EF-B10
2018-EF-B11

2018-EF-B12
2018-SA-B01

0,00437
0,00260
0,00477
0,02166
0,00728
0,00346
0,00484
0,00345
0,00338
0,00393
0,00463
0,00165
0,00432
0,00154
0,00292
0,00263
0,00501
0,00226
0,00462
0,00196
0,00208
0,00213
0,00166
0,00230
0,00153
0,00138
0,00285
0,00226
0,00213
0,00257
0,00539
0,00165
0,00275
0,00486
0,01025
0,00431
0,00122
0,00519
0,00201
0,00178
0,00494
0,00428
0,00194

2288,33
3846,15
2096,44
461,68

1373,63
2890,17
2066,12
2898,55
2958,58
2544,53
2159,83
6060,61
2314,81
6493,51
3424,66
3802,28
1996,01
4424,78
2164,50
5102,04
4807,69
4694,84
6024,10
4347,83
6535,95
7246,38
3508,77
442478
4694,84
3891,05
1855,29
6060,61
3636,36
2057,61
975,61

2320,19
8196,72
1926,78
4975,12
5617,98
2024,29
2336,45
5154,64

31
44
44
19
28
57
64
35
27
24
30
76
33
102
32
39
29
53
29
41
15
28
43
35
133
55
29
17
37
27
29
44
37
29
25
28
61
31
46
65
53
30
40
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97
32
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256
162
76
60
39
92
1337
216
181
232
109
155
71
242
186
166
176
145
259
471
216
206
40
60
127
91
146
74
35
34
175
44
79
163
76
34
128
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31/5
31/6
31/7
31/8
31/9
3113
32/5
32/6
32/7
32/8
32/9
32/10
32/11
3212
32/13
331
33/4
33/5
33/6
33/7
33/8
33/9
33110
3311
33112
34/1
34/2
34/3
34/4
34/5
34/6
34/7
34/8
34/9
34/10
3411
34/12
351
35/2
35/3
35/4
35/5
3517

2018-SA-B02
2018-SA-B03
2018-SA-B04
2018-SA-B05
2018-SA-B06
2018-SA-B10
2018-FS-B01

2018-FS-B02
2018-FS-B03
2018-FS-B04
2018-FS-B05
2018-FS-B06
2018-FS-BO7
2018-FS-B08
2018-FS-B09
2018-FS-B10
2018-FS-B13
2018-FS-B14
2018-NA-B0O1
2018-NA-B02
2018-NA-BO3
2018-NA-B04
2018-NA-B05
2018-NA-B06
2018-NA-BO7
2018-NA-B08
2018-NA-B09
2018-NA-B10
2018-NA-B11
2018-NA-B12
2018-PB-B01
2018-PB-B02
2018-PB-B03
2018-PB-B04
2018-PB-B05
2018-PB-B06
2018-PB-B07
2018-FL-B0O1

2018-FL-B02

2018-FL-B03

2018-FL-B04

2018-FL-B05

2018-FL-B07

0,00495
0,00370
0,00201
0,00249
0,00197
0,00203
0,00153
0,00187
0,00247
0,00379
0,00278
0,00235
0,00343
0,00381
0,00403
0,00126
0,00792
0,00330
0,00427
0,00642
0,00455
0,00480
0,00431
0,00258
0,00420
0,00484
0,00319
0,00283
0,00367
0,00461
0,00436
0,00337
0,00340
0,00166
0,00352
0,00415
0,00360
0,02279
0,03164
0,01445
0,01049
0,01517
0,00812

2020,20
2702,70
5124,38
4016,06
5076,14
4926,11
6535,95
5347,59
4048,58
2638,52
3597,12
4255,32
2915,45
2624,67
2481,39
7936,51
1262,63
3030,30
2341,92
1557,63
2197,80
2083,33
2320,19
3875,97
2380,95
2066,12
3134,80
3533,57
2724,80
2212,58
2293,58
2967,36
2941,18
6024,10
2840,91
2409,64
2777,78
438,79

316,06

692,04

953,29

659,20

1231,53

25
28
38
39
27
38
59
89
97
46
58
176
103
52
42
596
43
75
1547
1697
1080
1334
1308
3338
2074
1455
2415
1852
1328
2235
31
52
63
66
36
36
35

25
24
18
26
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4094
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4437
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764
792
4733
279
290
616
93
276
606
603
2360
408
2061
848
467
480
621
2931
1291
624
75
189
133
474
106
100
67
14
14
23
98
22
22
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35/8
35/9
35110
35/11
35/12
36/1
36/2
36/3
36/4
36/5
36/6
36/7
36/8
36/9
36/10
36/11
36/12
3712
3713
37/4
3715
3716
3717
3718
37/9
37110
3711
3712
38/1
38/2
38/3
38/4
38/5
38/6
38/7
38/8
38/9
38/10
3811
38/12

2018-FL-B08

2018-FL-B09

2018-FL-B10

2018-FL-B11

2018-FL-B12

2018-FL-B13

2018-DE-B01
2018-DE-B02
2018-DE-B03
2018-DE-B04
2018-DE-B05
2018-DE-B06
2018-DE-BO7
2018-DE-B08
2018-DE-B09
2018-DE-B10
2018-DE-B11
2018-FE-B01

2018-FE-B02
2018-FE-BO3
2018-FE-B0O4
2018-FE-B0O5
2018-FE-BO6
2018-EC-B01
2018-EC-B02
2018-EC-B03
2018-EC-B04
2018-EC-B05
2018-EC-B06
2018-EC-B0O7
2018-EC-B08
2018-EC-B09
2018-EC-B10
2018-EE-B01
2018-EE-B02
2018-EE-B03
2018-EE-B04
2018-EE-B05
2018-EE-B06
2018-EE-B07

0,01244
0,01134
0,01435
0,01878
0,01063
0,00852
0,00372
0,00402
0,00429
0,00223
0,00286
0,00427
0,00556
0,00453
0,00266
0,00603
0,00552
0,00612
0,00688
0,00971
0,01130
0,00577
0,00914
0,00995
0,01066
0,00860
0,01090
0,01120
0,01080
0,01367
0,01066
0,01446
0,01287
0,00403
0,00589
0,00637
0,00605
0,00478
0,00640
0,00209

803,86
881,83
696,86
532,48
940,73
1173,71
2688,17
2487,56
2331,00
4484,30
3496,50
2341,92
1798,56
2207,51
3759,40
1658,37
1811,59
1633,99
1453,49
1029,87
884,96
1733,10
1094,09
1005,03
938,09
1162,79
917,43
892,86
925,93
731,53
938,09
691,56
777,00
2481,39
1697,79
1569,86
1652,89
2092,05
1562,50
4784,69

32
21
18
15
21
27
21
23
19
38
72
22
21
21
21
27
20
26
26
27
21
44
27
48
17
18
19
19
23
21
19
18
30
36
34
27
19
26
27
42
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6567
7545
5704
7361
7169
4710
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3293
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132
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141
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27
13
34
23
14
17
20
14
12
2295
2520
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376
620
2632
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